UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM FISIOTERAPIA

“Aprendizagem, memoria e estresse em Danio rerio”

Luciana Pereira do Vale Cofiel

SAO CARLOS
2008



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM FISIOTERAPIA

“Aprendizagem, memoria e estresse em Danio rerio”

LUCIANA PEREIRA DO VALE COFIEL

Tese apresentada ao Programa de Pds-
Graduagdo em Fisioterapia da Universidade
Federal de S&o Carlos, como requisito
parcial para a obtencdo do titulo de Doutor
em Fisioterapia.

Orientadora: Profa. Dra. Rosana Mattioli

SAO CARLOS
2008



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria/UFSCar

C675am

Cofiel, Luciana Pereira do Vale.

Aprendizagem, memoria e estresse em Danio rerio |
Luciana Pereira do Vale Cofiel. -- Sdo Carlos : UFSCar,
2008.

92 f.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de Sao Carlos,
2008.

1. Aprendizagem. 2. Clorfeniramina. 3. Histamina. 4.
Estresse. 5. Peixe. I. Titulo.

CDD: 153.15 (20%)




MEMBROS DA BANCA EXAMINADORA PARA DEFESA DE TESE DE
DOUTORADO DE LUCIANA PEREIRA DO VALE COFIEL
APRESENTADA AO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
FISIOTERAPIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS, EM
31 DE OUTUBRO DE 2008

BANCA EXAMINADORA:

Ko bione Wil a0 (5T 2 Sz

Azair L. M. do Canto de Souza
(UFSCar)

S = e
Gilson Luiz Volpato
(UNESP/Botucatu)

%&E’[ /75467/4‘ /fffw/é 2/[?

Ve L
Flavia Roberta Faganello Navega/
(UNESP/Marilia) |



Para meus pais,
que estiveram presentes
em todos os momentos



Agradecimentos

A professora Rosana pela orientacio deste trabalho e por possibilitar mais esta etapa
de minha formacdo. Muito obrigada pela amizade, pelo apoio nos momentos dificeis e por
sempre me dizer 0 que eu precisava ouvir.

Aos Professores Doutores Cosme Salas e Fernando Rodriguez por me receberem no
Laboratdrio de Psicobiologia e por toda cordialidade, respeito e paciéncia com que me
trataram durante a realizacdo de meu estagio no exterior.

Aos Professores Doutores Azair Liane Matos do Canto de Souza, Flavia Roberta
Faganello Navega, Gilson Luiz Volpato e Silvio Morato de Carvalho, por participarem de
minha banca de doutorado e pela contribuicdo enriquecedora dada na avaliagdo deste
trabalho.

Aos meus pais, Alberto e Mercedes, que sempre incentivaram meus estudos e
priorizaram minha educacao. Obrigada por todo o carinho e apoio.

Aos meus irméos, Renata e Fernando, pelo companheirismo e apreciacdo sincera de
meu trabalho.

Ao Flavio, meu namorado, por todo apoio, amizade e principalmente pela paciéncia
e pelo carinho que vocé sempre me dedicou!

Ao0s meus novos e antigos amigos do Laboratorio de Neurociéncias: Fer, Kelly,
Nadi, Miagui, Carol, Diogo, Lucas, Tereza, Fernanda, Glesler, Flavia, Erika, Carla, Fabi,
Jodo e Aline. Muito obrigada pelos momentos compartilhados, ideias trocadas e sugestdes
dadas.

As minhas “alunas” Fernanda e Martha, pude aprender muito trabalhando com
vocés. Obrigada.

Aos meus colegas de republica e amigos de Sdo Carlos: Gramani, Ré, Kelly,
Berabinha, Tati, Ana Claudia, Paula, Moa, Fer, Karina Nogueira, Marcelo, Flavia, e Mare.
Muito obrigada pelos momentos de diversédo e pela amizade. VVou sentir saudades!

Aos professores, colegas e funcionarios do PPG-FT pela convivéncia e pela
colaboracdo em minha formacao.

A Ana Paula e Kelly, secretérias do PPG-Ft que sempre estavam dispostas a ajudar.

Ao0s meus amigos de SP, que apesar da distancia, sempre estiveram presentes e

interessados em meu trabalho.



Ao auxilio concedido pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo Paulo
— Fapesp, processo 04/10659-0.

A Bolsa de Doutorado-Sanduiche concedida pela Coordenacio de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

A todos que de alguma forma contribuiram para a realizagio deste trabalho, meus

sinceros agradecimentos.



Os trés primeiros estudos deste trabalho foram desenvolvidos no laboratorio de
Neurociéncias do Departamento de Fisioterapia da Universidade Federal de Sdo Carlos,
sob orientacdo da Profa. Dra. Rosana Mattioli. Os créditos referentes as disciplinas foram
obtidos junto ao Programa de Pés-Graduagdo em Fisioterapia. Este trabalho contou com
apoio financeiro da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP
processo 04/10659-0). O quarto estudo foi desenvolvido através do programa de Bolsa-
Sanduiche da Capes no laboratério de Psicobiologia da Universidade de Sevilla, Espanha,
sob orientacdo do Prof. Dr. Cosme Salas. Este estudo esta em finalizacdo e nesta tese

serdo apresentados resultados parciais.



SUMARIO

CONTEXTUALIZACAO: SISTEMA HISTAMINERGICO, APRENDIZAGEM E

ESTRESSE ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
ESTUDO | — CLORFENIRAMINA INIBE A APRENDIZAGEM APENAS EM DANIO

RERIO NAO ESTRESSADO ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
REsSuMO ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
INTRODUCAO ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
METODOLOGIA ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
ANALISE ESTATISTICA ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
RESULTADOS ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
DiIsScuUssAO ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.

ESTUDO 11 - BLOQUEIO DO RECEPTOR H, INIBE A APRENDIZAGEM EM
PAULISTINHAS SUBMETIDOS AO ESTRESSE ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.

REsSumMO ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
INTRODUCAO ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
METODOLOGIA ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
ANALISE ESTATISTICA ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
RESULTADOS ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
DI1SCUSSAO ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.

ESTUDO Il - L-HISTIDINA FACILITA A APRENDIZAGEM EM PAULISTINHAS

ESTRESSADOS E NAO ESTRESSADOS ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.

REsSumMO ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
INTRODUCAO ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
METODOLOGIA ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
ANALISE ESTATISTICA ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
RESULTADOS ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
DISCUSSAO ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.

ESTUDO IV - PAPEL DO TELENCEFALO MEDIAL NO CONDICIONAMENTO DE
MEDO AO CONTEXTO EM PEIXES DA ESPECIE CARASSIUS AURATUS ERRO!
INDICADOR NAO DEFINIDO.

RESUMO ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
INTRODUCAO ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
METODOS ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
ANALISE ESTATISTICA ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
RESULTADOS ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
DISCUSSAO ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.

CONSIDERACOES FINAIS ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.

REFERENCIAS ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.

ANEXOS - ESTUDO | ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.

ANEXOS - ESTUDO 11 ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.

ANEXOS - ESTUDO Il ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.




ANEXOS - ESTUDO IV ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.




Contextualizagcéo: Sistema Histaminérgico, Aprendizagem e
Estresse

A aprendizagem e a memoria sdo meios importantes pelos quais o ambiente
exerce influéncia no comportamento animal. A aprendizagem ¢ o processo através do
qual os conhecimentos sdo adquiridos, enquanto a memoria é o processo pelo qual o
conhecimento ¢ codificado, armazenado e posteriormente resgatado (KANDEL, 1995).

As alteragdes comportamentais decorrentes da aprendizagem e memoria se dao
através da plasticidade neural. Kandel e colaboradores (1995) definiram a plasticidade
como sendo alteracdes na transmissdo sinaptica, em curtos ou longos periodos de
tempo, estimuladas pela atividade neural envolvida nos processos de aprendizagem.

De modo geral, os mecanismos cerebrais da memoria e aprendizagem estiao
também associados aos processos neurais responsaveis pela ateng¢do, percepcao,
motivagdo ¢ outros processos neuropsicologicos, de forma que perturbagdes em
qualquer um destes podem afetar a aprendizagem e a meméria (BRANDAO, 1995). O
estresse ¢ um fator que pode interferir na aprendizagem e memoria. Por exemplo, peixes
submetidos a estresse decorrente de isolamento social apresentaram déficit de
aprendizagem (LAUDIEN, 1986).

O estresse ¢ caracterizado por alteragdes bioquimicas, comportamentais e
fisiologicas tipicas, que sdo emitidas em resposta a situagdes que ameacam a
homeostasia do organismo. Uma das primeiras alteracdes fisioldgicas ¢ a hipersecre¢ao
de catecolaminas e glicocorticosterdides (cortisol e corticosterona). Esses hormdnios
sdo responsaveis pela mobilizagdo de energia a ser utilizada no restabelecimento da
homeostasia (CHAROUSOS e GOLD, 1992).

Ha grande interesse na pesquisa sobre as bases neurais da aprendizagem e da

memoria. Sabe-se que existem diferentes regides do encéfalo, e também diferentes



sistemas neurotransmissores envolvidos em tais processos. Um dos sistemas envolvidos
¢ o sistema histaminérgico.

A histamina ¢ uma amina biogénica, presente no cérebro em mastdcitos e
neurdnios e ¢ sintetizada a partir da L-histidina. No sistema nervoso central, a histamina
atua em 3 tipos de receptores, que diferem em localizacdo e resposta celular mediada
(LEURS et al, 1995), sendo os receptores H; e H, pos-sinapticos, e o receptor H; pré-
sinaptico, que controla a sintese e liberacdo de histamina (SCHWARTZ et al., 1991).
Um quarto tipo de receptor histaminérgico foi identificado, o receptor Hy, porém este so6
foi observado em tecidos periféricos de rato (NGUYEN et al., 2001).

Em todos os vertebrados estudados, a organizacdo geral do sistema
histaminérgico ¢ muito semelhante, com os corpos celulares dos neurdnios localizados
no nucleo tubero-mamilar no hipotdlamo posterior, com projecdes a quase todo o
encéfalo e medula (PANULA et al., 1984; WANATABE ct al., 1984).

A caracteristica morfologica do sistema central histaminérgico, com um
compacto grupo de células e uma vasta distribui¢ao de fibras, assemelha-se aos sistemas
de outras aminas biogénicas, como a dopamina e a serotonina, sugerindo que esse
sistema possa atuar como um centro regulatorio da atividade de todo o cérebro (WADA

etal., 1991).

De fato, sabe-se que a histamina esta envolvida na regulacdo de diversas fungdes
fisiolégicas, como o controle cardiovascular (MONTI, 1993), mecanismos
homeostaticos (WADA et al, 1991), ingestdo alimentar (FUJISE et al., 1998),
regulagdo de temperatura (CLARK e LIPTON, 1985) e alteragdes neuroplasticas
associadas com a recuperacdao funcional apés lesdo (WEILER et al., 1990; 1992). A

histamina também estd envolvida em processos cognitivos (PASSANI et al., 2000), tais



como a aprendizagem e memoria, apresentando tanto efeitos facilitadores como
inibidores.

O papel facilitador da histamina nos processos de aprendizagem e memoria foi
observado pela primeira vez quando a administracdo intracerebroventricular de
histamina melhorou o desempenho de ratos em teste de esquiva ativa (DE ALMEIDA e
IZQUIERDO, 1986). Miyazaki e colaboradores (1997; 1995) também observaram que a
administracdo do antagonista Hi, clobempropit, foi capaz de reverter o déficit de
memoria causado pela escopolamina. A aplicacdo de tioperamida, antagonista do
receptor Hj, também melhorou o desempenho de ratos tanto em um paradigma de
esquiva inibitéria (KOMATER et al.,, 2003) como de reconhecimento de lugar
(ORSETTI et al., 2002).

Em peixes da espécie Danio rerio, a administracdo de o-fluorometilhistidina,
um inibidor da histidina descarboxilase que causa a diminuicdo de histamina cerebral,
teve efeito prejudicial para a consolidagao de memoria de longa duragao (PEITSARO et
al., 2003).

No entanto, também sdao encontrados na literatura dados que indicam efeito
inibidor da histamina para os processos de aprendizagem ¢ memoria.

Foi observado que a administracdo intracerebroventricular de antagonistas do
receptor Hj, pirilamina, e do receptor Hj, cimetidina, melhorou a retengao da memoria
em ratos em um teste de esquiva inibitoria, enquanto a administragcdo de histamina
prejudicou a retengdo da memoria (EIDI et al., 2003).

A histamina também estd relacionada com o estresse. A maior densidade de
fibras histaminérgicas ¢ encontrada no hipotalamo, onde a histamina esta envolvida na
regulacao de fungdes autonomicas e neuroenddcrinas (BROWN et al., 2001), inclusive

da ativacao do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenocortical. Foi sugerido que a histamina



esteja envolvida na mediagdo da ativagdo deste eixo no estresse induzido, uma vez que
foi observada a inibi¢do da secre¢do de ACTH em resposta ao estresse induzido por
hipoglicemia, tanto pela diminuicdo da sintese histaminérgica apds a administragdo o.-
fluorometilhistidina como pela administracdo de agonistas do receptor Hs e antagonistas
dos receptores H; e H, (KJAER et al., 1993).

Os peixes da espécie Danio rerio pertencem a classe dos teledsteos, peixes com
esqueleto 6sseo. Esta espécie ¢ utilizada em estudos de diferentes areas, sobretudo em
estudos genéticos, devido ao seu rapido ciclo de vida, facil manuseio e manipulagdo
genética (GUO, 2004). Recentemente, esses animais passaram a ser utilizados também
em estudos comportamentais (PEITSARO et al., 2003; ENGESZER et al., 2004).

Os peixes sdo particularmente interessantes para o estudo da aprendizagem e
memoria, pois além de possuirem amplo repertério comportamental, apresentam um
sistema nervoso central mais elementar quando comparado ao de mamiferos, com
menor numero de vias envolvidas em um mesmo processo, o que pode facilitar o
entendimento do mesmo.

A resposta ao estresse em peixes teledsteos apresenta similaridades aquelas dos
vertebrados terrestres, inclusive na funcao, envolvendo a estimulagdo de consumo e
transferéncia de oxigénio, mobilizacdo de substratos energéticos, diminui¢do do uso da
energia para o crescimento e a reproducdo e principalmente efeitos supressivos de
fungdes imunes (BONGA, 1997). Os peixes respondem aos estressores com a liberagao
de hormonios como catecolaminas e cortisol € ambos aumentam a producao de glicose
em peixes (VIJAYAN et al., 1997). Deste modo, podemos utilizar indices plasmaticos
de glicose como indicativos de estresse nestes animais (MARCONDES, 2002).

Com relagao ao sistema histaminérgico, foi observada grande semelhanga entre

esse sistema de peixes, répteis e mamiferos, o que indica que ele foi conservado nos



vertebrados durante a evolucao (INAGAKI et al., 1991; KASLIN e PANULA, 2001). O
fato de os peixes da espécie Danio rerio nao apresentarem histamina periférica
(ERIKSSON, 1998) e a auséncia de uma variagdo circadiana evidente dos niveis de
histamina cerebral (PEITSARO et al., 2003) tornam esta espécie particularmente
interessante para o estudo desse sistema. Em adigdo, teledsteos apresentam uma tunica
via histaminérgica ascendente ao telencéfalo (EKSTROM et al., 1995).

Consideravel atengao estd voltada hoje para a importancia da histamina sobre os
processos de aprendizagem e memoria, no entanto, os estudos realizados até o presente
momento ainda mostram resultados contraditorios. Segundo Blandina e colaboradores
(2004) o efeito facilitador ou inibidor da histamina nos processos de aprendizagem e
memoria pode estar relacionado, entre outros fatores, a estrutura cerebral envolvida e a
natureza da tarefa realizada. Assim, a anélise dos efeitos da ablacdo em teledsteos pode
contribuir para o entendimento das fung¢des da histamina na aprendizagem e memdria.

Com base no exposto, o presente trabalho teve por objetivo verificar o
envolvimento do sistema histaminérgico nos processos de aprendizagem e estresse em
Danio rerio, e verificar o envolvimento do telencéfalo de peixes na aprendizagem
emocional de Carassius auratus. Para isso, foram realizados 4 estudos. Nos 3 primeiros,
foi realizado o bloqueio dos receptores histaminérgicos com o antagonista do receptor
H;, a clorfeniramina, do receptor H,, a zolantidina e do receptor Hs, tioperamida, bem
como a estimulacdo dos mesmos através da L-histidina, a fim de avaliar o papel da
histamina na aprendizagem de paulistinhas.

Uma vez que ja foi observado que o confinamento de peixes teledsteos ¢ capaz
de gerar déficits de aprendizagem e elevar o nivel de glicose plasmatica

(MARCONDES, 2002), também utilizamos o confinamento como estressor para peixes



da espécie Danio rerio de modo a verificar o papel do sistema histaminérgico no
estresse.

O quarto estudo deste trabalho, desenvolvido no laboratério de Psicobiologia da
Universidade de Sevilha com o apoio do programa de Bolsa Doutorado-Sanduiche
CAPES, visou estudar o efeito de lesdes telencefalicas em peixes da espécie Carassius
auratus em um modelo de medo ao contexto. Estudos e dados relativos aos estudos

estdo apresentados a seguir.



ESTUDO | — Clorfeniramina inibe a aprendizagem apenas em
Danio rerio ndo estressado

Resumo

O sistema neurotransmissor histaminérgico ¢ um dos maiores sistemas
aminérgicos ¢ estd envolvido na aprendizagem, memoria e estresse através dos
receptores H;, H, e H;. O objetivo deste estudo foi testar a eficiéncia de um modelo
experimental para o estudo da aprendizagem, memoria e estresse para paulistinhas, e
utiliza-lo para verificar o envolvimento do receptor receptor H; em tais fungdes. O
experimento foi realizado em 5 dias consecutivos (T1, T2, T3, T4 e TS5), sob duas
condi¢des experimentais: na presenca € na auséncia de estresse. Nos treinos, os animais
deveriam associar a interrupg¢do no fornecimento de ar com a oferta de comida. Uma
vez que um grupo controle foi capaz de associar estes eventos, este modelo foi utilizado
para o estudo do envolvimento do receptor H;, na aprendizagem de paulistinhas
estressados e ndo-estressados. Os peixes ndo-estressados receberam injegdo
intreperitoneal de clorfeniramina nas doses de 1 ou 8 mg/kg, ou salina apds as sessoes
de treino. Animais estressados receberam as drogas e entdo eram submetidos a uma
sessao de estresse de confinamento de 1 hora de duragdo antes de serem submetidos ao
procedimento de aprendizagem. O tempo de aproximacdo ao comedouro foi medido
(em segundos) e considerado como indicativo de aprendizagem. Animais tratados com
clorfeniramina em ambas as apresentaram atraso de aprendizagem. Animais estressados
tratados com salina aprenderam a tarefa apesar do estresse, entretanto, inibicdo da
aprendizagem foi observada. A clorfeniramina ndo afetou a aprendizagem de animais
estressados. Andlise de concentracdo de glicose sanguinea foi realizada a fim de
observar uma possivel resposta ao estresse de confinamento. Esta analise indicou que o
confinamento causou um aumento da concentracdo de glicose sanguinea € que o
tratamento com clorfeniramina ndo teve efeito sobre aumento de glicose causado pelo
estresse. Estes resultados indicam um envolvimento do sistema histaminérgico através
do receptor H; na aprendizagem de Danio rerio nao estressado.



Introducéo

A exposicao a condigdes hostis (estressores) da inicio a respostas organizadas
que aumentam a probabilidade de sobrevivéncia. Estas respostas sdo compostas por
alteracdes do comportamento, fun¢do autondmica e a secre¢cdo de multiplos hormdnios
(CARRASCO e VAN DE KAR, 2003). Uma das primeiras alteragdes fisiologicas ¢ a
hipersecrecdo de catecolaminas e glicocorticosterdides (cortisol e corticosterona).
Outras alteragdes fisiologicas decorrentes do estresse sdo a mobilizacdao de energia para
a manutenc¢do da func¢do cerebral e muscular, aumento da taxa de perfusdo cerebral e da
utilizacdo de glicose cerebral local e direcionamento da atencdo para a ameaga
(CARRASCO e VAN DE KAR, 2003). Em mamiferos estas alteracdes ja estdo bem
descritas e se ddo através da ativacdo do eixo hipotdlamo- pituitaria- adrenal, enquanto
em peixes, os corticoesterdides, principalmente o cortisol sdo liberados pelas células
intra-renais (MOREIRA e VOLPATO, 2004).

Apesar da importancia das respostas ao estresse durante eventos aversivos, a
exposi¢do prolongada a glicocorticoides ou ao estresse pode ter efeitos deletérios, como
o desenvolvimento de hipertensdo e diabetes insulino-dependente (SAPOLSKY et al.,
2000). Também pode haver prejuizos de aspectos da cognicdo dependente do
hipocampo, tais como a memoria explicita (em humanos e ratos), tanto na fase de
consolidagao como na evocagao da informacao (SAPOLSKY, 2003).

A histamina ¢ uma amina biogénica, presente no encéfalo em mastdcitos e
neurdnios e € sintetizada a partir da L-histidina. No sistema nervoso central, a histamina
atua em 3 tipos de receptores, que diferem em localizacdo e resposta celular mediada
(LEURS et al, 1995), sendo os receptores H; e H, pds-sinapticos, e o receptor Hs pré-

sinaptico, que controla a sintese e liberagdo de histamina (SCHWARTZ et al., 1991).



Um quarto tipo de receptor histaminérgico foi identificado, o receptor Hy, porém este so6
foi observado em tecidos periféricos de rato (NGUYEN et al., 2001).

Em todos os vertebrados estudados, a organizacdo geral do sistema
histaminérgico ¢ muito semelhante, com os corpos celulares dos neurdnios localizados
no nucleo tubero-mamilar no hipotdlamo posterior com projecdes a quase todo o
encéfalo e medula (PANULA et al., 1984; WANATABE et al., 1984).

A caracteristica morfologica do sistema central histaminérgico, com um
compacto grupo de células e uma vasta distribui¢do de fibras, assemelha-se ao sistema
de outras aminas biogénicas, como a dopamina e a serotonina, sugerindo que esse
sistema possa atuar como um centro regulatorio da atividade de todo o cérebro (WADA
etal., 1991).

De fato, sabe-se que a histamina esta envolvida na regulacao de diversas fungdes
fisiolégicas, como o controle cardiovascular (MONTI, 1993), mecanismos
homeostaticos (WADA et al, 1991), ingestdo alimentar (FUJISE et al., 1998),
regulacdo de temperatura (CLARK e LIPTON, 1985) e alteragdes neuroplasticas
associadas com a recuperacao funcional apoés lesdo (WEILER et al., 1990; 1992). A
histamina também estd envolvida em processos cognitivos (PASSANI et al., 2000), tais
como a aprendizagem e memoria, apresentando tanto efeitos facilitadores como
inibidores.

O papel facilitador da histamina nos processos de aprendizagem e memoria foi
observado pela primeira vez quando a administragdo intracerebroventricular de
histamina melhorou o desempenho de ratos em teste de esquiva ativa (DE ALMEIDA e
IZQUIERDO, 1986). Desde entdo, muitos estudos foram realizados com o intuito de
esclarecer o papel do sistema histaminérgico na aprendizagem e memoria, mas os

resultados sao contraditorios.
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A histamina também estd relacionada com o estresse. A maior densidade de
fibras histaminérgicas ¢ encontrada no hipotdlamo, onde a histamina est4 envolvida na
regulagdo de fun¢des autondmicas e neuroenddcrinas (BROWN et al., 2001), inclusive
da ativag@o do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenocortical. Foi sugerido que a histamina
esteja envolvida na mediagdo da ativagdo deste eixo no estresse induzido, uma vez que
foi observada a inibigdo da secre¢do de ACTH em resposta ao estresse induzido por
hipoglicemia, tanto pela diminuicdo da sintese histaminérgica apds a administragdo o.-
fluorometilhistidina como pela administracdo de agonistas do receptor Hs e antagonistas
dos receptores H; e H, (KJAER et al., 1993).

A resposta ao estresse em peixes teledsteos apresenta similaridades aquelas dos
vertebrados terrestres, inclusive na funcao, envolvendo a estimulacdo de consumo e
transferéncia de oxigénio, mobilizacdo de substratos energéticos, diminui¢do do uso da
energia para o crescimento e¢ a reproducdo e principalmente efeitos supressivos de
fungdes imunes (BONGA, 1997). Os peixes respondem aos estressores com a liberagao
de hormonios como catecolaminas e cortisol € ambos aumentam a producao de glicose
em peixes (VIJAYAN et al., 1997). Deste modo, podemos utilizar indices plasmaticos
de glicose como indicativos de estresse nestes animais (MARCONDES, 2002).

O fato dos peixes da espécie Danio rerio ndo apresentarem histamina periférica
(ERIKSSON, 1998) e a auséncia de uma variagdo circadiana evidente dos niveis de
histamina cerebral (PEITSARO et al.,, 2003) tornam esta espécie particularmente
interessante para o estudo desse sistema.

Deste modo, o objetivo do presente estudo foi elaborar um modelo experimental
para o estudo da aprendizagem ¢ memoria e estresse em Danio rerio (paulistinha), e
utilizar este modelo experimental para verificar o papel do receptor H; histaminérgico

nessas fungoes.
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Metodologia

Procedimentos

Neste estudo, foi desenvolvido um modelo experimental de aprendizagem e
memoria para paulistinhas. Os animais foram pesados e colocados individualmente nos
aquarios dois dias antes do inicio do experimento e ndo receberam alimentagdo durante
este periodo. Os animais permaneceram nos aquarios durante todo o periodo de
experimento.

O experimento foi realizado em cinco dias consecutivos (treino 1, 2, 3, 4 ¢ 5),
em duas condi¢des experimentais distintas: na presenca e na auséncia de estresse. Na
primeira condi¢do experimental, a bomba de ar era desligada e apds 30 segundos a
comida era oferecida no comedouro. Animais que ndo comeram no primeiro treino
foram excluidos (15 peixes). O tempo que o peixe levava para entrar na area de
alimentag@o apds o momento em que o fornecimento de ar era desligado foi registrado
em segundos e considerado como indicativo de aprendizagem. Uma vez que se
observou que o grupo de animais que ndo recebeu qualquer tipo de tratamento
farmacoldgico (grupo ndo injetado, n=15) foi capaz de associar o corte no fornecimento
de ar do aqudrio com a oferta de comida, este modelo foi utilizado para verificar o
envolvimento do receptor H; na aprendizagem de peixes paulistinhas submetidos a este
modelo de aprendizagem.

O experimento foi realizado tal como descrito acima, sendo que os animais
recebiam o tratamento farmacoldgico (CPA1: n=13, CPAS: n=15) ou salina (SAL:
n=13) 5 minutos ap6s cada sessdo de treino.

No segunda condi¢do experimental (na presenga de estresse), os animais

recebiam a injec¢do intraperitoneal com uma das doses de clorfeniramina (CPA1: n=20;



12

CPAS8: n=22) ou salina (SAL: n=19) e cinco minutos ap6s eram confinados por uma
hora em uma area correspondente a 8% do total do aquario, que era delimitada por uma
barreira plastica. Uma hora apds o confinamento, os animais eram submetidos ao
procedimento de treino tal como descrito acima.

Foi realizada uma andlise sanguinea de animais submetidos ao procedimento de
estresse a fim de se verificar eficacia do confinemento como estressor e possiveis
efeitos das drogas sobre a resposta ao estresse. Os animais foram decapitados e o sangue
foi coletado em tiras de analise da glicose sanguinea Accu-Check Advantage II. A
leitura da concentracao sanguinea de glicose foi realizada utilizando-se o monitor Accu-
Check Advantage (Roche Diagnostics, Alemanha).

Esta foi realizada apds o treino no primeiro (SAL: n=10; CPA1l: n=9; CPAS:
n=10) e quinto dia de confinamento (SAL: n=13; CPA1: n=8; CPAS8: n=10). Também
foi realizada andlise da glicose sanguinea de animais ndo estressados e ndo injetados
(CON: grupo controle) no primeiro (n=6) e quinto dia (n=7) de experimento e utilizada

como controle.

Animais

Foram utilizados cento e dezessete paulistinhas de sexo e idade desconhecidos.
Um intervalo minimo de uma semana de aclimatizacdo foi respeitado entre a compra
dos peixes e inicio do experimento. Neste periodo, os animais foram colocados em
aquarios de 30L (30 animais por aquério), a 18-22°C com aeragdo e filtragem
constantes, ciclo natural de luz e alimentados cinco vezes por semana com comida em
flocos (Wardly Corporation, NJ, USA). Os animais foram selecionados aleatoriamente

para os diferentes grupos experimentais.
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Os experimentos realizados neste trabalho estdo de acordo com as normas da
Sociedade Brasileira de Neurociéncia Comportamento (SBNeC), baseadas no Guia de
cuidados ¢ uso de animais de laboratorio do US National Institutes of Health (US

National Institutes of Health guidelines for the care and use of laboratory animais).

Aquario experimental

Os aquarios usados este experimento possuiam 25 cm de comprimento, 11,5 cm
de largura e 15 cm de altura e a dgua era constantemente aecrada (Figura 1). A seis
centimetros de um dos lados do aquario uma barreira pléstica transparente foi fixada,
limitando a area de alimentagdo. Dentro desta area havia um cilindro pléstico (2,5cm de
diametro e 5cm de altura) transparente, onde a comida (ragdo flutuante) era oferecida
durante os experimentos. Este cilindro ficava fixado em uma das laterais do aquario,
sendo que sua extremidade inferior permanecia submersa meio centimetro abaixo do

nivel da 4gua.

Figura 1. Aquério experimental. A: comedouro; B: barreira, C: area de alimentagéo.
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Drogas

A droga utilizada em ambos os experimentos deste trabalho foi a clorfeniramina
dissolvida em solugdo salina nas concentragdoes de 0.5 ¢ 4 mg/ml (CPA1 ¢ CPAS)
(Sigma, USA). A droga foi administrada em um volume de injecdo de 2 ml/kg de peso
corporal, utilizando-se uma seringa de 10 ul (Hamilton, modelo 7105KH). O animal era
capturado e imobilizado utilizando-se uma rede de captura de peixes, retirado da agua e
a droga injetada intraperitonealmente.

Solugdo salina foi utilizada como controle. A droga em ambas as concentragdes
e o controle foram colocadas em tubos eppendorf codificados em refrigeracao. O

experimentador desconhecia a codificagdo no momento dos testes.

Analise estatistica

Todos os resultados estdo expressos em média + erro padrao da média (E.P.M).
Dados com varidancia homogénea e aderentes a curva normal foram analisados
utilizando-se o teste de Analise de Variancia de duas vias (Anova), seguido do teste de
comparacgoes multiplas de Student Newman Keuls. Dados que ndo obedeciam a estes
critérios foram analisados utilizando-se o teste ndo paramétrico de Friedman. P<0,05 foi

considerado como sendo estatisticamente significante.

Resultados

As laténcias de entrada na 4rea de alimentagdo nos 5 dias de treino dos animais
ndo estressados estdo representados na Figura 2. Animais ndo injetados apresentaram

diminui¢do da laténcia de entrada na 4rea de alimentacdo, com diferenca



15

estatisticamente significativa a partir de T2 com relagdo a T1. Animais que receberam
salina apresentaram diminui¢do estatisticamente significativa a partir de T3 em relagdo
a T1. J4 os animais tratados com CPA na dose de 1 mg/kg e 8 mg/kg apresentaram um
prejuizo da aprendizagem, uma vez que se observou diminuicdo significativa somente
em T4 e TS em relagdo a T1, respectivamente (Anova de duas vias, fator dias: F=31.20,
GL=4, P<0.0001; fator drogas: F=1,52, GL= 3, P=0,21; interacdo entre fatores: F= 1,23,

Gl=12, P=0,2644; Student Newman Keuls P<0.05).
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Figura 2. Média (zE.P.M.) das laténcias de entrada na area de alimentaciio dos animais néo injetados (NI), dos
animais tratados com salina (SAL), clorfeniramina na dose de 1mg/kg (CPA1) e 8 mg/kg (CPAS) apés os cinco
dias de treino (T1, T2, T3, T4 e TS). Anova de duas vias, fator dias, F=31,20, DF=4, P<0,0001; fator drogas,
F=1,52, DF=3, P=0,21; interacdo entre fatores: F= 1,23, GI=12, P=0,2644; Student Newman Keuls P<0.05. *
Indica diferenca estatisticamente significativa em rela¢cdo a T1 do mesmo grupo.

Laténcias de entrada na area de alimentagdo dos animais submetidos ao estresse
de confinamento estdo representados na Figura 3. O teste de Friedman indicou que os
animais submetidos ao procedimento de estresse tratados com salina (Friedman,
P=0,0002, DF=4, x2:21,83 16), CPA na dose de 1 (Friedman, P=0,0177, DF=4,
x2=1 1,95) e na dose de 8 mg/kg (Friedman, P=0,016, DF=4, x2=17,4727), foram

capazes de aprender apesar do procedimento de estresse.
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Figura 3. Média (£E.P.M.) das laténcias de entrada na drea de alimentacio dos animais submetidos ao
procedimento de estresse nos S dias de treino (T1, T2, T3, T4 e TS). 3A. Animais tratados com salina (n= 19,
Friedman, P=0,0002, DF=4, x2=21,8316). 3B. Animais tratados com clorfeniramina na dose de 1mg/kg
(Friedman, P=0,0177, DF=4, ’=11,95). 3C. Animais tratados com clorfeniramina na dose de 8 mg/kg
(Friedman, P=0,016, DF=4, *=17,4727).
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Efeito do estresse na glicose sanguinea

O teste Anova de duas vias indicou diferenca entre os tratamentos (P=0,0025,
DF=6, F=3,95162), dias de tratamento (P=0,0024, DF=1, F=9,99836) ¢ interagdo entre
fatores (P<0,01, DF=6, F=7,27104) (Figura 4). O teste de Student Newman Keuls
indicou que os animais submetidos ao procedimento de estresse e tratados com salina
apresentaram maior nivel de glicose sanguinea comparado aos animais controle que nao
foram submetidos ao estresse e ndo receberam tratamento farmacologico. Animais
tratados com ambas as doses de clorfeniramina apresentaram nivel de glicose similar

aos animais tratados com salina, no primeiro e no quinto dia de teste.
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Figura 4. Média (£E.P.M.) da glicose sanguinea dos animais submetidos a uma (dia 1) ou 5 sessées de
confinamento (dia 5) e pré-tratados com salina (SAL), clorfeniramina na dose de 1 mg/kg (CPA1) ou 8 mg/kg
(CPAS8). Também foi realizada a analise de um grupo de animais ndo injetado e ndo estressado para servir
como controle (CON), apés 1 e cinco dias de permanéncia no aquario experimental. Anova de duas vias, fator
dias, P=0,0025, DF=6, F=3,95162, Student Newman Keuls, p<0,05. * indica diferenca significativa em relacio
ao grupo controle referente ao mesmo dia de analise.
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Discussao

No primeiro experimento deste trabalho, foi observado que os animais foram
capazes de associar o fornecimento de comida com o desligamento da bomba de ar. Este
modelo foi inicialmente utilizado para o estudo da aprendizagem em tildpia do Nilo
(MARCONDES, 2002) e se mostrou util também para o estudo da aprendizagem em
paulistinha.

Este modelo apresenta algumas vantagens. Os procedimentos sdo realizados em
cinco dias consecutivos e durante este periodo os animais permanecem nho proprio
aquario experimental, reduzindo consideravelmente a manipulagdo dos mesmos e
diminuindo um possivel fator de estresse.

Nos resultados observamos um leve prejuizo da aprendizagem dos animais
tratados com salina em comparacdo aos animais ndo injetados. Esta inibi¢do da
aprendizagem pode ser decorrente do estresse do procedimento de injecdo. O tratamento
com clorfeniramina em ambas as doses também retardou a aprendizagem, indicando
uma ag¢ao facilitadora da histamina através do receptor H;.

A clorfeniramina também inibiu a aprendizagem de peixes dourados em
diferentes modelos experimentais (FAGANELLO e MATTIOLI, 2007). Este e outros
antagonistas do receptor H; também bloquearam a memoria de trabalho e a memoria de
referéncia em ratos (MASUOKA e KAMEIL 2007; MASUOKA et al., 2007).
Camundongos “knockout” do gene do receptor H; apresentaram pior desempenho que
animais sem a mutacdo em tarefa de aprendizagem espacial e na tarefa de
reconhecimento de objeto (YANALI et al., 2008).

No entanto, um efeito facilitador desta droga também foi observado em peixes
dourados, em um modelo de aprendizagem apetitiva e de esquiva inibitoria

(MEDALHA e MATTIOLI, 2007; COFIEL e MATTIOLI, 2006). Em ratos, a injecao
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pos-treino de clorfeniramina na regido do nucleo basal magnocelular, facilitou a
aquisicdo de esquiva (PRIVOU et al, 1999) e a infusdo da mesma droga
intraventricularmente facilitou a aprendizagem no labirinto aquatico (HASENOHRL et
al., 1999).

Uma vez que nos artigos citados acima foram utilizados diferentes modelos
experimentais para se estudar o efeito da clorfeniramina na aprendizagem em diferentes
espécies, as diferencas metodologicas podem ser responsaveis pelos resultados
discrepantes. Em adicdo a isso, Yanai e colaboradores (2008) propuseram que a atuagao
da histamina se dé de maneira estado dependente, e isso levaria a observacao dos efeitos
facilitadores e inibidores observados desta droga.

No segundo experimento, a clorfeniramina nao teve efeito sobre a aprendizagem
de animais submetidos ao estresse, apesar de ter inibido a aprendizagem de animais nao-
estressados. Este achado est4 de acordo com a hipdtese de Yanai e colaboradores (2008)
de que a histamina atua sobre a aprendizagem de maneira estado-dependente.

A analise da glicose plasmatica confirmou o confinamento como fator de
estresse para os animais, mostrando aumento da concentragdo da glicose sanguinea dos
animais estressados em comparagdo aos ndo estressados. O tratamento com
clorfeniramina ndo alterou o nivel de glicose sanguinea, indicando que o receptor H;
ndo esta envolvido com as respostas fisiologicas ao estresse em paulistinha. No entanto,
alguns artigos ja indicaram o envolvimento do sistema histaminérgico neste tipo de
resposta. A diminuicdo da histamina cerebral teve efeito ansiolitico em zebrafish
(PEITSARO et al., 2003). Camundongos “knockout” com mutagdo do receptor H;
apresentaram atenuacdo das anormalidades comportamentais induzidas pelo estresse
decorrente do isolamento social, como diminui¢do na locomog¢do e prejuizo na

aprendizagem e memoria (DAI et al., 2005). Assim, novos estudos devem ser realizados
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a fim de se verificar o envolvimento do receptor H; nos processos de estresse em
paulistinha.

Os resultados deste trabalho indicam um efeito facilitador da histamina nos
processos de aprendizagem e memoria de paulistinha, através de receptores H;. No
entanto, esse receptor parece nao estar envolvido nos processos de aprendizagem em
situacdes de estresse. Nossos resultados também indicam uma possivel acdo da

histamina de maneira estado-dependente.
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ESTUDO Il - Blogueio do receptor H, inibe a aprendizagem em
paulistinhas submetidos ao estresse.

Resumo

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a aprendizagem e o impacto do
estresse sobre a aprendizagem de paulistinhas. O experimento foi realizado em 5 dias
consecutivos (T1, T2, T3, T4 e T5), sob duas condi¢des experimentais: na presenga e na
auséncia de estresse. Nos treinos, os animais deveriam associar a interrup¢do no
fornecimento de ar com a oferta de comida. Os peixes ndo-estressados receberam
injecdo intreperitoneal de zolantidina na dose de 20 mg/kg, ou salina apos as sessdes de
treino. Animais estressados receberam a droga ou salina e entdo eram submetidos a uma
sessao de estresse de confinamento de 1 hora de duracao ¢ entdo eram submetidos ao
procedimento de aprendizagem.Tempo de aproximacdo ao comedouro foi medido (em
segundos) e foi considerado como indicativo de aprendizagem. Diminuicdo nas
laténcias de entrada foram observadas nos animais nao estressados tratados com salina.
Animais estressados tratados com salina aprenderam a tarefa apesar do procedimento de
estresse. Zolantidina inibiu a aprendizagem de animais estressados, no entanto ndo foi
observado efeito desta droga sobre os animais ndo estressados. Estes resultados indicam
envolvimento do receptor H, nos processos de aprendizagem e memoria em paulistinhas
estressados.
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Introducao

A exposi¢do a condigdes hostis resulta em uma série de respostas coordenadas
organizadas para aumentar a probabilidade de sobrevivéncia. Estas respostas
coordenadas, comumente chamadas de ‘‘respostas ao estresse’’, sdo compostas por
alteracdes no comportamento, funcdo autonomica e secre¢do de diferentes hormdnios
(VAN DE KAR e BLAIR, 1999).

As respostas ao estresse em peixes teledsteos apresentam caracteristicas
semelhantes aquelas dos vertebrados terrestres. Estas similaridades dizem respeito a: 1-
os principais mensageiros dos eixos cérebro-simpatico-células cromafin (equivalente ao
eixo cérebro-simpatico-medula adrenal) e cérebro-pituitdria-interrenal (equivalente ao
eixo cérebro-pituitdria-adrenal); bem como: 2- outras fungdes, envolvendo estimulagdo
do consumo e transferéncia de oxigénio, mobilizagdo de substratos energéticos,
diminui¢do do uso de energia para crescimento e reproducdo, e principalmente efeitos
supressivos em fungdes imunes (para revisao, ver BONGA, 1997).

A histamina estd envolvida em diferentes mecanismos regulatorios cerebrais,
como a regulagdo de fungdes corporais basicas, incluindo o ciclo sono-vigilia,
homeostasia endocrina e energética, plasticidade e aprendizagem (HASS e PANULA,
2003; BROWN et al., 2001).

Evidéncias também implicam o envolvimento deste sistema neurotransmissor
nos processos de estresse. Miklos e Kovacs (2003) observaram que o corpo de células
histaminérgicas localizadas no hipotalamo respondem de modo especifico a estressores,
contribuindo para as respostas autondmicas e comportamentais a diferentes desafios.
Em adicao, foi sugerido que a histamina atua como um mediador central da ativagdo do

eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal induzida pelo estresse (KJAER et al., 1994).
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O sistema histaminérgico em Danio rerio (paulistinha) se assemelha ao de
outros vertebrados (KASLIN e PANULA, 2001; ERIKSSON et al., 1998) e sitios de
ligagdo para os ligantes de H, e H; foram identificados no cérebro de paulistinha em
areas correspondentes a de mamiferos (PEITSARO et al., 2007). O paulistinha ¢ um
modelo excepcionalmente adequado para os estudos de fungdes deste sistema
neurotransmissor, uma vez que histamina nao-neuronal ¢ indetectdvel nesta espécie
(ERIKSSON et al., 1998).

Apesar de estudos terem sido conduzidos com o objetivo de avaliar o efeito do
estresse ¢ aprendizagem em teledsteos, para o nosso conhecimento, até o presente
momento, um estudo envolvendo o sistema histaminérgico (particularmente o receptor
H,), estresse e aprendizagem em paulistinha ndo foi realizado. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito do tratamento com o antagonista H, zolantidina na
aprendizagem de animais submetidos e ndo submetidos ao estresse de confinamento na
aprendizagem do teledsteo paulistinha. Também foi observado o efeito desta droga

sobre o nivel de glicose sanguinea.

Metodologia

Procedimentos

O experimento foi realizado em cinco dias consecutivos (treino 1, 2, 3,4 ¢ 5) de
duracdo e sob duas condi¢des experimentais distintas: na presenca e na auséncia de
estresse. Na primeira condicdo, a bomba de ar era desligada e apds 30 segundos a
comida era oferecida no comedouro. Animais que ndo comeram no primeiro treino
foram excluidos (15 animais). O tempo que o peixe levava para entrar na area de

alimentagdo apds o momento em que o fornecimento de ar era desligado foi registrado



24

em segundos e considerado como indicativo de aprendizagem. Os animais receberam
zolantidina ou salina 5 minutos ap6s cada sessdo de treino.

No segunda condi¢do experimental (sob estresse), os animais recebiam a injegao
intraperitoneal de zolantidina ou salina e cinco minutos ap6s eram confinados por uma
hora em uma area correspondente a 8% do total do aquéario, delimitada por uma barreia
plastica. Uma hora apos o confinamento, os animais eram submetidos ao procedimento

de treino tal como descrito acima. Os grupos experimentais estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Descri¢do dos grupos experimentais.

Condicao Experimental N Droga Dose Peso
Estresse ausente 16 Salina - 0.45+0.02
Estresse ausente 19 Zolantidina 20 mg/kg  0.55+0.02
Estresse presente 18 Salina - 0.49+0.03
Estresse presente 21 Zolantidina 20 mg/kg  0.5440.02

Grupos experimentais, experimento, nimero de animais por grupos, droga e doses
utilizadas, peso (média£E.P.M) dos animais nos diferentes grupos.

Foi realizada uma analise sanguinea de animais submetidos ao procedimento de
estresse a fim de se verificar eficacia do confinemento como estressor e possiveis
efeitos das drogas sobre a resposta ao estresse. Os animais foram decapitados e o sangue
foi coletado em tiras de analise da glicose sanguinea Accu-Check Advantage II. A
leitura da concentracdo sanguinea de glicose foi realizada utilizando-se o monitor Accu-
Check Advantage (Roche Diagnostics, Alemanha). Animais submetidos a analise de

glicose foram distribuidos nos grupos experimentais descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Descri¢ao dos grupos de analise da glicose sanguinea.

Estresse de Droga Dose Di?’l fie
Confinamento analise
Nao - - Dia 1 6
Sim Salina - Dia 1 10
Sim Zolantidina 20 mg/kg Dia 1 8
Nao - - Dia 5 7
Sim Salina - Dia 5 13
Sim Zolantidina 20 mg/kg Dia 5 8
Animais

Oitenta e sete paulistinhas de sexo indeterminado foram utilizados. O intervalo
minimo de uma semana de aclimatizacdo foi permitido entre a compra dos peixes e
inicio dos experimentos. Os animais foram colocados em aquarios de 30 L (30 animais
por aquario), temperatura da agua entre 18-22°C com filtragem e aeragdo constante,
ciclo natural de luz e alimentados cinco vezes por semana com ra¢ao em flocos (Wardly
Corporation, NJ, USA).

Os experimentos realizados neste trabalho estdo de acordo com as normas da
Sociedade Brasileira de Neurociéncia Comportamento (SBNeC), baseadas no Guia de
cuidados e uso de animais de laboratério do US National Institutes of Health (US

National Institutes of Health guidelines for the care and use of laboratory animais).

Aquario experimental

Os aquarios utilizados neste experimento possuiam 25 cm de comprimento, 11,5

cm de largura e 15 cm de altura e a 4gua recebia aera¢do constante. A seis centimetros

de um dos lados do aquério havia uma barreira pléstica transparente, delimitando a area
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de alimentagdo. Dentro desta area havia um cilindro plastico transparente, onde a

comida era oferecida durante os experimentos.

Drogas

A droga usada em ambos os experimentos deste trabalho foi o antagonista do
receptor H, zolantidina (ZOL) (Sigma, USA) dissolvida em solu¢do salina na
concentragdo de 10 mg/ml. A droga foi administrada intraperitonealmente em um
volume de inje¢ao de 2 ml/kg de peso corporal. Esta dose foi escolhida com base em
experimento prévio deste laboratorio (COFIEL e MATTIOLI, 2006).

Solugdo salina foi utilizada como controle. Droga e controle foram colocados em
recipientes codificados sob refrigeragdo. O codigo ndo era conhecido pelo
experimentador no momento dos testes.

A administragdo da droga foi realizada intraperitonealmente, utilizando-se uma

seringa de 5 pl (Hamilton, model 7105KH).

Analise estatistica

Todos os resultados descritos estdo apresentados como médiaterro padrao da
média (E.P.M.). Teste de Levene indicou que dados de ambos os experimentos nao
apresentavam homogeneidade e, portanto, a analise foi feita utilizando-se o teste ndo
paramétrico de Friedman. P<0.05 foi considerado estatisticamente significativo. Uma
vez que os dados do experimento de analise de glicose eram homogéneos, o teste
paramétrico Anova de duas vias, seguido do teste de comparagdes multiplas de Student

Newman Keuls foi utilizado.
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Os animais tratados apos o treino com salina (SAL, Figura 5A) e zolantidina

(ZOL, figura 5B) apresentaram uma diminuicao significativa das laténcias de entrada na

area de alimentacdo (SAL: Friedman, P<0,0001, DF=4, X2=27,23; ZOL: Friedman,

P=0,0314, DF=4, y*=10.,6).
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Figura 5. Média (= E.P.M) das laténcias de entrada na area de alimentaciio de animaisnio estressados tratados
com salina (SAL, 5A; P<0,0001, DF=4, x2=27,23) ou zolantidina (ZOL, 5B, Friedman; P=0,0314, DF=4,

x2=10,6) antes do treino nos 5 dias de experimento (T1, T2, T3, T4 e T5).
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Os animais submetidos ao procedimento de estresse tratados com salina
(Friedman, P=0,0002, DF=4, x2=22,21 11), apresentaram uma diminui¢ao nas laténcias
de entrada na area de alimentagdo (figura 6A). Os animais que receberam zolantidina
ndo apresentaram uma diminui¢do nas laténcias de entrada na area de alimentagdo
(Friedman, P=0,7533, DF=4, %°=1,9048) (figura 6B), indicando inibicdo da

aprendizagem.
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Figura 6. Média (+ E.P.M) das laténcias de entrada na area de alimentacio de animais estressados e tratados
com salina (2A, Friedman, P=0,0002, DF=4, x2=22,2111) ou zolantidina 20 mg/kg (2B, Friedman, P=0,7533,
DF=4, ¥2=1,9048) nos 5 dias de treino (T1, T2, T3, T4 e T5).
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O teste Anova de duas vias indicou diferenca na concentracdo de glicose
sanguinea dos animais tratados com salina e zolantidina (P=0,0025, DF=6, F=3,95162),
entre os dias de analise (P=0,0024, DF=1, F=9,99836) ¢ interacdo entre fatores (P<0,01,
DF=6, F=7,27104) (Tabela 3). O teste de Student Newman Keuls indicou que os
animais submetidos ao procedimento de estresse e tratados com salina e tratados com
zolantidina apresentaram concentracao de glicose sanguinea mais elevada no primeiro e
quinto dia de experimento comparado aos animais controle que ndo foram submetidos

ao estresse e ndo receberam tratamento farmacologico.

Tabela 3. Concentragio de glicose

sanguinea.
Grupo Glicose sanguinea
(mg/dl)

Controle - Dia 1 53+3.5
Salina - Dia 1 122,6+11,54%*
Zolantidina - Dia 1 113,13+13.22%*

Controle — Dia 5 524+8.47
Salina - Dia 5 143,38+16,98*

Zolantidina - Dia 5 104,50+8,37*

M¢édia (= E.P.M.) da concentragio de glicose
sanguinea de animais selecionados do experimento
2, submetidos a uma ou cinco sessoes de estresse de
confinemento, tratados com salina ou zolantidina 20
mg/kg. Dados foram analisados utilizando-se o teste
de Anova de duas vias e o teste de comparacdes
multiplas de Student Newman Keuls. * indica
diferenca estatisticamente significativa em relagdo
ao controle do mesmo dia de analise.

Discussao

O sistema histaminérgico tem sido implicado em diferentes fungdes cerebrais,
incluindo a aprendizagem, memoria e resposta ao estresse. Uma vez que o estresse pode
interferir no processo de aprendizagem, o objetivo deste trabalho foi investigar a relagdo

entre ambos 0s processos e o receptor H, histaminérgico em paulistinhas.
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A aprendizagem em paulistinhas foi relatada em diferentes modelos
experimentais (BILOTTA et al., 2005; XU et al., 2007; COLWILL et al., 2005). Os
animais submetidos ao procedimento de aprendizagem que receberam salina e
zolantidina apresentaram diminui¢do das laténcias de entrada na area de alimentagdo,
indicando que os animais foram capazes de aprender a tarefa. Este modelo experimental
jé& foi utilizado em estudos prévios deste laboratorio e se mostrou apropriado para o
estudo do processo de aprendizagem em zebrafish (COFIEL & MATTIOLI,
submetido).

No segundo experimento, os animais foram submetidos ao estresse de
confinamento antes do condicionamento de aprendizagem. Os animais tratados com
salina foram capazes de aprender a tarefa, porém observou-se que as laténcias de
entrada na area de alimentagdo dos animais estressados apresentam certo atraso em
comparag¢do as laténcias dos animais nao-estressados. Trabalho prévio deste laboratorio
também indicou que este procedimento de estresse inibiu a aprendizagem (COFIEL e
MATTIOLI, submetido). Outros trabalhos ja mostraram que diferentes tipos de estresse
sdo capazes de atrasar ou impedir a aprendizagem. Exposicao ao estresse cronico leve
impediu a memoria no teste de reconhecimento de novo objeto em camundongos
(ELIZALDE et al., 2008) e o estresse agudo e cronico teve um efeito deletério na
aprendizagem de reconhecimento em ratos (MELLO et al., 2008). Enquanto o estresse
retardou a aprendizagem nos peixes tratados com salina, em animais tratados com
zolantidina, a aprendizagem foi bloqueada. Este efeito deletério pode indicar um
envolvimento do sistema histaminérgico através deste subtipo de receptor nos processos
de aprendizagem em situagdo de estresse.

Apesar de nossos resultados ndo terem indicado um envolvimento do receptor

H, na aprendizagem em paulistinhas ndo submetidos ao estresse, alguns estudos ja
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mostraram que esse receptor pode exercer um papel importante nos processos de
aprendizagem. Em peixes dourados, o antagonista do receptor H, zolantidina impediu a
aprendizagem de esquiva inibitéria (COFIEL e MATTIOLI, 2006) e a ranitidina, outro
antagonista H,, bloqueou completamente o efeito facilitador na esquiva inibitoria, apos
injecdo de histamina na regido CA1 do hipocampo de ratos (DA SILVA et al., 2006).
Tanto o procedimento de esquiva ativa, como o de esquiva inibitoria envolve certo grau
de estresse para os animais. No presente trabalho, a zolantidina apenas teve efeito na
aprendizagem de animais submetidos ao estresse. Assim, ¢ possivel que este subtipo de
receptor esteja mais relacionado a aprendizagem onde exista algum fator estressor
envolvido.

Apds um evento estressante, um aumento rapido nas catecolaminas plasmaticas
¢ observado, indicando um alarme ndo especifico ou ativacdo da resposta, levando a
uma rapida mobilizagdo dos substratos energéticos e aumento do consumo e
transferéncia de oxigénio. O aumento no cortisol circulante se segue mais lentamente e
de forma mantida, facilitando ou moderando os efeitos das catecolaminas (BONGA,
1997).

Neste trabalho, observamos a concentracdo de glicose sanguinea como um
indicativo do estresse. Esta andlise indicou que uma sessdo de estresse de confinamento
foi capaz de aumentar o nivel de glicose de animais submetidos ao estresse de
confinamento, e, portanto provando a eficiéncia deste procedimento experimental.
Barcellos et al. (1999) observaram que a exposi¢cdo de Tilapia do Nilo a um estresse
agudo resultou no aumento do nivel de glicose plasmatica e a exposi¢dao do peixe a um
estresse cronico aumentou o nivel de cortisol plasmatico.

No presente trabalho, o pré-tratamento com zolantidina nao teve efeito sobre a

concentragdo de glicose plasmatica. Animais que receberam esta droga apresentaram
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aumento da concentragdo de glicose tal como observado nos animais que receberam
salina, indicando que a histamina ndo esta envolvida nas respostas ao estresse através do
receptor H, em paulistinha. No entanto, outros estudos ja mostraram o envolvimento do
sistema histaminérgico através deste receptor na resposta ao estresse.

Miklés e Kovaks (2003) observaram que neurénios histaminérgicos se tornam
ativados durante o estresse de restricdo. Estes autores sugeriram que, através da
proje¢do para o nucleo hipotalamico paraventricular (PVH) e/ou para a eminéncia
média, eles podem contribuir para a ativagdo do eixo hipotdlamo-pituitaria-
adrenocortical (HPA).

Ja foi observado que o bloqueio do receptor H, inibiu o aumento de
corticosterona em resposta ao estresse causado pela histamina e pelos agonistas H, 4-
metilhistamina e dimaprit (BUGAJSKI e GADEK, 1983). O antagonista H, ranitidina
suprimiu o aumento da secre¢do de noradrenalina induzida pelo estresse, enquanto o
antagonista H; triprolidina ndo alterou a resposta secretoria, indicando que os neurdnios
centrais histaminérgicos, através da ativacdo do receptor H,, estejam envolvidos na
resposta secretdria de noradrenalina ao estresse de imobilizacdo (KUZMIN et al., 1999).
Deste modo, novos estudos devem ser feitos a fim de se observar o envolvimento deste
receptor na resposta ao estresse em paulistinha.

Nossos dados confirmam uma acdo facilitatoria da histamina nos processos de
aprendizagem, sugerindo o envolvimento dos receptores H, na aprendizagem de

paulistinha em situacdo de estresse.
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ESTUDO Il - L-histidina facilita a aprendizagem em paulistinhas
estressados e ndo estressados

Resumo

O sistema neuroreceptor histaminérgico ¢ um dos maiores sistemas aminérgicos
exercendo fung¢des neuroldgicas chave como aprendizagem e estresse através dos
receptores H;, H, e Hs. O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do precursor
histaminégico 1-histidina e do antagonista do receptor H; tioperamida nos processos de
aprendizagem de paulistinhas submetidos ou ndo ao estresse de confinamento. O
experimento foi realizado em 5 dias consecutivos (T1, T2, T3, T4 e T5), sob duas
condigdes experimentais: na presenca e na auséncia de estresse. Os animais deveriam
associar a interrup¢ao no fornecimento de ar com a oferta de comida. Os peixes ndo-
estressados receberam injecdo intreperitoneal de l-histidina na dose de 100 mg/kg,
tioperaminda na dose de 10 mg/kg ou salina apds as sessdes de treino. Animais
estressados receberam uma das drogas ou salina e entdo eram submetidos a uma sessao
de estresse de confinamento de 1 hora de duragdo antes de serem submetidos ao
procedimento de aprendizagem. Tempo de aproximacdo ao comedouro foi medido (em
segundos) e foi considerado como indicativo de aprendizagem. Uma diminui¢do no
tempo de entrada na area de alimentacdo foi observado no grupo salina
(T1:141.92+13.57;T3:55+13.54), indicando aprendizagem. Animais estressados tratados
com salina aprenderam a tarefa apesar do estresse, entretanto um atraso da
aprendizagem foi observado (T1:217.5+25.66). A I-histidina facilitou a aprendizagem
em animais estressados (T1:118.68+13.9;T2:45.88+8.2) € nao estressados
(T1:151.11+19.20;T5:62+14.68), enquanto que o tratamento com tioperamida inibiu a
aprendizagem em animais ndo estressados (T1:110.3849.49; T4:58.79+£16.83) e
estressados (T1:167.3£26,39; T5:172.15427.35). Andlise da glucose sanguinea foi
realizada a fim de se observar uma possivel resposta ao estresse de confinemento. A I-
histidina preveniu o aumento de aumento de concentracdo de glicose ap6s uma sessao
de estresse de confinemento (I-histidina:65.88mg/d1+4.50; controle:53mg/dl1+3.50). Em
resumo, os presentes resultados mostraram que o sistema histaminérgico facilita a
aprendizagem e modulam as respostas ao estresse em zebrafish.
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Introducéo

Neuronios histaminérgicos sdo encontrados no hipotdlamo caudal, enviando
axonios que inervam a maior parte do sistema nervoso central. Foi demonstrado que os
vertebrados possuem um sistema histaminérgico bem conservado (PANULA et al.,
1984; AIRAKSINEN et al., 1989; AIRAKSINEN ¢ PANULA, 1990; PANULA et al.,

1984).

Nos peixes da espécie Danio rerio (paulistinhas), todos os neuronios
histaminérgicos entdo concentrados nas proximidades do recesso posterior do
hipotdlamo. A morfologia, armazenamento intracelular, padrdes de distribuicdo e
projecdo cerebrais parecem ser altamente conservados através da evolucdo, ou ao menos

entre teledsteos e mamiferos (KASLIN e PANULA, 2001).

O sistema histaminérgico estd envolvido em diferentes processos fisiologicos e
comportamentais, como ciclo sono-vigilia, controle de apetite, aprendizagem, memoria

e emog¢do (HAAS e PANULA, 2003).

O sistema de estresse coordena as respostas adaptativas do organismo a
estressores de diferentes tipos. A ativagdo do sistema de estresse leva a alteragdes
comportamentais e periféricas que aumentam a capacidade do organismo a ajustar a
homeostasia e aumentar as chances de sobrevivéncia (TSIGOS e CHROUSOS, 2002).
Uma das primeiras alteracdes fisiologicas ¢ a secre¢do de glicocorticoides e
catecolaminas. Estes hormonios sdo responsaveis pela mobilizacdo de energia que sera

utilizada no restabelecimento da homeostasia (CHROUSOS e GOLD, 1992).

A resposta ao estresse em teledsteos apresenta similaridades as dos vertebrados

terrestres, incluindo func¢do, com elevado consumo e transferéncia de oxigénio,
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mobilizagdo de substratos energéticos, diminui¢do do uso de energia para o crescimento
e reproducdo e supressdo de fungdes imunes (BONGA, 1997). Peixes respondem aos
estressores com a liberacdo de glicocorticoides e catecolaminas € com o aumento da
liberagdo de glicose (VIJAYAN et al., 1997), portanto a glicose sanguinea pode ser util

para indicar estresse em peixes.

Diferentes estudos mostraram que a manipulagdo do sistema central
histaminérgico resulta na modificacio do comportamento animal em diferentes
paradigmas de aprendizagem, entretanto os resultados sdo contraditorios (DE

ALMEIDA e IZQUIERDO, 1986; MIYAZAKI et al., 1997; EIDI et al, 2003).

Evidéncias sugerem que existe uma relagdo entre prejuizo de aprendizagem e
estresse. O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do precursor histaminérgico I-
histidina e do antagonista do receptor H; tioperamida no processo de aprendizagem de

paulistinhas submetidos € nao submetidos ao estresse de confinamento.

Os experimentos realizados neste estudo estdo de acordo com as normas da
Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC), baseadas nas
Normas de Uso e Cuidado de Animais de Laboratério do Instituto Nacional de Saude
Norte-Americano (US National Institutes of Health Guidelines for the Care and Use of

Laboratory Animals).

Metodologia

Procedimentos

O experimento foi realizado em cinco dias consecutivos (treino 1, 2, 3, 4 ¢ 5),
um peixe por vez, em duas condi¢cdes experimentais distintas: na presenga € na auséncia

de estresse. Na primeira condi¢do experimental, a bomba de ar era desligada e apos 30
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segundos a comida era oferecida no comedouro. Animais que ndo comeram no primeiro
treino foram excluidos (18 animais). O tempo que o peixe levava para entrar na area de
alimentagdo apds o momento em que o fornecimento de ar era desligado foi registrado
em segundos e considerado como indicativo de aprendizagem. Os animais receberam o
tratamento farmacologico ou salina 5 minutos apds cada sessdo de treino.

No segunda condi¢do experimental (sob estresse), os animais recebiam a inje¢ao
com uma das drogas ou salina e cinco minutos apds eram confinados por uma hora em
uma area correspondente a 8% do total do aquario, delimitada por uma barreia plastica.
Uma hora apo6s o confinamento, os animais eram submetidos ao procedimento de treino
tal como descrito acima. Os animais foram distribuidos em grupos experimentais

descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Descri¢cao dos grupos experimentais.

Experimento N  Droga Dose Peso

1 26  Salina - 0,45+0,03
1 25 LH 100 mg/kg  0,49+0,03
1 24 TIO 10 mg/kg 0,44+0,03
2 18  Salina - 0,54+0,03
2 18 LH 100 mg/kg  0,48+0,05
2 22 TIO 10 mg/kg 0,43+0,03

LH:1-histidina; TIO:tioperamida.

Foi realizada uma andlise sanguinea de animais submetidos ao procedimento de
estresse a fim de se verificar eficacia do confinemento como estressor e possiveis
efeitos das drogas sobre a resposta ao estresse. Os animais foram decapitados e o sangue
foi coletado em tiras de analise da glicose sanguinea Accu-Check Advantage II. A
leitura da concentracdo sanguinea de glicose foi realizada utilizando-se o monitor Accu-
Check Advantage (Roche Diagnostics, Alemanha). Descri¢do dos grupos de animais

submetidos a esta analise se encontra na Tabela 5.
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Table 5. Descrigao dos grupos nos quais a analise de glicose sanguinea foi realizada.

Estresse de Droga Dose Diz} fia
Confinemento analise

Nao - - Dia 1 6

Nao - - Dia 5 7

Sim Salina - Dial 10

Sim Salina - Dia5 13

Sim L-histidina 100 mg/kg Dial 8

Sim L-histidina 100 mg/kg  Dia5 10

Sim Tioperamida 10 mg/kg Dia 1 9

Sim Tioperamida 10 mg/kg Dia5 10

Animais

Cento e trinta e trés paulistinhas de sexo desconhecido foram utilizados. Um
intervalo minimo de uma semana de aclimatizacao foi respeitado entre a compra dos
peixes e inicio do experimento. Os animais foram colocados em aquarios de 30L (30
animais por aquario), a 18-22°C com aera¢do e filtragem constantes, ciclo natural de luz

e alimentados cinco vezes por semana com comida em flocos (Wardly Corporation, NJ,

USA).

Aquario experimental

Os aquarios usados neste experimento possuiam 25 cm de comprimento, 11,5
cm de largura e 15 cm de altura e a 4gua era constantemente aerada. A seis centimetros
de um dos lados do aquério uma barreira pléstica transparente foi fixada, limitando a
area de alimentacdo. Dentro desta area havia um cilindro plastico transparente, onde a

comida era oferecida durante os experimentos.

Drogas
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As drogas utilizadas em ambos os experimentos deste trabalho foram o precursor
histaminérgico I-histidina (LH) dissolvida em solucdo salina na concentragdao de 50
mg/ml e o antagonista do receptor Hs, tioperamida (TIO) (Sigma, USA) dissolvido em
solugdo salina na concentragdio de 5 mg/ml. As drogas foram administradas
intraperitonealmente em um volume de injecdo de 2 ml/kg de peso corporal, utilizando-
se uma seringa de 10 ul (Hamilton, modelo 7105KH). Estas doses foram escolhidas
com base em experimentos prévios (COFIEL e MATTIOLI, 2006; KOMATER et al.,

2005; MATTIOLI et al., 1998).

Salina foi utilizada como controle. Ambas as drogas e veiculo foram colocadas
sob refrigeragdo em tubos eppendorf codificados. O experimentador desconhecia a

codificagao no momento dos testes.

Analise estatistica

Todos os resultados estdo expressos em média +erro padrao da média (EPM).
Dados de ambos os experimentos possuiam distribuicdo ndo homogénea e nao eram
aderentes a curva normal, portanto foram analisados utilizando-se o teste ndo
paramétrico de Friedman seguido do teste de comparagdes multiplas de Dunn, quando
apropriado. Com o intuito de se verificar se o confinamento afetou a aprendizagem dos
animais, uma comparagdo entre as laténcias de entrada na area de aproximagdo dos
animais tratados com salina nos experimentos 1 e 2 foi realizada utilizando o teste de
Mann-Whitney. P<0,05 foi considerado como sendo estatisticamente significante. Uma
vez que os dados da analise da glicose eram homogéneos, estes foram analisados
utilizando-se o teste paramétrico Anova de duas vias seguido pelo teste de comparagdes

multiplas de Student Newman Keuls.
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Resultados

Dados referentes aos animais ndo estressados estdo representados na figura 7.
Animais tratados apos o treino com salina apresentaram uma diminui¢do significativa
das laténcias de entrada na area de aproximagdo apos o terceiro dia (Friedman,
P<0,0001, DF=4, x2=35,752; Dunn, P<0,05). Animais que receberam tioperamida
apresentaram uma diminui¢do significativa das laténcias de entrada apds o dia 4
(Friedman, P<0,0001, DF=4, X2=30,025; Dunn, P<0,05), enquanto o grupo tratado com
l-histidina apresentou uma diminuicdo significativa das laténcias de entrada na area de

alimentagdo apo6s o dia 2 (Friedman, P=<0,0001, DF=4, X2=30,744; Dunn, P<0,05).
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Figura 7. Média (+ E.P.M) das laténcias de entrada na iarea de alimentacido dos animais tratados com salina
(7A, Friedman, P<0,0001, DF=4, y2=35,752), l-histidina (7B, Friedman, P=<0,0001, DF=4, %2=30,744) e
tioperamida (7C, Friedman, P<0,0001, DF=4, 12=30,025) nos 5 dias de treino (T1, T2, T3, T4 e TS). Asteriscos

(*) indicam diferencas estatisticamente significativas em relacio a T1 (Dunn, P < 0.05).
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Dados referentes aos animais submetidos ao estresse de confinamento estdo
representados na figura 8. Animais submetidos ao procedimento de estresse tratados
com salina apresentaram diminui¢do nas laténcias de entrada (Friedman, P=0,0482,
DF=4, ¥’=9,5778), entretanto, o teste de comparag¢des multiplas de Dunn néo indicou
diferencas entre os dias de treino. Animais tratados com I-histidina apresentaram
diminui¢ao significativa das laténcias de aproximagdo, com diferenca estatistica entre os
dias 1 ¢ 5 (Friedman, P=0,0012, DF=4, x2=17,9889; Dunn, P<0,05). Animais que
receberam tioperamida ndo apresentaram diminui¢do na laténcia de entrada na area de
alimenta¢do como observado nos animais tratados com salina e l-histidina (Friedman,

P=0,6172, DF=4, y*=2,6545).
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Figura 8. Média (+ E.P.M) das laténcias de entrada na iarea de alimentacio dos animais tratados com salina
(2A, P=0,0482, DF=4, v’=9,5778), I-histidina (2B, Friedman, P=0,0012, DF=4, y*=17,9889) e tioperamida (3B,
Friedman, P=0,6172, DF=4, x2=2,6545) nos 5 dias de treino (T1, T2, T3, T4 e T5). Dados foram analisados
utilizando-se o teste de Friedman seguido do teste de Dunn quando apropriado. Asteriscos (*) indicam

diferencas estatisticamente significativas em relaciao a T1 (P < 0.05).
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O teste U de Mann-Whitney indicou que os animais do experimento 1
apresentaram laténcia de entrada na area de alimentagdo no primeiro dia de treino (T1:
141,92+13,57) estatisticamente menor que animais submetidos ao estresse no primeiro

dia de treino (T1: 217,5+25,66; Mann-Whitney; P=0,02).

O teste Anova de duas vias indicou diferenca entre os diferentes grupos
(P=0,0083, GL=41, F=4,52), dias de tratamento (P<0,0001, GL=1, F=25,72) ¢ interagdo
entre fatores (P<0,0001, GL=3, F=12,7704). O teste de Student Newman Keuls indicou
que os animais submetidos ao procedimento de estresse e tratados com salina
apresentaram maior nivel de glicose sanguinea comparado aos animais controle que ndo
foram submetidos ao estresse e ndo receberam tratamento farmacologico. O nivel de
glicose sanguinea de animais que receberam tioperamida era mais alto que o grupo
controle, enquanto animais estressados que receberam tioperamida apresentaram um

nivel similar ao grupo controle (Figura 9).

Apos cinco dias de exposi¢do ao estresse, animais tratados com salina, I-
histidina e tioperamida apresentaram maior nivel de glicose sanguineo quando

comparados ao grupo controle.
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Figura 9. Média (= E.P.M) da concentracio de glicose sanguinea de animais pré-tratados com salina (SAL), 1-
histidina (LH), tioperamida (TIO) submetidos a um (dia 1) ou cinco sessdes de estresse de confinamento (dia
5). Animais nio submetidos ao estresse de confinamento (NT) que nio receberam tratamento farmacolégico
foram utilizados para controle da glicose sanguinea apoés 1 e 5 dias de experimento. Dados foram analisados
utilizando o teste de Anova de duas vias e o pos-hoc de Student Newman Keuls . * indica diferenca
estatisticamente significativa em relacio a NT-D1 e # indica diferenca estatisticamente significativa em relacio
a NT-DS (P < 0.05).

Discussao

Peixes tém sido utilizados em estudos de aprendizagem e memoria por muitos
anos (COFIEL & MATTIOLI, 2006; DEWSBURY & BERNSTEIN, 1969; LIU &
Braud, 1974; FAGANELLO & MATTIOLI, 2007). O paulistinha ganhou atengao por
ser util em estudos genéticos, pelo seu rapido ciclo de vida, facil manuseio e
manipulagdo genética (GUO, 2004). Recentemente, estes animais vém sendo utilizados

em estudos comportamentais (PEITSARO et al., 2003; ENGESZER, 2004).

Neste estudo, animais submetidos ao procedimento de aprendizagem que
receberam salina apresentaram diminui¢do nas laténcias de entrada apds o quarto dia de

treino, indicando que os animais foram capazes de aprender a tarefa.

Os animais tratados com I-histidina apresentaram uma diminui¢do das laténcias

e foram capazes de aprender a tarefa apds o segundo dia de treino, indicando facilitagdo
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da aprendizagem por esta droga. Tanto a injecdo intracerebroventricular como a
intraperitoneal de histamina e a injecdo de histidina apresentaram efeito proativo contra
os déficits de memoria induzidos pela lesdo do ntcleo basal em ratos (CHEN ¢ SHEN,
2002). Em peixes dourados, a I-histidina apresentou um efeito facilitador na
aprendizagem apetitiva (MEDALHA e MATTIOLI, 2007) bem como um efeito
reforcador (COELHO et al., 2001). Comumente, drogas com propriedades reforcadoras
melhoram a consolidagdo da memdria, uma vez que uma substancia refor¢adora usada
durante o periodo de consolidagdo da memoria de curto prazo poderia prolonga-la e,

portanto, facilitar a memoria de longo prazo (HUSTON e OITZL, 1989).

Em paulistinhas, a injecdo do inibidor de histidina descarboxilase, o-
fluorometilhistidina, aumentou significativamente o tempo para encontrar o tanque alvo
em um labirinto em T, sugerindo que a diminuicdo de histamina pode prejudicar a
memoria de longo prazo (PEITSARO et al.,, 2003). A l-histidina ¢ um precursor
histaminérgico que aumenta o nivel cerebral de histamina. Portanto, a facilitacdo da
memoria observada no grupo tratado com esta droga pode ser resultante de um aumento

no nivel cerebral de histamina apds a administracdo de l-histidina.

Animais tratados com tioperamida puderam aprender apenas apos o quarto dia
de treino, indicando um efeito inibidor na aprendizagem da tarefa. Uma vez que a
tioperamida ¢ um antagonista do receptor H; que aumenta a histamina cerebral
(ARRANG et al., 1987; HILL, 1990), um efeito facilitador desta droga era esperado,

como observado no grupo tratado com I-histidina.

Muitos estudos indicaram que o bloqueio do receptor H; por antagonistas
seletivos melhoram a cogni¢do em diferentes modelos de aprendizagem em

camundongos e ratos, como a tarefa de esquiva inibitéria de uma tentativa
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(BERNAERTS et al., 2004), teste de reconhecimento de lugar de duas tentativas

(ORSETTTI et al., 2001) e aprendizagem espacial (KOMATER et al., 2005).

Além de ser um auto-receptor histaminérgico, os receptores H; também
funcionam como heteroreceptor pré-sinaptico controlando a liberagdo de serotonina
(FINK et al., 1990), acetilcolina (CLAPHAM e KILPATRICK, 1992) e outros
neurotransmissores (SCHLICKER et al., 1993; SCHLICKER et al., 1994). Portanto a
acdo da tioperamida sobre outros sistemas neurotransmiossores, poderia ser responsavel

pelos resultados contraditérios observados no presente estudo.

Foi demonstrado que antagonistas histaminérgicos Hs (ciproxifan, clobenpropite
e tioperamida), diretamente administrados na amidala basolateral, diminuiram a
liberacao espontanea de acetilcolina, um efeito completamente antagonizado pela
perfusdo simultanea do antagonista H, cimetidina. Em adi¢do, ratos que receberam
injecOes bilaterais intra-amidala basolateral de antagonistas H; em doses similares as
que inibiram a liberacdo espontinea de acetilcolina imediatamente apos o
condicionamento de medo ao contexto, levaram ao bloqueio da consolidagdo da

memoria (PASSANI et al., 2001).

Uma possivel inibi¢do da liberagdo de acetilcolina resultante do tratamento com
tioperamida poderia ser responsavel pelo déficit de aprendizagem no grupo que recebeu
esta droga. Um papel inibidor desta droga também foi observado no processo de
recuperacdo funcional em peixes dourados (PIRATELLO e MATTIOLI, 2007), sendo
que os mecanismos de aprendizagem, memoria e refor¢o sdo similares em aspectos
neuroquimicos e morfologicos a alguns de processos de recuperacdo funcional

(COTMAN e LYNCH, 1989; COTMAN et al., 1981).
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Evidéncias sugerem que existe uma relacdo entre prejuizo de aprendizagem e
estresse (ELIZALDE et al., 2008), e que a histamina cerebral esteja relacionada com
ambos os processos (HAAS e PANULA, 2003; BROWN et al., 2001). No segundo
experimento, os animais foram submetidos ao estresse de confinamento antes de serem

submetidos ao procedimento de aprendizagem.

Animais estressados tratados com salina foram capazes de aprender a tarefa,
uma vez que as laténcias de entrada na area de alimentacdo desses animais diminuiram
ao longo das sessdes de treino. No entanto, o estresse de confinamento, somado ao
estresse do procedimento de injecdo foi capaz de atrasar a aprendizagem da tarefa, uma
vez que animais submetidos ao estresse apresentaram laténcias mais altas para entrar na

area de alimentacdo que animais ndo estressados e ndo injetados.

Diferentes trabalhos ja mostraram que diferentes tipos de estresse sdo capazes de
retardar ou impedir a aprendizagem. Exposi¢do ao estresse cronico leve impediu a
consolidagdo da memoria no teste de reconhecimento do novo objeto em camundongo
(ELIZALDE et al., 2008). Prejuizo cognitivo induzido por estresse leve cronico em
camundongo esta relacionado com alteragcdes especificas na homeostasia cerebral
envolvendo sistemas neuroimunes € neuroendocrinos, bem como neurogénese (LI et al.,

2008).

No presente trabalho, apesar da presenca do estresse prejudicar a aprendizagem
da tarefa, ele ndo impediu que ela ocorresse, uma vez que animais estressados que

receberam salina foram capazes de aprender a tarefa.

Os animais estressados tratados com I-histidina apresentaram facilitacdo da
aprendizagem, da mesma maneira observada no grupo ndo estressado que recebeu a

mesma droga. Isto indica um efeito facilitador desta droga mesmo na presenca de um
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evento estressante. A Il-histidina também atenuou a interrup¢do da memoria induzida
pelo estresse por imobilizacdo (PAUL et al., 2002). Interessante notar que, ao passo que
a l-histidina atenuou o prejuizo de aprendizagem causado pelo estresse, esta droga
também diminuiu a liberagdo se glicose decorrente do estresse ap6s uma sessdo de
confinamento. Este fato indica um efeito ansiolitico da histamina. No entanto, a
diminui¢do da histamina cerebral em paulistinhas decorrente do tratamento com -
flouromethilhistamina teve efeito ansiolitico (PEITSARO et al., 2003). Assim, novos

estudos devem ser feitos para se observar o papel na histamina nesta espécie.

Enquanto em animais ndo estressados a tioperamida retardou a aprendizagem,
em animais estressados, ela impediu que esta ocorresse. E possivel que uma diminui¢ao
da liberacdo de acetilcolina por esta droga, em adicdo ao prejuizo a memoria pelo

estresse pode ter resultado no bloqueio da aprendizagem observado neste grupo.

Em resumo, os resultados deste experimento mostram que o sistema

histaminérgico facilita a aprendizagem e modula a resposta ao estresse em paulistinha.
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ESTUDO IV — Papel do telencéfalo medial no condicionamento
de medo ao contexto em peixes da espécie Carassius auratus

Resumo

Neste estudo, foi desenvolvido um modelo experimental de medo ao contexto
para peixes da espécie Carassius auratus. O experimento foi realizado em dois dias
consecutivos. No primeiro foram realizadas duas sessdes de treino de 15 minutos de
duragdo separadas por intervalo de 2 horas. Os animais receberam 4 estimulos aversivos
(descargas elétricas) em cada sessdo. No segundo dia de experimento foi realizada uma
sessdo de teste, na qual o animal era colocado no aquario por cinco minutos sem que
nenhuma descarga elétrica fosse liberada. Animais do grupo controle ndo receberam
choque no dia de treino ou teste. Foi observada diferenca significativa entre os grupos
(Anova, p=0,0081) dos animais intactos que receberam e que ndo receberam choque. O
tempo de freezing dos animais que receberam descargas elétricas aumentou
significativamente nos treinos em relacdo a linha de base. No teste, observou-se
diferenca significativa nos valores de freezing dos animais destes grupos, indicando que
os animais de grupo choque se recordavam da experiéncia aversiva do dia anterior.
Observou-se aumento significativo do tempo de permanéncia em freezing dos animais
submetidos a ablacdo telencefalica total que ndo receberam choque (Anova de duas
vias, p=0,0171), em compara¢do aos animais intactos que nao receberam choque,
indicando que a lesdo causou uma diminuicao da atividade espontinea desses animais.
Nao foram observadas diferengas estatisticas no tempo de freezing entre os animais com
ablacdo telencefalica total que receberam e dos que ndo receberam descargas elétricas
(Anova de duas vias, p=0,2026). Os animais com ablacao medial do telencéfalo que ndo
receberam choque ndo apresentaram aumento no tempo de freezing nos treinos em
relacdo a linha de base, indicando que esta lesdo ndo causou prejuizos a atividade
locomotora. Nao foram observadas diferencas estatisticas em LB, T1, T2 e T entre os
animais com ablagdo do telencéfalo medial que receberam e os que ndo receberam
choque (Mann-Whitney, LB: p=0,285; T1: p=0,2991; T2: p=0,5329, T, p=0,2556),
indicando que a regido telencefalica medial esté relacionada com o condicionamento de
medo ao contexto. Este modelo experimental se mostrou util para o estudo do medo ao
contexto em Carassius auratus. A regido telencefalica medial parece ser importante
para este tipo de condicionamento.
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Introducéo

Apesar da existéncia dos diferentes paradigmas de aprendizagem e respostas
comportamentais que podem ser utilizadas para o estudo do medo e ansiedade, o
“startle” (sobressalto) e o “freezing” (imobilidade) sdo respostas universais de medo
observadas em humanos e também em inGmeras espécies de animais. Esses
comportamentos podem ser facilmente condicionados a luz, sons e contextos,
utilizando-se paradigmas de condicionamento cléssico. Este tipo de condicionamento
ndo ¢ uma aprendizagem meramente associativa, ja que envolve o processamento de
representacdes de estimulos e previsdes de respostas, possibilitando o estudo de
circuitos neurais e processos envolvendo diferentes mecanismos cognitivos. Os
comportamentos de freezing e startle também ocorrem em situagdes de medo
incondicionado, e variacdes dessas respostas em diferentes espécies fazem parte do

repertorio de reacdes de defesa especificos de cada espécie (RESCORLA, 1988).

O freezing ¢ uma das respostas primarias a situagdes de perigo corrente ou
antecipatoria (ROSEN e SCHULKIN, 1998). Em ratos, o freezing ¢ o aumento da
vigilancia em resposta ao perigo ou ameaga que reduz a sua detecgdo por predadores e
coloca seu corpo em posicdo de agachamento, permitindo que o animal responda
rapidamente com luta ou fuga caso a situagdo se torne demasiadamente perigosa
(BLANCHARD e BLANCHARD, 1988 apud ROSEN, 2004). Em peixes, essa resposta
foi descrita como imobilidade total do animal, havendo apenas movimentacao dos

opérculos e olhos (BASS e GERLALI, 2008).

Durante as ultimas décadas, novos conhecimentos foram alcancados sobre a
neurobiologia do medo. Acredita-se que exista um circuito neuroanatdmico para o

comportamento ¢ a aprendizagem do medo cuja principal estrutura seria a amidala
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(MAREN, 2005). A amidala ¢ composta por 13 nucleos, cada um com numerosos
subnucleos. Destes nucleos, sabe-se que o complexo basolateral (composto pelos
nucleos lateral, basal e acessorio basal) e o nucleo central (composto pelas divisdes
capsular, lateral e medial) tém papel relacionado com o medo. Estes ntcleos funcionam
como interface entre as aferéncias sensoriais e eferéncias motoras importantes para a
aprendizagem e memoria do medo e respostas comportamentais importantes (ROSEN,

2004).

No condicionamento de medo ao contexto, no qual o animal recebe uma
descarga elétrica quando em determinado ambiente, a informac¢do contextual ¢
codificada pelo hipocampo e ¢ reunida com a informagdo aversiva no complexo
basolateral da amidala. A plasticidade no complexo amigdaldide basolateral permite a
formacao e o armazenamento de informagdo associando a informa¢dao ambiental ¢
choque recebido e a passa para o nlicleo central da amidala, cujos eferentes para a
matéria cinzenta periaquedutal dardo origem a expressdao do medo (freezing) (PARE et

al., 2004, FANSELOW e LEDOUX, 1999).

A anestesia temporaria da amidala baso-lateral pré-treino bloqueia a aquisi¢ao
do medo, enquanto a inativagdo ou lesdo dessa regido pré-teste abolem completamente a
expressao do medo (PARE et al., 2004, FANSELOW e LE DOUX, 1999, KIM e
DAVIS, 1993). Lesdes da amidala basolateral, realizadas 1 dia ou 14 meses apos a
aprendizagem do medo aboliram completamente a expressao do medo, sugerindo que
esta regido seja um sitio de formagdo e armazenamento permanente da aprendizagem de

memorias emocionais (GALE et al., 2004).

Apesar da dificuldade no estabelecimento de homologias entre areas corticais de

peixes e vertebrados terrestres, uma vez que as vesiculas telencefalicas de peixes se
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desenvolvem através de um processo distinto ao que ocorre em mamiferos terrestres
(BUTLER, 2000), evidéncias neuroanatomicas sugerem que regides telencefalicas
lateral ¢ medial de peixes possam ser homologos, respectivamente, ao hipocampo e

amidala de vertebrados terrestres (BUTLER, 2000).

Estudos funcionais parecem corroborar estas homologias entre o telencéfalo de
peixes teledsteos com estruturas do sistema limbico de vertebrados superiores, uma vez
que a lesdo do telencéfalo medial impediu a aprendizagem de esquiva em peixes
(PORTAVELLA et al.,, 2004) e a lesdo lateral prejudicou a aprendizagem espacial

(PORTAVELLA et al., 2005).

Até o presente momento, ndo foi descrito na literatura um modelo experimental
de medo ao contexto para peixes. Dado a utilidade deste tipo de modelo para o estudo
da neurobiologia do comportamento de medo e a possibilidade de seu uso para o estudo
de homologias entre o sistema nervoso central de peixes e mamiferos, o objetivo deste
estudo foi desenvolver um modelo de medo ao contexto para peixes da espécie
Carassius auratus, e posteriormente utiliza-lo para verificar o envolvimento do

telencéfalo na aprendizagem emocional.
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Métodos

Procedimentos

Este experimento foi realizado em dois dias consecutivos. No primeiro dia, eram
realizadas duas sessdes de treino de 15 minutos de duracdo separadas por intervalo de 2
horas. Os animais recebiam 4 estimulos aversivos (descargas elétricas de 20 V) em cada
sessdo de treino. No treino 1 (T1), os animais eram colocados no aquario e recebiam as
descargas elétricas nos minutos quatro, sete, dez e treze. No treino 2 (T2), os choques
eram aplicados nos minutos dois, seis, nove e treze. No segundo dia de experimento era
realizada uma sessdo de teste, na qual o animal era colocado no aquario por cinco
minutos sem que nenhuma descarga elétrica fosse liberada. Animais do grupo controle

nao recebiam choque no dia de treino ou teste.

Analise comportamental

O tempo de freezing durante as sessdes de treino e teste foram registradas e
consideradas como medidas de medo. O comportamento de freezing foi considerado
como a auséncia de movimentos visiveis, exceto os necessarios para a respiracao ou das

nadadeiras laterais sem deslocamento visivel do animal.

A analise do comportamento foi feita em blocos de vinte segundos nos seguintes

momentos:

- Linha de base (LB): Foi observado o comportamento de freezing por 40
segundos, iniciando-se a analise do comportamento 20 segundos apds o animal

ter sido colocado no aquério em T1. Os primeiros 20 segundos do animal no
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aquario ndo foram considerados, uma vez que alguns animais apresentavam

freezing nesse periodo em decorréncia da manipulagdo pelo experimentador.

- Treino 1 (T1): Foi observado o comportamento de freezing por 40 segundos,
iniciando-se 20 segundos apo6s cada uma das 4 descargas elétricas. Os 20
segundos imediatamente apds cada descarga foram descartados, pois alguns

animais apresentavam comportamento de fuga nesse periodo.

- Treino 2 (T2): A anélise foi realizada como descrito para T1.

- Teste (T): O comportamento foi registrado nos primeiros 3 minutos da sessdo,

descartando-se os 20 segundos iniciais.

Os dados brutos em segundos foram transformados em porcentagem,
representando assim a porcentagem de tempo que os animais permaneciam em freezing

durante o tempo analisado em LB, T1, T2 e T.

Animais

Neste experimento foram utilizados 56 peixes dourados, Carassius auratus, com
10-14 cm de comprimento, obtidos em um fornecedor local. Os animais foram alojados
em pequenos grupos em aquarios de 200 1, em agua filtrada e aerada, a 20+2°C, com

ciclo claro-escuro de 14/10h.

Aquario experimental

Neste experimento, foi utilizado um aquério quadrado (21 cm de lado e 21,5 cm

de altura) de paredes opacas. Duas placas metdlicas (20,5cm de altura e 40 cm de
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largura) foram utilizadas como eletrodos para liberar choques elétricos como estimulos
aversivos (20 V, 150 ps). Cada placa metalica foi dobrada na metade, em um angulo de
90 graus e adaptada a duas paredes adjacentes do aquario, cobrindo-as completamente.
O aquario foi coberto por uma tampa de vidro durante os procedimentos. As sessdes
experimentais foram gravadas através de uma camera de video colocada 65 cm acima

da superficie do aquario, permitindo analise posterior do comportamento dos animais.

Cirurgia

Os animais eram anestesiados por imersdo em uma solucao (0,2g/1) de tricaina
metasulfonato (MS222, Sigma), e entdo imobilizados em um suporte cirargico. Uma
bomba de dgua assegurava um fluxo continuo de dgua aerada e com anestésico através

das guelras.

A pele era cuidadosamente removida e entdo era feita uma pequena abertura no
cranio. O tecido adiposo no interior do cranio era cuidadosamente aspirado para expor o

cérebro.

No grupo ablagdo telencefalica (TEL), ambos os lobos telencefalicos foram
cuidadosamente aspirados através de uma micropipeta de vidro conectada a um sistema
de vacuo manual. Apo6s a ablagdo, o pedaco de cranio retirado era recolocado em sua
posicdo original e fixado com cola de cianocrilato. Animais do grupo ablagdo medial
(AM) eram submetidos ao mesmo tipo de cirurgia, no entanto apenas a regiao medial

telencefalica era retirada.



56

Apbs a cirurgia os animais eram recolocados em seus aquarios originais, ¢ havia
um periodo de recupera¢do de ao menos 4 dias antes do inicio dos experimentos. Os

grupos experimentais estdo descritos na tabela 6:

Tabela 6: descricao dos grupos experimentais

Grupo cirurgia n choque
Intacto — controle (IN-COM) - 8 nao
Intacto — choque (IN-CH) - 9 sim

Ablacao total — controle (AT-CON) Ablacao telencefalica total 10 nao
Ablagao total — choque (AT-CH) Ablacao telencefalica total 13 sim
Ablagdo medial — controle (AM-COM)  Ablagao telencéfalo medial 4 nao

Ablacao medial — choque (AM-CH) Ablacao telencéfalo medial 12 sim

Histologia

Apds o término do experimento, os animais foram anestesiados profundamente
em solucdo de tricaina metasulfonato (0,4g/l) e perfundidos transcardiacamente com
fixador formol salino. Os cérebros foram cuidadosamente removidos e armazenados no

fixador formol.

Os cérebros eram entdo colocados por 24h em solugdo de sacarose (30%) e entdao
seccionados no plano coronal a 40um em criostato. Os cortes cerebrais foram tingidos
com cresil violeta, e a extensdo da lesdo analisadas em microscopio. Cérebros com
ablacdo total do telencéfalo deveriam mostrar remogdo completa dos lobos
telencefalicos sem a lesdo de areas pré-opticas ou de trato-optico. Lesdes mediais
afetaram a por¢ao ventral do telencéfalo dorsomedial e colateralmente o telencéfalo

dorsocentral e telencéfalo ventral supracommisural.
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Analise estatistica

Os dados brutos em segundos transformados em porcentagem foram utilizados

na realizagdo da andlise estatistica.

A Anova de duas vias para medidas repetidas, seguida do teste de comparagdes
multiplas de Student Newman- Keuls foi utilizada para a analise dos dados dos animais
intactos e dos animais com ablagdo total do telencéfalo. Os dados dos animais com
ablacdo medial foram analisados utilizando-se os testes ndo- paramétricos de Friedman
e de Mann-Whitney, uma vez que ndo eram homogéneos. O teste de Mann-Whitney foi
utilizado para comparar LB, T1, T2 e T entre animais intactos que receberam o estimulo
aversivo, € animais intactos que ndo receberam estimulo aversivo. O nivel de

significancia estabelecido foi de p<0,05.

Resultados

Animais intactos

Foi observada diferenca significativa entre os grupos (Anova de duas vias,
p=0,0081, d.f.=1, F=9,29) e interacdo entre os fatores (p=0,0114, d.f=3, F=4,12) dos
animais intactos que receberam e que nao receberam choque (figura 10), mas ndo foram
observadas diferengas entre as sessdes (P=0,6366, GL=3, F=0,57158). O tempo de
freezing dos animais que receberam descargas elétricas aumentou significativamente em
T1 e T2, o que ndo aconteceu nos animais controle. Também se observou que o tempo
de permanéncia em freezing dos animais que receberam choque ¢ significativamente

maior nos animais que receberam choque durante os treinos. No teste, observa-se
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diferenca significativa nos valores de freezing entre os animais que receberam e que nao

receberam choque (Figura 10).
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Figura 10. Média + E.P.M da porcentagem de tempo em freezing dos animais intactos controle (IN-
CON) e submetidos ao choque (IN-CH) na linha de base (LB), treino 1 (T1), treino 2 (T2) e teste
(T). Anova p=0,0081, Student-Newman Keuls, p<0.05. *: T1, T2 e T IN-CON diferente de T1, T2 e
T IN-CH, respectivamente.

Ablagao telencefalica total
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Figura 11. Média + E.P.M. da porcentagem de tempo em freezing dos animais com ablacgio total do
telencéfalo controle (AT-CON) e dos que receberam descarga elétrica durante o treino (AT-CH) na
linha de base (LB), treino 1 (T1), treino 2 (T2) e teste (T). Anova p=0,2026. Student-Newman Keuls,
p<0.05. * diferente de LB do mesmo grupo.
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Nao foram observadas diferencas estatisticas no tempo de freezing entre os
animais com ablacdo telencefalica total dos animais que receberam (grupo choque) e
dos que ndo receberam descargas elétricas (grupo controle) (Anova de duas vias,
p=0,2026, d.f=1, F=1,73), nem interacdo entre os fatores (Anova de duas vias,

p=0,7135, d.£.=3, F=0,45) (figura 11).

Foi observada diferenca estatistica significativa entre os dias (Anova de duas
vias: p=0,0011, d.f.=3, F=6,08), sendo que T2 e T do grupo choque ¢ diferente de LB

(Newman-Keuls, p<0,05).

Ablacao do telencéfalo medial
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Figura 12. Média = E.P.M. da porcentagem de tempo em freezing dos animais com ablacao medial
do telencéfalo controle (AM-CON) e dos que receberam descarga elétrica durante o treino (AM-
CH) na linha de base (BL), treino 1 (T1), treino 2 (T2) e teste (T). Mann-Whitney, LB: p=0,285; T1:
p=0,2991; T2: p=0,5329, T, p=0,2556.

Nao foram observadas diferencas estatisticas em LB, T1, T2 e T entre os animais

com ablacdo do telencéfalo medial que receberam (AM-CH) e os que ndo receberam
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choque (AM-CH) (Mann-Whitney, LB: p=0,285; T1: p=0,2991; T2: p=0,5329, T,

p=0,2556) (Figura 12).

Discussao

O tempo de freezing dos animais durante o experimento foi considerado como
indicativo de medo. Os animais intactos controle (que ndo receberam choques)
permaneceram pouco tempo em freezing em LB, T1 e T2. Este fato indica que o aquario
experimental por si s6 ndo ¢ aversivo aos animais e que o comportamento padrdo destes

animais, uma vez colocados no aquario, ¢ de explora-lo.

Os animais intactos-choque (que receberam descargas elétricas nos treinos),
apresentaram aumento estatistico no tempo em que permaneceram em freezing em T1 e
T2 em relagdo a LB. Isso indica que essas descargas elétricas eram aversivas aos
animais e eram capazes de induzir freezing. J& no teste, o tempo gasto em freezing neste
grupo foi significativamente maior que o dos animais controle, indicando que estes
animais se recordavam da experiéncia aversiva do dia anterior. Enquanto o tempo de
freezing aumenta no decorrer do experimento nos animais que receberam choque, o
tempo de freezing dos animais controle tende a zero apds a LB. Assim, este modelo se

mostrou eficaz para o estudo de medo ao contexto em peixes dourado.

Animais com lesdo telencefalica total que ndo receberam estimulo aversivo
durante os treinos apresentaram tempo de freezing significativamente maiores que os
apresentados por animais intactos que também ndo receberam estimulos aversivos nos
treinos (Anova de duas vias, p= 0,0171). A ablacdo telencefalica total impede o
desempenho de comportamentos agressivos e reprodutivos (DE BRUIN, 1980), bem
como diversos tipos de aprendizagem, como esquiva ativa de duas vias e aprendizagem

espacial (LOPEZ et al., 2000, PORTAVELLA et al., 2003).
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Ja foi observado que a ablacdo telencefalica total diminuiu a atividade
espontanea dos animais, levando a uma menor atividade locomotora (FAGANELLO &
MATTIOLI, 2007). A diminui¢do da atividade espontanea também foi observada em
nosso trabalho e se refletiu no aumento do tempo de freezing dos animais com ablagao
telencefalica total na auséncia de estimulos aversivos. Em adigdo, a ablacdo
telencefalica total resultou na diminui¢do da resposta de sobressalto em Carassius

auratus (COLLINS e WALDECK, 2006).

Assim, no caso da ablacdo total do telencéfalo, o aumento no tempo de freezing,

tanto nos treinos como no teste, ndo pode ser considerado como indicativo de medo.

Os animais com ablagdo telencefalica total que receberam descargas elétricas
também apresentaram aumento de tempo de freezing em T1, T2 e T. Uma vez que nao
se observou diferenca significativa entre este grupo experimental e seu controle,
acreditamos que esse aumento também seja devido a depressdo das atividades
cognitivas nestes animais € nao conseqiiéncia das descargas elétricas. No entanto, uma
vez que os prejuizos observados apds a ablagdo telencefalica total possam ser
resultantes da soma da lesdo de diversos sistemas comportamentais especializados
relacionados ao telencéfalo, e que lesdes parciais desta regido tem papel importante no
estudo de diferentes sistemas de memoria que possam estar sediados no telencéfalo, foi
feita a ablagao medial do telencéfalo, a fim de se testar a hipotese de homologia desta

regido com a amidala de mamiferos.

Os animais com abla¢do medial do telencéfalo que ndo receberam choque
apresentaram um padrdo de comportamento similar aos animais do grupo intacto-
controle, ndo sendo observado aumento de freezing de T1, T2 e T em relacdo a LB,

indicando que esta lesdo parcial no telencéfalo ndo causou alteracdes na atividade
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locomotora desses animais. Os animais com ablacdo do telencéfalo medial que
receberam choques durante o treino também ndo apresentaram aumento de tempo de
permanéncia em freezing em T1 e T2 em relacdo a LB, indicando que esta lesdo inibiu a

expressao de comportamento de medo logo apos a apresentagdo do estimulo aversivo.

Assim como a lesdo do telencéfalo medial inibiu o freezing durante os treinos, a
lesdo pré e pos-treino do nucleo central da amidala bloqueou diversas expressdes de
medo, incluindo o freezing e o startle. Acredita-se que este nucleo esteja relacionado
com atengdo durante situacdes de medo (GALLAGHER e HOLLAND, 1994) e
funcione como um portdo de entrada de aferéncias do ntcleo lateral da amidala para
modular a expressdo de medo aprendido (DAVIS et al., 1994). Assim, parece haver uma

homologia funcional destas duas estruturas.

Em adicdo, os animais do grupo ablagcdo medial-choque pareceram também nao
recordar da experiéncia aversiva do dia anterior, uma vez que nao se observou diferencga
no tempo de freezing no teste entre ambos os grupos. Ja foi dito que o comportamento
de freezing faz parte de uma resposta antecipatoria ao perigo e ameaca (ROSEN e
SCHULKIN, 1998). Assim, quando o animal ¢ recolocado no aquario experimental no
dia do teste e se recorda da experiéncia aversiva do dia anterior, ele apresenta uma
resposta antecipada a ameaga e perigo que o aquario representa, que ¢ o freezing. A
auséncia deste comportamento no grupo ablagdo medial-choque no dia do teste indicou

que a lesdo inibiu a aprendizagem de medo ao contexto neste grupo.

Lesdes do nucleo lateral da amidala impediram o condicionamento de medo e a
expressdo de respostas comportamentais condicionadas ao medo (WALLACE e
ROSEN, 2001; CAHILL et al., 1999). Essa homologia funcional indica que tal como a

amidala (MAREN, 2003; CAHILL et al., 1999), o telencéfalo medial ¢ um local
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importante para a plasticidade e armazenamento do condicionamento de medo e

mediadora de respostas comportamentais como o freezing (CAHILL et al., 1999).

A ablacgdo telencefalica medial também impediu a aprendizagem emocional em
outro modelo experimental. Portavella e colaboradores (2004, 2005) observaram que a
lesdo do telencéfalo medial bloqueou a aprendizagem de esquiva de duas vias em

Carassius auratus.

Os resultados deste trabalho, bem como de trabalhos anteriores (PORTAVELLA
et al., 2004; 2005), apontam para um papel importante do telencéfalo medial de peixes
na aprendizagem emocional, e também a existéncia de homologia funcional entre esta

regido e a amidala de mamiferos.
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Consideracgdes Finais

No primeiro estudo deste trabalho, um modelo de aprendizagem desenvolvido
para Tilapia do Nilo foi adaptado para peixes paulistinhas. Este modelo experimental
parecia particularmente interessante para a utilizagdo em estudos com paulistinhas.
Nele, os animais residem no proprio aquario experimental, reduzindo
consideravelmente a manipulagdo dos animais, o que poderia ser uma fonte de estresse

durante a realizacdo do experimento.

Neste modelo, os animais deveriam associar, dia apds dia, o corte na aera¢ao do
aquario com a oferta de alimento. Observou-se que animais ndo injetados e animais
tratados com salina apresentaram diminui¢do das laténcias de entrada na érea de
alimentagdo, indicando aprendizagem. Este modelo experimental foi utilizado nos trés
primeiros estudos deste trabalho e se mostrou util para o estudo da aprendizagem e

memoria em paulistinhas.

Foi entdo estudado o efeito do estresse sobre a aprendizagem dos animais neste
modelo experimental. Os peixes eram estressados por uma hora diaria antes do
procedimento de aprendizagem. Observou-se que apesar de um atraso na aprendizagem,
esta ndo era completamente bloqueada. Além de retardar a aprendizagem, o
confinamento aumentou a glicose sanguinea dos animais, confirmando que esta ¢ uma

fonte de estresse para os animais.

Uma vez que se observou que os animais eram capazes de aprender a tarefa e
que o confinamento se mostrou uma fonte de estresse para os animais, foi estudado o
efeito do bloqueio do receptor H;, H, e H3, bem como a estimulacao desses receptores
através do precursor l-histidina na aprendizagem de paulistinhas estressados e nao

estressados.
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O bloqueio do receptor H; pela clorfeniramina (estudo 1) inibiu a aprendizagem
de animais ndo estressados. No entanto, esta droga ndo apresentou efeito sobre a
aprendizagem de animais estressados. Estes resultados indicam que a histamina possui
um papel facilitador nos processos de aprendizagem em paulistinhas somente em
animais ndo estressados, fato que corrobora uma possivel acao da histamina de maneira

estado-dependente.

O bloqueio do receptor H, (estudo 2), inibiu a aprendizagem de paulistinhas
estressados, no entanto, ndo teve efeito sobre a concentracdo de glicose plasmatica
secundaria ao confinamento. O resultado deste estudo nos indicou uma possivel acdo da

histamina através de receptores H, em situagdes de estresse.

O terceiro estudo deste trabalho confirmou um papel facilitador da histamina nos
processos de aprendizagem e memoria, uma vez que o precursor histaminérgico -
histidina facilitou a aprendizagem dos animais estressados e ndo estressados. No
entanto, o antagonista do receptor Hj, a tioperamida prejudicou a aquisi¢do da tarefa,
também em animais estressados e ndo estressados. Uma vez que a tioperamida ¢ um
antagonista do autoreceptor H; e causa o aumento da concentracdo de histamina, era
esperado que os resultados dos animais tratados com esta droga fossem similares aos
observados nos animais que receberam I-histidina. Uma possivel explicacao ¢ o fato de
que o receptor H; também regula a liberagdo de outros neurotransmissores, como a
acetilcolina ¢ a serotonina. Alteracdes na transmissdo desses neurotransmissores
causadas pela tioperamida poderiam causar o resultado contraditério encontrado em

nosso estudo.

No quarto estudo foi desenvolvido um modelo de medo ao contexto para peixes

da espécie Carassius auratus. O reduzido tamanho dos peixes da espécie Danio rerio
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impossibilitou que eles fossem utilizados neste ultimo estudo. Uma vez desenvolvido o
modelo experimental, foram realizadas ablagdo telencefalica total e lesdes do
telencéfalo medial para se verificar possiveis prejuizos a formagdo da memoria
emocional. Observou-se que a ablacdo telencefalica total causou uma diminui¢do na
atividade locomotora dos animais e que a lesdo medial impediu o condicionamento de
medo ao contexto, corroborando a hipotese de que esta regido seria homologa a amidala

de mamiferos.

Nota-se que o grupo controle com ablagdo do telencéfalo medial possui um
nimero reduzido de elementos. Uma reforma do laboratério no periodo do estagio
impediu que este grupo fosse completado. Este grupo experimental deverd ser
aumentado antes que possamos tirar esta conclusdo de homologia da regido
telencefalica medial de teledsteos e amidala de mamiferos com seguranca. Em adigdo a
isso, o efeito da ablacdo do telencéfalo lateral na aprendizagem de medo ao contexto

também deve ser estudada.

Assim, os trés primeiros estudos deste trabalho confirmaram o envolvimento do
sistema histaminérgico na aprendizagem de paulistinhas. Também foi observado que a
histamina parece atuar sobre os receptores H; facilitando a memoria em animais nao
estressados, mas em situagdes de estresse a histamina parece atuar via receptor H, do

confinamento.

Os resultados do quarto estudo deste trabalho corroboram a hipdtese de que o
telencéfalo medial de teledsteos seja homologo a amidala de mamiferos. Novos estudos
devem ser realizados a fim de se estudar separadamente o papel dos receptores H; e H,

nas diferentes regides telencefélicas.
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ANEXOS - ESTUDO |

TABELA 7 - Laténcias de entrada na area de alimentacdo dos animais ndo injetados do
experimento 1. T1:Treino 1; T2: Treino 2: T3: Treino 3; T4: Treino 4; T: Teste.

Peixe T1 T2 T3 T4 T5
1 140 29 12 17 2
2 131 35 20 2 1
3 144 37 28 2 13
4 133 65 37 3 5
5 158 37 50 119 1
6 220 263 129 15 43
7 210 112 94 114 34
8 228 110 91 164 87
9 320 14 56 21 19
10 155 107 2 7 31
11 120 21 41 3 130
12 208 153 81 52 5
13 120 228 135 5 127
14 118 140 12 20 16
15 153 137 85 43 36

Média 170,53 99,20 58,20 39,13 36,67
EPM 14,51 19,65 10,94 13,29 11,24

TABELA 8 - Laténcias de entrada na area de alimenta¢do dos animais tratados com salina do
experimento 1. T1:Treino 1; T2: Treino 2: T3: Treino 3; T4: Treino 4; T: Teste.

Peixe T1 T2 T3 T4 T5
1 82 109 21 18 28
2 168 43 4 4 5
3 186 163 97 62 86
4 215 66 241 43 105
5 148 132 137 65 11
6 87 123 77 25 1
7 297 250 102 147 279
8 272 174 4 11 1
9 101 120 36 37 36
10 327 62 8 55 92
11 78 329 107 62 160
12 130 78 68 150 32
13 97 89 66 34 38

Meédia 168,31 133,69 74,46 54,85 67,23
EPM 23,85 22,38 18,39 12,76 22,11
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TABELA 9 - Laténcias de entrada na area de alimenta¢ao dos animais tratados com
clorfeniramina na dose de 1 mg/kg do experimento 1. T1:Treino 1; T2: Treino 2: T3: Treino 3;
T4: Treino 4; T: Teste.

Peixe T1 T2 T3 T4 T5
1 159 39 8 3 10
2 158 54 142 99 187
3 113 66 55 3 31
4 130 212 195 82 23
5 72 65 170 93 57
6 129 68 94 68 135
7 159 225 159 83 36
8 169 280 220 120 42
9 59 123 14 3 14
10 279 150 47 35 58
11 142 160 182 209 33
12 134 227 172 189 45
13 99 117 68 88 27
14 135 155 150 58 35
15 44 118 48 19 40

Meédia 132,07 137,27 114,93 76,80 51,53
EPM 14,37 18,95 18,14 16,14 12,24

TABELA 10 - Laténcias de entrada na area de alimentacao dos animais tratados com
clorfeniramina na dose de 8 mg/kg do experimento 1. T1:Treino 1; T2: Treino 2: T3: Treino 3;
T4: Treino 4; T: Teste.

Peixe T1 T2 T3 T4 T5
1 239 232 108 173 47
2 76 117 10 27 11
3 231 194 153 5 165
4 142 32 130 15 275
5 107 289 148 232 19
6 185 272 134 184 11
7 86 40 49 82 55
8 226 176 153 75 116
9 247 30 205 147 40
10 105 134 98 33 78
11 156 97 16 37 48
12 225 185 178 9 18
13 58 102 69 22 18

Meédia 160,23 146,15 111,62 80,08 69,31
EPM 19,14 24,21 16,82 21,51 21,23
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TABELA 11 - Laténcias de entrada na area de alimentagdo dos animais estressados e tratados
com salina do experimento 2. T1:Treino 1; T2: Treino 2: T3: Treino 3; T4: Treino 4; T5: Treino
5.

Peixe Tl T2 T3 T4 T5
1 68 41 29 6 3
2 230 16 330 179 165
3 95 59 38 33 41
4 298 111 4 230 3
5 58 42 36 36 35
6 290 50 36 66 40
7 330 5 1 15 1
8 115 15 38 32 1
9 36 74 110 310 53
10 219 33 44 52 47
11 65 6 16 35 63
12 47 40 30 37 15
13 78 81 64 35 33
14 40 37 39 41 24
15 330 303 330 292 119
16 95 167 93 91 45
17 20 97 195 115 5
18 146 330 314 140 324
19 36 54 53 40 31

Meédia 136,63 82,16 94,74 93,95 55,16
EPM 25,05 22,22 26,97 22,69 18,70

TABELA 12 - Laténcias de entrada na area de alimentagdo dos animais estressados e tratados
com clorfeniramina na dose de 1 mg/kg do experimento 2.

Peixe T1 T2 T3 T4 T5
1 208 5 204 330 330
2 210 52 327 46 43
3 330 60 330 25 40
4 42 33 35 38 51
5 45 44 34 36 56
6 22 42 31 34 30
7 295 63 74 63 68
8 50 46 40 68 35
9 330 330 330 313 122
10 210 280 246 49 238
11 82 65 104 23 9
12 137 235 92 75 44
13 314 282 45 33 54
14 184 43 98 67 83
15 35 18 35 30 31
16 46 82 330 133 81
17 330 36 5 22 19
18 228 56 64 123 51
19 330 37 37 36 45
20 224 330 55 35 33

Meédia 182,6 106,95 125,8 78,95 73,15
EPM 26,03 25,04 26,67 19,75 17,38




TABELA 13 - Laténcias de entrada na area de alimentagdo dos animais estressados e tratados
com clorfeniramina na dose de 8 mg/kg do experimento 2. T1:Treino 1; T2: Treino 2: T3:
Treino 3; T4: Treino 4; T5: Treino 5.

Peixe Tl T2 T3 T4 T5
1 330 112 294 330 1
2 330 330 1 330 1
3 1 330 61 81 10
4 198 204 80 116 143
5 199 330 1 1 165
6 40 162 1 105 201
7 82 40 46 53 229
8 49 40 17 10 40
9 252 40 30 35 33
10 54 44 32 73 73
11 127 84 111 156 143
12 330 241 115 89 245
13 26 230 184 140 188
14 330 134 206 14 194
15 249 5 191 330 1
16 106 111 15 125 330
17 289 73 15 8 108
18 330 169 6 321 3
19 291 45 1 42 3
20 5 19 1 17 9
21 180 19 3 7 2
22 41 34 16 33 1

Meédia 174,5 127,09 64,86 109,82 96,50

EPM 26,44 23,01 17,86 24,44 21,72
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TABELA 15 — Concentragao de glicose sanguinea dos peixes nao estressadoe ndo injetados no

primeiro ou quinto dia de experimento.

Peixe T1 T5
1 49 32
2 38 87
3 59 74
1 56 52
2 54 44
3 62 23
Média 53 52
EPM 3,50 8,47
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TABELA 16 — Concentracao de glicose sanguinea dos peixes tratados com salina no primeiro
ou quinto dia de experimento.

Peixe Tl T5
1 138 187
2 62 99
3 163 121
4 155 157
5 84 113
6 167 93
7 126 251
8 140 104
9 87,00 134
10 104 243
11 - 207
12 - 101
13 54

Média 122,60 143,38
EPM 11,54 16,98

TABELA 16 — Concentragao de glicose sanguinea dos peixes tratados com clorfeniramina na
dose de 1 mg/kg no primeiro ou quinto dia de experimento.

Peixe T1 T5

1 83 146

2 71 117

3 201 80

4 237 84

5 78 130

6 131 121

7 79 262

8 115 111

9 137 -
Média 125,78 131,38
EPM 19,58 20,22

TABELA 17 — Concentragao de glicose sanguinea dos peixes tratados com clorfeniramina na
dose de 8 mg/kg no primeiro ou quinto dia de experimento.

peixe T1 T5
8 119 79
9 60 126
10 88 48
4 171 107
5 79 276

6 143 28
1 130 223
2 103 135
3 159 155

4 99 77

Média 115,1 125,4

EPM 11,33 24,38
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ANEXOS - ESTUDO I

TABELA 18 - Laténcias de entrada na area de alimentagdo dos animais tratados com salina do
experimento 1. T1:Treino 1; T2: Treino 2: T3: Treino 3; T4: Treino 4; T5: Treino 5.

Peixe Tl T2 T3 T4 T5
1 234 36 16 70 15
2 54 39 165 2 30
3 123 1 17 45 10
4 96 5 1 31 2
5 108 107 38 69 47
6 109 31 70 31 30
7 118 39 40 31 88
8 150 50 80 50 31
9 93 45 39 38 7
10 38 42 5 1 28
11 124 3 1 10 1
12 38 14 33 4 66
13 113 44 91 34 31
14 37 31 16 54 27
15 37 7 34 9 19
16 45 35 33 17 3

Meédia 94,81 33,06 42,44 31,00 27,19
EPM 13,32 6,44 10,55 5,66 5,94

TABELA 19 - Laténcias de entrada na area de alimentagdo dos animais tratados com
zolantidina na dose de 20 mg/kg do experimento 1. T1:Treino 1; T2: Treino 2: T3: Treino 3;
T4: Treino 4; T5: Treino 5.

Peixe Tl T2 T3 T4 T5
1 31 102 239 14 82
2 67 98 33 28 4
3 121 19 1 1 59
4 303 12 6 6 15
5 81 60 276 132 200
6 62 135 36 43 51
7 54 65 91 104 34
8 32 1 21 16 31
9 161 22 80 21 8
10 129 90 28 33 40
11 102 10 16 18 39
12 44 34 50 66 7
13 159 36 20 42 3
14 98 5 1 35 2
15 86 38 32 48 11
16 38 31 33 31 48
17 41 17 66 47 40
18 33 34 10 26 86
19 41 30 33 22 32

Média 88,58 44,16 5642 3858 41,68
EPM 15,32 8,62 17,27 7,44 10,52
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TABELA 20 - Laténcias de entrada na area de alimentacdo dos animais estressados tratados
com salina do experimento 1. T1:Treino 1; T2: Treino 2: T3: Treino 3; T4: Treino 4; T5: Treino
5.

Peixe Tl T2 T3 T4
1 60 8 16 4
2 187 305 330 176
3 142 217 205 185
4 117 54 31 102
5 175 67 60 30
6 204 245 185 120
7 37 34 34 30
8 53 43 37 40
9 330 287 49 50
10 330 330 215 7
11 138 61 107 65
12 77 330 91 187
13 215 70 61 34
14 149 7 10 15
15 40 9 2 20
16 330 255 202 330
17 35 39 33 40
18 168 90 270 75

Média 154,83 136,17 107,67 83,89
EPM 23,46 29,17 23,63 20,32
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TABELA 21 - Laténcias de entrada na area de alimentagdo dos animais estressados e tratados
com zolantidina na dose de 20 mg/kg do experimento 2. T1:Treino 1; T2: Treino 2: T3: Treino
3; T4: Treino 4; T5: Treino 5.

Peixe T1 T2 T3 T4 T
1 101 330 330 229 330
2 330 330 220 171 118
3 330 330 119 99 45
4 144 40 37 70 22
5 91 59 42 45 42
6 202 330 330 228 186
7 53 106 208 66 195
8 276 202 235 149 185
9 249 62 42 36 36
10 238 330 252 195 330
11 163 330 211 287 64
12 63 330 238 330 330
13 67 41 61 100 128
14 204 97 330 330 330
15 172 49 10 15 330
16 57 54 70 154 330
17 79 43 310 43 290
18 37 42 37 31 13
19 64 15 37 20 30
20 69 44 170 92 330
21 16 50 12 37 8

Média 143,10 153,05 157,19 129,86 174,86

EPM 21,36 29,12 25,59 22,32 28,96

TABELA 22 — Concentracao de glicose sanguinea dos peixes tratados com zolantidina na dose
de 20 mg/kg no primeiro ou quinto dia de experimento.

Peixe T1 T5
1 128 76
2 104 91
3 138 124
4 66 132
5 82 105
6 87 83
7 126 137
8 174 88
Média 113,13 1045
EPM 12,44 8,37




ANEXOS - Estudo llI

TABELA 23 - Laténcias de entrada na area de alimentagdo dos animais tratados com salina do
experimento 1. T1:Treino 1; T2: Treino 2: T3: Treino 3; T4: Treino 4; T5: Treino 5.

84

Peixe Tl T2 T3 T4 T5
1 235 275 330 41 85
2 93 99 6 78 1
3 89 84 83 99 4
4 41 35 34 21 1
5 137 330 92 65 52
6 164 14 31 38 41
7 208 218 131 106 101
8 221 54 27 22 7
9 299 134 8 37 11
10 71 29 22 33 27
11 117 88 25 35 24
12 111 117 32 43 40
13 125 92 4 14 4
14 126 159 33 33 3
15 82 4 6 16 30
16 86 89 26 5 7
17 89 80 62 10 4
18 155 24 46 162 30
19 236 123 14 7 35
20 110 133 25 9 16
21 33 23 38 54 30
22 125 292 139 163 330
23 160 68 27 83 40
24 213 209 64 10 9
25 222 36 70 36 67

Média 141,92 112,36 55 48.8 39,96

EPM 13,57 18,01 13,54 8,87 13,19
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TABELA 24 - Laténcias de entrada na area de alimentagdo dos animais tratados com I-histidina
na dose de 100 mg/kg do experimento 1. T1:Treino 1; T2: Treino 2: T3: Treino 3; T4: Treino 4;
T5: Treino 5.

Peixe Tl T2 T3 T4 T5
1 98 41 37 108 40
2 121 8 5 15 1
3 101 10 7 68 7
4 73 25 55 40 22
5 93 130 105 85 30
6 50 55 27 22 11
7 127 38 48 15 25
8 204 6 2 1 25
9 119 37 122 26 15
10 96 92 46 330 43
11 68 35 92 35 40
12 293 63 &3 330 330
13 195 1 5 20 4
14 280 34 31 6 38
15 62 35 6 35 41
16 76 30 46 16 4
17 152 194 45 10 24
18 194 33 30 11 35
19 156 36 20 23 34
20 61 33 42 25 11
21 127 48 25 71 25
22 32 35 31 31 25
23 34 32 33 35 34
24 64 32 11 33 56
25 91 64 34 32 42

Meédia 118,68 45,88 39,52 56,92 38,48
EPM 13,90 8,20 6,33 17,19 12,48




TABELA 25 - Laténcias de entrada na area de alimentagdo dos animais tratados com
tioperamida na dose de 10 mg/kg do experimento 1. T1:Treino 1; T2: Treino 2: T3: Treino 3;
T4: Treino 4; T5: Treino 5.

Peixe Tl T2 T3 T4 T5
1 76 35 26 36 41
2 163 330 41 3 8
3 85 38 30 31 3
4 117 36 98 258 70
5 89 58 185 2 1
6 126 51 330 77 41
7 85 101 69 5 82
8 93 115 8 51 59
9 107 90 45 133 45
10 115 39 39 7 5
11 110 6 7 16 12
12 204 175 200 41 60
13 38 21 12 15 5
14 101 146 233 61 125
15 72 36 8 12 1
16 186 36 60 39 30
17 49 51 22 19 1
18 41 330 262 152 76
19 112 106 2 26 11
20 105 19 9 41 12
21 84 50 36 10 9
22 133 41 7 3 14
23 141 132 196 43 38
24 217 44 244 330 125

Meédia 110,38 86,92 90,38 58,79 36,42
EPM 9,49 17,66 20,63 16,83 7,67
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TABELA 26 - Laténcias de entrada na area de alimentacdo dos animais estressados tratados
salina do experimento 2. T1:Treino 1; T2: Treino 2: T3: Treino 3; T4: Treino 4; T5: Treino 5.

Peixe T1 T2 T3 T4 T5
1 1 127 120 96 46
2 85 120 78 60 227
3 253 326 207 330 42
4 120 96 38 43 43
5 119 59 74 37 51
6 189 83 330 330 131
7 330 148 103 129 24
8 309 120 123 92 48
9 153 76 19 99 35
10 290 330 330 330 172
11 154 174 68 33 69
12 152 92 14 72 5
13 330 330 330 330 5
14 5 330 185 205 93
15 31 136 146 37 169
16 330 60 221 330 330
17 330 330 226 25 330
18 305 125 114 86 83

Meédia 193,67 170,11 151,44 148,00 105,72
EPM 27,99 24,90 24,49 29,08 24,00

TABELA 27 - Laténcias de entrada na area de alimentagdo dos animais estressados e tratados
com l-histidina na dose de 100 mg/kg do experimento 2. T1:Treino 1; T2: Treino 2: T3: Treino
3; T4: Treino 4; T5: Treino 5.

Peixe Tl T2 T3 T4 T5
1 68 41 29 6 3
2 230 16 330 179 165
3 95 59 38 33 41
4 298 111 4 230 3
5 58 42 36 36 35
6 290 50 36 66 40
7 330 5 1 15 1
8 115 15 38 32 1
9 36 74 110 310 53
10 219 33 44 52 47
11 65 6 16 35 63
12 47 40 30 37 15
13 78 81 64 35 33
14 40 37 39 41 24
15 330 303 330 292 119
16 95 167 93 91 45
17 20 97 195 115 5
18 146 330 314 140 324
19 36 54 53 40 31

Meédia 136,63 82,16 94,74 93,95 55,16
EPM 25,05 22,22 26,97 22,69 18,70
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TABELA 28 - Laténcias de entrada na area de alimentagdo dos animais estressados e tratados
com tioperamida dose de 10 mg/kg do experimento 2. T1:Treino 1; T2: Treino 2: T3: Treino 3;
T4: Treino 4; T5: Treino 5.

Peixe Tl T2 T3 T4 T5
1 307 235 236 330 190
2 22 41 136 57 57
3 60 125 55 122 330
4 330 270 330 330 111
5 330 330 330 330 330
6 30 114 6 9 288
7 169 56 66 40 40
8 69 44 40 50 37
9 1 214 86 63 54
10 15 123 178 146 196
11 190 330 236 260 330
12 42 72 33 34 35
13 50 58 46 53 48
14 91 145 243 22 258
15 330 330 330 330 330
16 57 58 7 20 24
17 223 66 130 103 54
18 53 188 65 65 38
19 330 81 330 112 193
20 250 330 330 3 330
21 83 330 330 131 103
22 330 330 53 184 317
Média 152,82 175,91 163,45 127,00 167,86
EPM 27,02 24,45 26,72 24,58 26,60

TABELA 29 — Concentracao de glicose sanguinea dos peixes tratados com I-histidina na dose
de 100 mg/kg no primeiro ou quinto dia de experimento.

Peixe T1 T5
1 66 277
2 66 111
3 71 159
4 92 201
5 47 111
6 68 151
7 66 73
8 51 157
9 - 95
10 - 195

Media 65,88 153,00
EPM 4,80 19,09
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TABELA 30 — Concentragao de glicose sanguinea dos peixes tratados com tioperamida na dose

de 10 mg/kg no primeiro ou quinto dia de experimento.

Peixe T1 T5

1 74 171

2 251 121

3 86 84

4 113 121

5 96 103

6 84 81

7 136 101

8 78 124

9 114 105

10 - 93
Média 114,67 110,4
EPM 18,32 8,25
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Tabela 31: Tempo de permanéncia em freezing (em segundos) dos animais intactos-controle na
linha de base (LB), treino 1 (T1), treino 2 (T2) e teste (T).

PEIXE BL T1 T2 T

1 24 7 5 7

2 0 0 0 0

3 0 0 0 0

4 0 0 0 0

5 0 0 0 0

6 16 0 0 3

8 0 4 0 0

9 0 0 0 11
Média 5 1,38 0,63 2,63
EP 9,50 2,67 1,77 4,21
EPM 3,36 0,94 0,63 1,49

Tabela 25: Tempo de permanéncia em freezing (em segundos) dos animais intactos choque na
linha de base (LB), treino 1 (T1), treino 2 (T2) e teste (T).

PEIXE BL T1 T2 T
1 0 52 14 0
2 11 90 35 32
3 0 80 103 68
4 0 52 61 0
5 40 108 160 78
6 0 97 106 158
7 2 75 40 0
8 0 9 21 14
9 0 126 107 67
Média 5,89 76,56 71,89 46,33
EP 13,29 35,03 49,45 52,51
EPM 4,43 11,68 16,48 17,50

Tabela 26: Tempo de permanéncia em freezing (em segundos) dos animais do grupo ablacgao
telencefalica total - controle na linha de base (LB), treino 1 (T1), treino 2 (T2) e teste (T).

PEIXE BL T1 T2 T
1 7 26 40 21
2 0 38 18 0
3 5 28 131 27
4 0 0 38 5
5 0 10 160 128
6 0 29 101 38
7 11 23 40 133
8 0 0 0 3
9 18 160 120 121
10 10 0 0 17
Meédia 10,42 46,20 71,92 66,33
EP 13,67 56,50 59,46 63,89
EPM 3,32 13,70 14,42 15,50




Tabela 27: Tempo de permanéncia em freezing (em segundos) dos animais do grupo ablagdo
telencefalica total - choque na linha de base (LB), treino 1 (T1), treino 2 (T2) e teste (T).

PEIXE  BL Tl T2 T
1 25 107 113 160
2 0 92 89 160
3 0 80 37 21
4 0 7 2 0
5 0 40 7 100
6 0 121 120 43
7 0 105 136 21
8 25 37 80 160
9 0 99 140 64
10 27 46 20 114
11 0 54 47 0
12 0 0 136 0
13 0 20 95 118
Média 1028 58,89 8339 6545
EP 1535 4320 48,66 64,37
EPM 3,72 1048 11,80 1561

Tabela 28: Tempo de permanéncia em freezing (em segundos) dos animais do grupo ablacdo
telencefalica medial - controle na linha de base (LB), treino 1 (T1), treino 2 (T2) e teste (T).

PEIXE BL T1 T2 T

1 0 88 66 11

2 0 31 7 0

3 0 0 0 0

4 0 5 27 0
Média 0 31 25 2,75
DP 0 40,36 29,63 5,50
EPM 0 17,47 12,83 2,38

Tabela 29: Tempo de permanéncia em freezing (em segundos) dos animais do grupo ablacgao
telencefalica medial — choque na linha de base (LB), treino 1 (T1), treino 2 (T2) e teste (T).

PEIXE BL Tl T2 T
1 7 129 0 0
2 0 120 56 0
3 0 48 14 14
4 0 0 0 11
5 0 111 155 148
6 7 135 14 21
7 11 8 7 47
8 0 74 0 0
9 0 40 18 18
10 0 91 19 0
11 0 0 0 0
12 0 0 0 0
Média 2,08 63,00 23,58 21,58
DP 3,90 53,67 44,33 42,22
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