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Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da clorfeniramina e da zolantidina,
antagonistas H; e H, respectivamente, sobre a ansiedade e a memoria emocional de
camundongos, por meio de dois experimentos. No primeiro experimento, utilizou-se trés
grupos de camundongos que foram determinados pelo tratamento farmacologico recebido por
meio de injegdes intraperitoneais (i.p.) de 16 mg/kg de clorfeniramina (CPA — n=13), 20
mg/kg de zolantidina (ZOL — n=14) ou de salina (SAL — n=14). No primeiro dia de teste (T1)
cada camundongo foi testado por 5 minutos no labirinto em cruz elevado (LCE) e recebeu o
tratamento farmacoldgico imediatamente apos o teste e, 24 h depois, os animais foram re-
expostos ao LCE (T2). A analise estatistica dos resultados revelou uma redugdo em T2, com
relacdo a T1, de todas as varidveis avaliadas: entradas nos bragos abertos, tempo nos bragos
abertos, percentual de entradas nos bragos abertos e percentual de tempo nos bracos abertos e
tais resultados nos permitem concluir que, tanto a clorfeniramina quanto a zolantidina nao
apresentaram efeitos sobre a consolidacdo da memoria emocional de camundongos. No
segundo experimento, uma amostra de 123 camundongos foi dividida em 6 grupos que
receberam injegdes 1.p. de zolantidina na dose de 20 mg/kg ou clorfeniramina nas doses de 8,0
mg/kg ou 16 mg/kg, cada qual com seu respectivo grupo controle que recebia o salina.
Quarenta minutos ap6s a inje¢do os camundongos foram expostos pela primeira vez ao LCE
(T1) e apds 24 horas, cada um dos grupos foi subdividido em dois novos grupos que recebiam
novamente a inje¢do de uma das drogas ou de salina, 40 minutos antes da re-exposi¢ao ao
labirinto (T2). Em ambos os dias foram avaliados comportamentos relacionados a ansiedade
(percentual de entradas e de tempo de permanéncia nos bracos abertos em T1); indices de
aprendizagem e memoria (reducdo de percentual de entradas e de tempo de permanéncia nos
bragos abertos em T2); atividade locomotora (entradas no brago fechado). A zolantidina nao
afetou a ansiedade ou a memoria emocional dos camundongos, enquanto que a clorfeniramina
apresentou efeito ansiogénico somente na dose de 16 mg/kg e tal efeito ndo permitiu que

processos de aprendizagem e memoria ligados ao LCE fossem devidamente desenvolvidos.

Palavras-chave: clorfeniramina, zolantidina, ansiedade, memoria, histamina, labirinto em cruz
elevado.



Abstract

The aim of present work was to evaluate the effect of chlorpheniramine and zolantidine,
histamine H; and H, antagonist respectively, on anxiety and on emotional memory in mice,
through of two experiments. In the first experiment, forty-one male mice were divided into
three groups, according to the pharmacological treatment consisting of intraperitoneal
injections of 16 mg/kg of chlorpheniramine (CPA — n=13), 20 mg/kg of zolantidine (ZOL —
n=14) or saline (SAL — n=14). In the first day (T1), each mouse was tested for 5 minutes in an
elevated plus-maze (EPM). The mice received the pharmacological treatment immediately
after test, and 24 h later the animals were resubmitted to EPM (T2). Measures of learning and
memory (open arm entries, open arm time, % open arm entries, and % open arm time) were
analyzed. Two-way ANOVA showed significant differences within groups in % open arm
entries and % open arm time. The student-Newmann-Keuls test for multiple comparisons
revealed that both variables were reduced during Trial 2 for the animals treated with SAL,
ZOL or CPA, thus indicating decreased open arm activity. In the conditions of the first
experiment, chlorpheniramine and zolantidine were shown to have no effect on the
consolidation of emotional memory in mice. In the second experiment we used 123 mice
which were initially divided into 6 groups and which received i.p. injections of zolantidine
(20 mg/kg) or chlorpheniramine at doses of 8.0 mg/kg or 16 mg/kg, each with its respective
control (saline). Forty minutes after the injection the mice were for the first time exposed to
EPM (T1). After 24 hours (T2), each group was subdivided into two new groups which were
re-injected with one of the drugs or saline before re-exposure to the maze. In the two days it
were evaluated behaviors related to anxiety (percentage of entries and length of stay in the
open arms in T1), rates of learning and memory (reduction of percentage of entries and of
length of stay in the open arms in T2), locomotor activity (entries in the closed arms).
Zolantidine at a dose of 20 mg/kg, and chlorpheniramine at a dose of 8.0 mg/kg, showed no
differences concerning the control, both in T1 and as in the comparison of data from T1 and
T2. Furthermore, chlorpheniramine at a dose of 16 mg/kg, reduced activity in the open arms
already in T1 and SAL-CPA and CPA-CPA showed no reduction of activity in the open arms
in T2. The results suggest that zolantidine has no effect on anxiety or emotional memory,

while chlorpheniramine presents an anxiogenic effect at a dose of 16 mg/kg.

Key-words: chlorpheniramine, zolantidine, anxiety, memory, histamine, elevated plus-maze.
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1. INTRODUCAO

1.1. O Sistema Histaminérgico

A histamina ¢ uma substancia pertencente ao grupo das aminas biogénicas,
grupo do qual também fazem parte outros neurotransmissores tais como a serotonina € as
catecolaminas. H4 muito tempo foi reconhecida como um autacéide, ativo quando liberado
por mastocitos na reagdo inflamatéria e no controle do sistema vascular, do musculo liso e de
glandulas exocrinas (Kandel et al., 2003).

Para desempenhar suas funcdes em tecidos periféricos a histamina ¢
armazenada principalmente em mastocitos e basofilos. No sistema digestorio, a histamina
estimula a secre¢dao de acido cloridrico pelas células parietais pela interagdo com receptores
especificos, permitindo a secrecdo de suco gastrico de alta acidez, e a histamina armazenada
em mastdcitos apresenta um importante papel na patogénese de varias condig¢des alérgicas.
ApoOs a degranulagdo dos mastocitos, a liberacdo da histamina da inicio a varios dos
conhecidos sintomas da alergia (Ring et al., 1985; Barnes, 1991).

Porém, apos estudos como o de Schwartz e colaboradores (1991) tornou-se
claro que a histamina nao atua no organismo somente como mediador de fungdes fisiologicas
ou patoldgicas, mas também como neurotransmissor. De acordo com Yanai e Tashiro (2007)
a existéncia de um sistema neural histaminérgico foi descrita pela primeira vez por Watanabe
e colaboradores (1983 apud Yanai e Tashiro, 2007). Desde entdo, o sistema histaminérgico
tem sido descrito como um grupo de neurdnios filogeneticamente antigo que projeta suas
fibras a muitas estruturas do sistema nervoso central (Haas e Panula, 2003; Onodera et al.,
1994).

No encéfalo, a histamina é encontrada tanto em neurdnios especificos quanto

em mastocitos (Garbarg et al., 1976). Os mastocitos sdo relativamente raros no encéfalo em
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comparagdo com outros tecidos, e suas fungdes ndo parecem tao claras. Pode ser observado
um numero significativo dessas células no hipotadlamo e na hipdfise, mas na maior parte das
regides encefalicas pode se entender que a histamina atuante tem origem a partir da liberacao
por neurdnios (Hough, 1988). Nos vertebrados, tais como roedores ¢ humanos, os neurénios
produtores de histamina estdo localizados no nucleo tiberomamilar, que ¢é parte do
hipotalamo posterior (Panula et al., 1984; Watanabe et al., 1984).

O termo ‘“nucleo tiberomamilar” deriva do termo anatomico tuber cinéreo,
denotando uma intumescéncia localizada rostralmente aos corpos mamilares ¢ caudalmente ao
quiasma 6ptico, formando o assoalho do terceiro ventriculo na altura do hipotalamo (Kruger

et al., 1995). A localizagdo anatomica do sistema histaminérgico esta representada na Figura

To heppoCampls
and armygdala
Ter stratum
To midhine
thelammc areas

T postencr pilunary

Tubesomamilary nucleus

Ta ventral tegrmentum
and subwstantia migra

Figura 1: Representagdo da organizagdo do Sistema Histaminérgico com suas
origens e projecdes (reproduzido de Haas e Panula, 2003).

A histamina ¢ sintetizada no encéfalo a partir de | -histidina por meio da enzima
histidina descarboxilase (HDC). Atualmente, nenhum estudo verificou a existéncia de um
sistema especifico para a recaptagdo da histamina e assim, o término de sua a¢do no encéfalo

parece depender de seu catabolismo para telemetilhistamina pela enzima histamina N-
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metiltransferase. A tele-metilhistamina ¢ degradada a 4cido tele-metilimidazoleacético pela
acdo combinada da monoaminaoxidase B e de uma aldeido-desidrogenase (Lin et al., 1991).
De forma semelhante a outros sistemas de neurotransmissores, O sistema
histaminérgico ¢é regulado por um sistema de retroalimentacdo, no caso exercido pelo receptor
Hi. O receptor H; ¢ um autorreceptor pressinaptico localizado no corpo celular ¢ nos
terminais axonais de neuronios histaminérgicos, que tem a funcdo de regular a sintese ¢ a
liberagdo da histamina (Arrang et al., 1983; Prast et al.,, 1994). Segundo Brown e
colaboradores (2001), varios estudos tém demonstrado que a liberagdo de histamina nos
tecidos alvo esta sob controle inibitorio do receptor muscarinico M, adrenorreceptores oy, 5-
HT;a, receptores opidides k e receptores galaninicos, e sob controle facilitatério dos

receptores opidides L.

1.1.1. Receptores histaminérgicos

A histamina ¢ um dos neurotransmissores que atuam por meio de receptores
acoplados a proteina G. Esses receptores sdo proteinas que ativam a proteina G por meio da
ativacao de ligantes apropriados, ¢ assim, ddo inicio a respostas que vao regular a atividade de
enzimas intracelulares ou canais i6nicos. Uma vez que existem varios tipos diferentes de
proteinas G e varias proteinas alvo, a classe de receptores acoplados a proteina G influencia a
atividade celular de varias formas distintas (Leurs et al., 1995).

Atualmente, sabe-se que os efeitos da histamina sobre os sistemas biolégicos
sdo mediados pela ativacdo especifica de quatro tipos de receptores: H;, H, Hs e Hy
(Strakhova et al., 2009; Brown et al., 2001; Haas e Panula, 2003). A ativacdo molecular
desses receptores de membrana produzem varios tipos de respostas bioldgicas uma vez que
estdo acoplados a uma série de modalidades de mediadores de proteina-G, tais como Gg/11, G,

Gaio ¢ Gio que estdo ligados a varios tipos de sistemas complexos intermediarios efetores
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tais como a fosfolipase C (PLC), fosfolipase A (PLA) a adenilciclase (Haas e Panula, 2003;
Brown et al., 2001). As diversas cascatas de moléculas intermediarias que sdo ativadas pelos
complexos efetores permitem um variado espectro de respostas que podem ativar ou inibir
func¢des neuronais (Smith e Armstrong, 1996; Haas e Konnerth, 1983). Talvez, essa seja uma
das razoes pelas quais podemos verificar um vasto nimero de estudos apontando atividades
opostas para a histamina em algumas fun¢des encefalicas (Alvarez e Banzan, 2008).

Com relagdo aos receptores H;, a excitagdo verificada ao nivel celular ¢
adquirida por meio da ativacdo dos mediadores Gy11 € PLC, que levam a formagdo de dois
segundos mensageiros, diaglicerol e inositol 1,4,5-trifosfato (Haas e Panula, 2003). Em geral,
os receptores H; medeiam agdes excitatorias sobre a atividade de todo o cérebro. Os
antihistaminicos classicos atuam como antagonistas H;, e assim, a administragdo de
medicamentos com essa agdo costumam apresentar um efeito sedativo (Izumi et al., 2008;
Adelsberg, 1997; Goldberg et al., 1987). O alerta é mantido pela interacdo, ou pela
coordenacdo de diferentes neurotransmissores quimicos, tais como as células histaminégicas,
além de células colinérgicas, serotoninérgicas e adrenérgicas (Passani et al., 2007).
Coletivamente, esses neurdnios de promog¢ao do alerta sdo denominados sistema ativador
ascendente, ¢ a participacdo do sistema histaminérgico ocorre por meio das interagdes
excitatdrias com neurdnios colinérgicos corticopetais originados na base do prosencéfalo, bem
como com o tegmento mesopontino colinérgico que se projeta ao tdlamo e ao hipotalamo que
em seguida afetam a excitabilidade cortical (Passani et al., 2007). Adicionalmente, sabemos
que a participagdo do sistema histaminérgico sobre a regulacdo de comportamentos
emocionais ocorre principalmente por meio dos receptores H; (Onodera et al., 1994;
Yuzurihara et al., 2000).

Os receptores H, sdo acoplados a Gs, adenilciclase e proteinaquinase, que

fosforila proteinas e ativa o fator de transcriptagdo elemento de resposta ao AMP-ciclico. A
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acdo direta na membrana neuronal ¢ usualmente excitatdria ou potencializa a excitagdo. Como
outros neurotransmissores que utilizam essa via de sinalizagdo (noradrenalina, serotonina), a
histamina bloqueia os canais de potassio do tipo pequeno. Essa condugdo causa uma
hiperpolarizacdo duradoura e afeta a acomodacdo do potencial de acdo. Dessa forma, o
nimero de potenciais de acdo iniciados em resposta a uma simples despolarizagdo ¢
grandemente aumentada sob a influéncia da histamina (Haas e Panula, 2003). Dessa forma, a
transmissdo sindptica no hipocampo ¢ potencializada e o potencial de acdo de varios tipos de
neurdnios ¢ mantido por muitas horas apds eles terem sido expostos a impromidina, que ¢ um
antagonista H,, mesmo que por poucos minutos (Haas e Panula, 2003). Porém, em algumas
areas do encéfalo a ativagdo dos receptores H, levam a uma depressao nos potenciais de acao,
mas ainda sabe-se pouco sobre a natureza dessa inibi¢ao (Brown et al., 2001).

Os receptores Hj estdo acoplados ao Gy, € aos canais de Ca’" de alta voltagem,
que, em conjunto, configuram um mecanismo tipico de regulagdo da liberacdo de
neurotransmissores. Esses receptores estdo localizados no corpo celular, dendritos e axonios,
tanto de células histaminérgicas quanto de outros tipos de neurdnios (Leurs et al., 1995). Em
todos esse tipos de neurdnios os receptores Hj irdo promover uma retroalimentagdo negativa
para restringir a sintese e a liberag@o de histamina, e a liberacdo de outros neurotransmissores
tais como o glutamato, a acetilcolina e a noradrenalina (Schlicker et al., 1992). Ao contrario
dos receptores H; e Hy, que apresentam predominantente um papel excitatério em neuronios,
potencializando a transmissdo de sinais excitatorios, os receptores Hs provocam a auto-
inibicdo dos neurénios do nucleo tiberomamilar e a inibicdo da liberagdo dos
neurotransmissores (Haas e Panula, 2003).

O receptor histaminérgico Hy foi clonado simultaneamente por varios grupos e
¢ predominantemente expresso em células de origem hematopoiética (Liu et al., 2001; Morse

et al., 2001) e, dessa forma, varios estudos chegaram a cogitar que esse receptor mediasse



20

fungdes exclusivamente periféricas (Lim et al., 2005; Morse et al., 2001; Gantner et al., 2002).
E um receptor acoplado a Gajo, ¢ dentre suas fungdes podemos citar a mediacdo da
mobilizagdo de célcio e a quimiotaxia de mastdcitos e basofilos (Ling et al., 2004). Além
dessas fungdes, foram descobertas propriedades antinociceptivas e antipruriticas dos
antagonistas Hy, sugerindo sua possivel presenca em neuronios periféricos e o envolvimento
na regulagdo da hiperalgesia térmica (Coruzzi et al., 2007; Dunford et al., 2007).
Recentemente, Strakhova e colaboradores (2009) verificaram a presenca de
receptores Hy por todo o sistema nervoso central de ratos com exce¢do ao hipocampo ¢ o
hipotadlamo, sendo que os niveis de expressdo desses receptores no cerebelo e no cortex
cerebral excederam aqueles verificados no bago e no figado. No mesmo estudo, a analise em
seres humanos demonstrou a existéncia dos receptores Hy em todas as regides no sistema
nervoso analisadas, incluindo o hipocampo, o cortex cerebral, o tdlamo e a amigdala, com
altos niveis de expressdo na medula espinhal. A partir desses achados, os autores sugeriram
que devido a essa distribui¢do os receptores Hy poderiam estar envolvidos em mecanismos

relacionados a dor e as parestesias (Strakhova et al., 2009).

1.2. O Sistema Histaminérgico e a aprendizagem e a memaria

A aprendizagem ¢ definida como a alteragdo de comportamento de um
organismo como resultado de uma experiéncia, enquanto que memoria ¢ definida como o
processo pelo qual uma informagao ¢ adquirida, consolidada e, posteriormente, evocada (Kolb
e Wishaw, 2002; Kandel et al., 2003; Brandao, 2003).

Segundo Placzek e colaboradores (2009) os processos de aprendizagem e
memoria estdo intimamente ligados ao hipocampo e estdo relacionados a distribuicdo de

receptores colinérgicos em células hipocampais. Interacdes anormais entre o sistema
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colinérgico e outros sistemas neurotransmissores podem causar efeitos aditivos ou
sinergisticos sobre a cognicao (Blandina et al., 2009). Nesse sentido, o sistema histaminérgico
ganha atencdo, uma vez que, estudos indicam que o mesmo afeta a aprendizagem e a memoria
por meio da modulagdo da liberacdo da acetilcolina, embora algumas fun¢des histaminérgicas
ocorram de forma independente a acetilcolina (Passani et al., 2000). Por exemplo, a
administracdo de histamina ndo afeta a liberagdo de acetilcolina pelo hipocampo, porém
melhora processos relacionados a memoria de medo pela ativagdo da proteina quinase 1
ativada por mitégeno (ERK2) via receptores H, ou Hsem células da regido CA3 do
hipocampo.

Tanto em ratos quanto em humanos, as proje¢des do nucleo basal magnocelular
fornecem a maior parte das inervagdes colinérgicas ao cortex. Experimentos in vitro e in vivo
demonstram que a aplicacdo local de histamina diminui o tonus colinérgico no cortex por
meio da ativacdo dos receptores H3 (Blandina et al., 1996). Por meio dessa interacdo, a
administracdo sist€émica de agonistas histaminérgicos prejudica o desempenho de ratos no
reconhecimento de objetos e na tarefa de esquiva passiva, nas mesmas doses que reduzem a
liberagdo de acetilcolina no cortex de ratos. Dessa forma, pdde-se observar que a reducdo da
disponibilidade de acetilcolina na fenda sindptica pode resultar em prejuizos cognitivos
(Quirion et al., 1995).

Corroborando os estudos relacionando os sistemas colinérgico e histaminérgico
com processos de aprendizagem e memoria, varios estudos apontam para a importancia do
sistema histaminérgico sobre tais fung¢des (Da Silva et al., 2006; De Almeida e Izquierdo,
1986). No entanto, o papel desse neurotransmissor durante a aquisicdo e reten¢do da
informagao e na recuperagdo da memoria se mantém contraditorio (Serafim et al., submetido).
Alguns trabalhos descrevem efeitos inibitorios da histamina (Huston et al., 1997; Spieler et

al.; 1999), enquanto outros estudos demonstram um papel facilitatério da histamina na
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aprendizagem e na memoria (Prast, et al.; 1996, De Almeida e Izquierdo, 1986).

Diante disso, nosso laboratério iniciou pesquisas sobre o sistema
histaminérgico utilizando o peixe da espécie Carassius auratus como modelo animal
(Medalha et al., 2003; Coelho et al., 2001; Cofiel e Mattioli, 2006), supondo que alguns
desses aspectos contraditorios pudessem ser desvendados por meio do uso de uma espécie
com um unico local de projecdo do sistema histaminérgico ao telencéfalo (Ekstrom et al.,
1995). Diferentes modelos foram utilizados em nosso grupo de trabalho (esquiva inibitoéria,
localiza¢dao espacial e condicionamento por preferéncia de lugar) apresentando resultados
discrepantes (Faganello e Mattioli, 2007; Medalha e Mattioli, 2007; Coelho et al., 2001;
Medalha et al, 2000; Mattioli et al., 1998).

Adicionalmente, trabalhos recentes como o de Portavela e Vargas (2005) tém
sugerido a existéncia de diferentes sistemas de aprendizagem em peixes tais como a
aprendizagem emocional. De acordo com Faganello e Mattioli (2007), uma possivel
interpretacdo dos resultados contraditérios verificados em estudos com peixes seria a
existéncia de modulacdo de algum componente emocional da aprendizagem pelo sistema
histaminérgico. No entanto, tem sido dificil desenvolver estratégias comportamentais para
analisar a aprendizagem emocional em peixes.

A memoria € um processo cognitivo critico para se estabelecer uma identidade
do individuo e ¢ necessaria para desenvolver os varios processos nos quais nossas
experiéncias passadas sdo usadas para interpretar e agir sobre nossas experiéncias futuras
(Curran e Mintzer, 2006). Estudos comportamentais realizados com animais t€ém investigado
o papel das emocdes sobre a memoria, uma vez que ha fortes indicios sobre a interacao desses
componentes.

A memoéria emocional esta envolvida com algum componente emocional

como, por exemplo, o medo e a ansiedade e, segundo LeDoux (2000), as respostas expressas
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durante as experiéncias com forte estimulagdo emocional (por ex: defesa contra um perigo e
luta com um predador) mostram-se essenciais para a sobrevivéncia do individuo e de sua
espécie. Outros estudos comportamentais sugerem ainda que a liberagdo de hormodnios
relacionados com o estresse, durante as experiéncias emocionais, desempenha um papel
importante em mediar os efeitos duradouros da estimulagdo emocional sobre a memoria
(MacGaugh, 2004). Sendo assim, a memoria emocional seria evocada mais facilmente em

experiéncias futuras que apresentem um forte componente emocional.

1.3. O Sistema Histaminérgico e a ansiedade

De acordo com Cisler e colaboradores (2009), pesquisas recentes sugerem que
o medo seja uma resposta defensiva a uma ameaga existente, e que a ansiedade € uma resposta
preparatoria para contextos em que uma ameaga pode ocorrer ao organismo, ou seja,
condig¢oes de risco latente. Com exceg¢do a essas condi¢des consideradas normais, a ansiedade
¢ considerada um sinal cardinal de muitas desordens psiquiatricas € ¢ um componente quase
inevitavel de muitas condigdes médicas e cirurgicas (Kumar et al., 2007).

Em um estudo de revisdo sobre o sistema histaminérgico, Brown e
colaboradores (2001) constataram que poucos estudos se concentraram sobre a participagao
do sistema histaminérgico sobre a ansiedade. Posteriormente, outros estudos foram
conduzidos e, de modo geral, verifica-se que ha uma prevaléncia de estudos que apresentam
um aumento da ansiedade mediado pela histamina (Kumar et al., 2007; Rostami et al., 2006;
Privou et al., 1998; Frisch et al., 1998), além de um certo predominio de atua¢do dos
receptores H; sobre a regulagdo de comportamentos emocionais (Yuzurihara et al., 2000;

Onodera et al., 1994).
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Kumar e colaboradores (2007) verificaram a existéncia de um efeito
ansiogénico em camundongos que receberam inje¢des intraperitoneal de |-histidina, um
precursor de histamina, antes da exposi¢do ao LCE. Tal efeito foi antagonizado pela injegdo
prévia de pirilamina (antagonista H;) e ndo pela aplicagdo de zolantidina ou de tioperamida
(antagonistas H, e Hj, respectivamente), o que sugere que a agdo ansiogénica provocada pela
elevacao dos niveis de histamina tenha sido mediada via receptores H;.

Estudos realizados com inje¢des em regides encefélicas tais como o hipocampo
ventral (Rostami et al., 2006) e septo lateral (Zarrindast et al., 2008) indicaram um efeito
ansiogénico induzido pelo aumento dos niveis centrais de histamina. De forma semelhante,
Frisch e colaboradores (1998) verificaram que a lesdo da regido E2 do nucleo tiberomamilar
de ratos provocou um comportamento parecido com ansiolitico, devido a morte de neurdnios
histaminérgicos, o que acarretaria menor atividade desse sistema. Adicionalmente, um estudo
de Privou e colaboradores (1998) verificou que a administracdo de CPA e de ranitidina na
regido do nucleo basal magnocelular apresentou efeito ansiolitico em ratos.

Por outro lado, Zarrindast e colaboradores (2006) verificaram que
administracao de histamina na regido CA1 do hipocampo provocou efeito ansiolitico em ratos
submetidos ao LCE e que tal efeito foi antagonizado pela administracdo de pirilamina e
ranitidina na mesma regido. Assim, esse estudo sugeriu a existéncia de um efeito ansiogénico
de antagonistas H; e H; nessa regido.

Hirano e colaboradores (2006) verificaram que a CPA reduziu de forma
significativa e dose-dependente a dura¢do da imobilidade de camundongos diabéticos € ndo-
diabéticos no modelo de suspensdo. Em contraste, o antagonista H; epinastina aboliu a
imobilidade em camundongos diabéticos, mas ndo alterou a imobilidade em camundongos
ndo diabéticos. Esses resultados reforgaram a hipdtese de que alteragdes metabdlicas possam

afetar o efeito de neurotransmissores sobre fungdes cognitivas.
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1.4. O Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O LCE ¢ considerado um dos mais populares testes in vivo em uso atualmente
(Carobrez e Bertoglio, 2005). Embora seja frequentemente utilizado como ferramenta para
observar efeitos ansioliticos de drogas, atualmente seu uso tem se extendido para o
entendimento de bases bioldgicas de componentes emocionais relacionados a aprendizagem e
memoria, dor, hormonios, adic¢do e abstinéncia, bem como para o entendimento de varias
modalidades de desordens de ansiedade, tais como ansiedade generalizada, fobias e estresse
pos-traumatico (Carobrez e Bertoglio, 2005; Rodgers et al., 1996).

De acordo com Rodgers e Cole (1994), o modelo deriva de um trabalho de
Montgomery, em 1955, sobre a relagdo entre medo e comportamento exploratorio de ratos, e a
premissa basica do modelo se baseia na idéia de que a novidade ambiental evoca o medo e a
curiosidade, criando desse modo um conflito tipico de aproximacgao-esquiva. Usando a
exploragdo da gaiola moradia dos animais, Montgomery verificou que os ratos
consistentemente mostravam maior nivel de exploracdo de passagens fechadas do que de
passagens abertas e, quando se viam diante da escolha de um tipo de passagem no labirinto
em “Y” elevado, consistentemente eles preferiam os bragos fechados. Essas informagdes
foram interpretadas como indicadores de que os bragos abertos gerassem um maior nivel de
medo do que os bracos fechados, levando a aumentar o comportamento de evita-los (Rodgers
e Cole., 1994).

Inicialmente, discutia-se que a relutancia dos animais em explorar os bragos
abertos fosse uma combinagdo da aversdo demonstrada por roedores a espacos abertos em
conjunto com a aversao a altura do labirinto (Lister, 1990). Porém, estudos como o de Treit e

colaboradores (1993) demonstraram que a altura isoladamente ndo poderia ser considerada
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um estimulo suficientemente ansiogénico, € assim, a sugeriu-se que a aversao aos espagos
abertos estaria relacionada a dificuldade de tigmotaxia, uma reacdo em que o animal
permanece proximo a referéncias verticais para que possa se orientar por meio de suas
vibrigas (Treit et al., 1993). Por outro lado, recentes descobertas tém indicado que as vibrissas
ndo apresentam um papel determinante para que sejam verificados os comportamentos
relacionados ao modelo, mas sim as informagdes visuais distais (Martinez et al., 2002).

A popularidade da utilizagdo desse modelo ¢ devida a vasta lista de vantagens
que incluem: economia, rapidez, simplicidade de desenho e sensibilidade bidirecional a
drogas, aliado ao fato de nao requerer longos periodos de treinamento ou o uso de privagao de
agua ou comida, ou o uso de estimulos aversivos tais como o choque elétrico (Rodgers e
Dalvi, 1997; Pellow et al., 1985).

De forma a contribuir para a consisténcia do modelo, varias evidéncias foram
consideradas para a sua validagdo. A esquiva dos bragos abertos ¢ consistente com a visao de
que essas areas evocam uma forte reagdo de medo em relagdo aos bragos fechados, desse
modo provendo ao modelo a validade de face, e possivelmente de construto (Rodgers e Cole,
1994). Em um estudo especifico para validagdo do modelo do LCE, Pellow e colaboradores
(1985) wverificaram que nos bracos abertos os ratos apresentam maior nivel de
comportamentos relacionados ao medo, como a imobilidade e a defecagdo, caracterizando
uma validagdo comportamental. Além disso, foi verificado um nivel duas vezes maior de
corticosterona no plasma de ratos confinados aos bragos abertos em relacdo a ratos confinados
aos bracgos fechados, conferindo uma validagao fisioldgica ao modelo (Pellow et al., 1985).

De forma semelhante, Lister (1987) realizou um experimento para a validagdo
do modelo do LCE para camundongos. Nesse experimento foi verificado que o drogas
ansioliticas aumentavam o tempo de permanéncia nos bracos abertos, enquanto que drogas

ansiogénicas reduziam essa variavel. Nesse mesmo experimento, também foi verificado que
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uma experiéncia prévia no labirinto reduzia substancialmente o efeito do clordiazepoxido, um
ansiolitico classico, sobre o tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos,
praticamente abolindo o efeito ansiolitico esperado.

A partir desses estudos para validacdo do modelo, diversos trabalhos tém
utilizado o LCE para avaliar o efeito de drogas sobre a ansiedade, partindo do pressuposto de
que drogas que aumentem a atividade nos bragos abertos sdo consideradas ansioliticas
enquanto que drogas que reduzam a exploracdo dos bragos abertos s3o consideradas
ansiogénicas (Kumar et al., 2007; Mendes-Gomes, 2005; Rodgers e Johnson, 1995; Griebel,
1993; Lister, 1987).

Além da utilizagdo do LCE para a avaliagdo da ansiedade, varios laboratorios
tém empregado esse modelo para avaliar mecanismos relacionados a aprendizagem e a
memoria, por meio do protocolo Teste 1/Teste 2 (T1/T2) (Bertoglio e Carobrez, 2000; Espejo,
1997; Treit et al., 1993). Essa abordagem se fundamenta no fato de que uma primeira
exposicdo ao LCE altera de forma significativa as respostas comportamentais duraveis, tais
como a atividade nos bragos abertos do labirinto (nimero de entradas e tempo nos bragos
abertos) em exposi¢des subsequentes. Os resultados de alguns experimentos (Dal-Col et al.,
2003; Bertoglio e Carobrez, 2002; File et al., 1993) sugeriram que ap6s uma exploragao
inicial do aparato os roedores seriam capazes de adquirir, consolidar e recuperar algum tipo de
memoria relacionada as areas potencialmente perigosas do labirinto, os bragos abertos.

Conforme ja exposto anteriormente, Lister (1987) também ja havia verificado
que uma experiéncia prévia no LCE reduzia substancialmente o efeito do clordiazepoxido
sobre o tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos, praticamente abolindo o efeito
ansiolitico esperado para esse procedimento. Posteriormente, outros trabalhos observaram

resultados semelhantes (Bertoglio e Carobrez, 2002; Holmes e Rodgers, 1999; Rodgers e
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Shepherd, 1993) e esse fendmeno passou a ser referido como “Tolerancia a um primeiro
teste” (One Trial tolerance) (File et al., 1990).

Dessa forma, diversos estudos foram conduzidos para explicar essa perda de
efeito ansiolitico por benzodiazepinicos, sugerindo hipoteses como habituacdo locomotora
(Dawson et al., 1994), sensibiliza¢gdo do medo dos bracos abertos (Rodgers e Shepherd,
1993), e mudanga qualitativa no estado emocional na segunda exposi¢do ao LCE (Holmes e
Rodgers, 1999).

A fim de estudar tais hipoteses, Roy e colaboradores (2009) conduziram um
estudo comparando ratos forgados a explorar o LCE com ratos que exploraram livremente o
aparato, além de verificar o efeito do clordiazepoxido sobre esses animais. A partir dos
resultados desse estudo, os pesquisadores sugeriram que o aumento da esquiva dos bragos
abertos seria uma tendéncia incondicionada e nao dependente de aprendizagem, uma vez que
os animais que exploraram livremente o LCE apresentaram comportamento semelhante ao do
grupo com exploragdo forcada. Assim, o aumento da esquiva dos bragos abertos estaria
diretamente ligado a questdes ambientais como a auséncia de tigmotaxia ou o contraste de
luminosidade entre os bragos abertos e fechados. Porém, mesmo neste caso, para que a
atividade nos bracos abertos do animal se inicie baixa durante a exposi¢cao ao labirinto no
segundo dia, seria necessario evocar a memoria destas caracteristicas ambientais, o que

caracteriza aprendizagem.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve por objetivo geral verificar o efeito da clorfeniramina
e da zolantidina sobre a ansiedade e memoria emocional de camundongos expostos e re-
expostos ao Labirinto em Cruz-Elevado.

Para esse propdsito foram realizados dois experimentos com seus respectivos

objetivos especificos.

2.2. Objetivo Especifico do Experimento 1
O experimento 1 teve por objetivo verificar os efeitos da clorfeniramina e da
zolantidina sobre a consolidagdo da memoria emocional em camundongos expostos e re-

expostos ao Labirinto em Cruz-Elevado.

2.3. Objetivo Especifico do Experimento 2
O experimento 2 teve por objetivo verificar os efeitos da clorfeniramina e da
zolantidina sobre a ansiedade e recuperagdo da memoria emocional em camundongos

expostos e re-expostos ao Labirinto em Cruz-Elevado.
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3. EXPERIMENTO 1: Efeitos da clorfeniramina ¢ da zolantidina sobre a consolidacao da

memoria emocional

3.1. Materiais e métodos

3.1.1. Sujeitos

Foram utilizados 41 camundongos machos, adultos, experimentalmente
ingénuos, da cepa Suico-albino (Universidade Federal de Sao Carlos- SP- Brasil), pesando
30-35g a época dos experimentos. Estes habitavam gaiolas (41 x 34 x 16 cm) em grupos de 10
animais em ambientes com ambos, temperatura (24 + 1° C) e luz (ciclos com 12h de luz e 12
h escuro, com inicio da fase clara as 7:00h da manha) controlados. Todos os testes foram
conduzidos durante a fase de luz do ciclo, entre 9:00 e 16:00h. A comida e agua eram
disponibilizadas livremente, com exce¢do ao breve periodo de realiza¢do dos testes. Todos os
procedimentos foram submetidos ao Comité de FEtica de Experimentacio Animal da
Universidade Federal de Sao Carlos (028/2007). Foram realizados todos os esforgos para

minimizar o sofrimento dos animais.

3.1.2. Drogas e tratamento

O antagonista do receptor H,;, clorfeniramina (CPA) (Sigma, EUA) e o
antagonista do receptor H, zolantidina (ZOL) (Sigma, EUA) foram dissolvidos em salina as
concentragdes de 8 e 10 mg/kg respectivamente. Essas drogas atravessam a barreira hemato-
encefalica e assim, foram administradas intraperitonealmente (i.p.) a um volume de 2 ml’kg
de peso corporal, de tal forma que as doses finais utilizadas foram de 16 mg/kg de CPA e 20

mg/kg de ZOL. Essas doses foram escolhidas com base em experimentos anteriores (Cofiel e
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Mattioli, 2006; Faganello e Mattioli, 2008; Faganello e Mattioli, 2007;). Inje¢des de salina
(SAL) de mesmo volume foram utilizadas como controle.

Tanto as drogas como a salina foram colocadas em tubos Eppendorf
codificados e mantidos sob refrigeracdo. Essa codificacdo era desconhecida do pesquisador

durante a realizagao dos testes e da analise comportamental.

3.1.3. Aparato experimental e procedimento geral

O aparato utilizado para os testes foi o Labirinto em Cruz Elevado que foi
modificado de modelos validados para ratos (Pellow et al., 1985) e camundongos (Lister,
1987). O LCE foi construido em madeira com as paredes dos bragos fechados construidas
com vidros transparentes. O Labirinto consistia de quatro bragos, dois abertos (30cm x Scm x
0,25 cm) e dois bragos fechados (30cm x 5cm x 15¢m), estendidos a partir de uma plataforma
central (Scm x 5cm) e elevado do solo a uma altura de 38,5 cm (Figura 2). Todos os testes
foram conduzidos sob iluminagdo moderada (771x) medida na plataforma central do LCE,

durante a fase clara do ciclo de luz.
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Figura 2: Representacdo esquematica do Labirinto em Cruz Elevado utilizado nos experimentos.

Para facilitar a adaptagdo, os animais foram transportados a uma sala do
laboratorio iluminada de forma moderada no dia do teste, ¢ mantidos sem perturbagdo por
pelo menos 1 hora antes do inicio dos testes. Os experimentos foram realizados em dois dias
consecutivos: Teste 1 (T1) e Teste 2 (T2).

Em ambos os dias de teste, a sessdo se iniciava com a colocac¢do do sujeito na
plataforma central do LCE, com a face voltada para um dos bragos abertos e foram permitidos
5 minutos de exploracdo do labirinto. Apos cada sessdo de teste realizada com os animais, o
labirinto era completamente limpo com alcool 20% (v/v). O comportamento dos animais foi
gravado por uma camera posicionada acima e a 50° do labirinto, para permitir a discriminagao
e documentagdo dos comportamentos que foram analisados. O sinal de video foi também

observado em tempo real, em um monitor posicionado em outra sala para controlar a
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realizagdo dos testes.

3.1.4. Planejamento Experimental

De acordo com a injegdo recebida pelos sujeitos, foram formados trés grupos: o
grupo CPA (n=13) que recebeu uma injecdo de CPA (16 mg/kg), grupo ZOL (n=14) que
recebeu uma injecdo de ZOL (20 mg/kg) e grupo SAL (n=14) que recebeu uma inje¢do de
salina.

No inicio do experimento, cada animal era exposto ao LCE individualmente,
de acordo com o descrito no procedimento geral, e logo em seguida recebia uma das injegdes
de acordo com o grupo ao qual pertencia. Apds 24 horas, o animal era novamente exposto ao

LCE. O esquema do planejamento experimental esta ilustrado na Figura 3.

24 horas

Exposicao ao LCE
e
(5min)

Figura 3: Esquema de realizagdo do Experimento 1.

Re-exposicao ao
LCE (T2)

(5min)

3.1.5. Andlise dos comportamentos

As imagens dos testes foram assistidas por um observador treinado utilizando
um software de analise comportamental denominado X-Plot-Rat versdo 3.0 (Garcia et al.,

2005). As variaveis comportamentais analisadas foram definidas de acordo com estudos
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anteriores (Rodgers e Johnson, 1995; Nunes-de-Souza et al., 2008). Dessa forma, foram
avaliadas: as entradas nos bragos abertos e fechados (EBA e EBF) (as entradas nos bragos
foram definidas como todas as quatro patas dentro do braco do labirinto), total de entradas e
tempo de permanéncia dentro dos bracgos abertos e fechados e na plataforma central. Essas
medidas foram utilizadas para calcular o percentual de entradas nos bragos abertos {%EBA;
[(EBA/total de entradas) x 100]} e percentual de tempo de permanéncia nos bragos abertos
{%TBA; [(TBA/300) x 100]}.

Os indices de ansiedade e memoria foram avaliados através do paradigma
T1/T2 (Bertoglio et al., 2006; Dal-Cdl et al., 2003). Os indices de ansiedade compreenderam
%EBA e %TBA em T1. Durante a re-exposicao, a diminui¢do da atividade nos bragos abertos
(entradas e tempo gasto nos bragos abertos) foi definida como indice de aprendizagem e
memoria. A atividade locomotora foi avaliada pelo nimero de entradas nos bragos fechados

(Carobrez e Bertoglio, 2005; Menard e Treit, 1999; Rodgers et al., 1997).

3.1.6. Local de realiza¢éo dos experimentos

A manuten¢do dos animais pertencentes a amostra dos experimentos e os testes
comportamentais foram realizados no laboratéorio do Grupo de Psicobiologia do
Departamento de Psicologia da Universidade Federal de Sdo Carlos, por meio de uma
colaboragdo com a Prof®. Dr*. Azair L. M. do Canto de Souza.

A andlise das imagens e os demais procedimentos para a conclusdo do presente
estudo foram realizados no Laboratério de Neurociéncias do Departamento de Fisioterapia da

Universidade Federal de Sao Carlos.
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3.1.7. Analise estatistica

Todos os resultados foram inicialmente submetidos ao teste de Levene para
verificar a homogeneidade de variancia.

Os resultados foram comparados por meio da ANOVA de duas vias com
medidas repetidas (fator A: tratamento, fator B: dias de teste) e, quando apropriado, foi
realizado o teste post-hoc Student-Newman-Keuls. O nivel de significancia adotado foi de p<

0,05. Todos os testes foram realizados pelo programa GB-STAT.
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3.2. Resultados do Experimento 1

A Figura 4 apresenta os resultados de EBA (painel A), %EBA (painel B), TBA
(painel C) e %TBA (painel D) exibidos pelos camundongos dos trés grupos experimentais em
T1 e T2. A ANOVA de duas vias nao revelou diferengas entre os grupos com relacio a
nenhuma das varidveis tanto em T1 quanto em T2: EBA (F34,=0,17287; p=0,8419), %EBA
(F341=1,6889; p=0,1983), TBA (F34,=1,01667; p=0,3714) e %TBA (F34,=1,01673;
p=0,3714).

No entanto, a ANOVA de duas vias evidenciou diferencas significativas entre
os resultados de T1 e T2 com relagdo a todas as variaveis: EBA (F34,=27,90115; p<0,0001),
%EBA (F341=671,24876; p<0,0001), TBA (F341=42,75455; p<0,0001) ¢ %TBA (Fs4
=42,75445; p<0,0001). O teste para comparacdes multiplas Student-Newmann-Keuls revelou
que todas as variaveis se reduziram em T2 para os animais tratados com SAL, ZOL ou CPA,

portanto apresentando redugdo da atividade nos bragos abertos.
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Figura 4: Média (+EPM) de EBA — entradas nos bragos abertos (painel A), %EBA — percentual de entradas nos
bragos abertos (painel B),TBA — tempo nos bragos abertos (painel C) e %TBA — percentual de tempo nos bragos
abertos (painel D). A ANOVA de duas vias ndo revelou deferengas entre os grupos com relagdo a essas
variaveis, mas revelou diferengas entre T1 e T2. Os asteriscos indicam a diferenga entre T1 e T2 por meio do

teste Student-Newmann-Keuls, dos grupos tratados com SAL, ZOL e CPA imediatamente ap6s T1.

A atividade nos bragos fechados estd representada na Tabela 1. A ANOVA de
duas vias ndo evidenciou diferencas entre os grupos para as entradas nos bragos fechados
(F3.41=1,04875; p=0,3603) e percentual de entradas nos bracos fechados (F34,=1,20568; p=0,
3107). Da mesma forma, ndo houve diferencas nas entradas nos bragos fechados entre os

resultados de T1 e T2, portanto, ndo houve alteragdo da atividade locomotora desses animais.

Tabela 1: Média (£tEPM) da atividade nos bragos fechados, em T1 e T2, dos grupos tratados com SAL, ZOL e
CPA ap6s a exposicdo ao LCE em T1. A ANOVA de duas vias nio revelou diferencas entre os grupos ou entre

T1 e T2 para EBF (entradas nos bragos fechados) e para %EBF (percentual de entradas nos bracos fechados).

Variavel SAL Z0OL CPA
T1 T2 T1 T2 T1 T2

EBF 12,71+ 0,97 10,64+ 1,62 12,00+ 0,71 9,93+ 1725 10,00+ 1,16 9,00+ 125
%EBF 68,86+ 2,80 78,78+ 3,29 67,86+ 3,50 78,10+ 4,18 59,75+ 3,05 7581+ 4735
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3.3. Discusséao do Experimento 1

No experimento 1, os grupos tratados com CPA e ZOL apresentaram um
comportamento semelhante ao apresentado pelos animais do grupo controle, uma vez que,
ambos diminuiram a atividade nos bragos abertos entre T1 e T2. Essa reducdo na atividade
nos bragos abertos ¢ atribuida, entre outras hipdteses, ao fato de que os espagos abertos
provoquem comportamentos relacionados ao medo nesses animais (Pellow et al. 1985).

Estudos utilizando protocolos de exposi¢ao e re-exposi¢do do animal ao LCE
ja verificavam que a redugdo da atividade nos bracos abertos verificada ao longo da primeira
exposicdo se mantinha em uma segunda exposicao (File et al., 1990; Espejo, 1997; Bertoglio
e Carobrez, 2000). Assim, alguns pesquisadores passaram a relacionar essa diminui¢do da
atividade nos bragos abertos (entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos) durante a
re-exposi¢ao como indice de aprendizagem e memoria (Bertoglio et al., 2006; Rodgers et al.,
1997).

Dessa forma, podemos sugerir que nas condigdes experimentais apresentadas
no experimento 1, os animais tratados tanto com a CPA quanto com a ZOL, nas doses de 16
mg/kg e 20 mg/kg respectivamente, foram capazes de consolidar a informagdo adquirida na
primeira exposicdo ao LCE. Assim, a administragdo dessas drogas ndo alterou de forma
significativa os processos de consolidagdo da memoria dos animais referentes ao presente
modelo.

Muitos estudos tém verificado os efeitos da histamina e de seus antagonistas na
aprendizagem e memoria em vertebrados, com resultados contraditorios. Dentre esses estudos
verificamos que a administra¢do intracerebroventricular de histamina facilitou a retencdo do
condicionamento ao teste de esquiva inibitéria (De Almeida e Izquierdo, 1986) e que

aplicagdo de histamina no hipocampo ventral de ratos prejudicou o condicionamento de
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esquiva ativa (Alvarez e Banzan, 2008). Da mesma forma, agonistas histaminérgicos foram
capazes de melhorar a recuperagdo da memoria espacial no labirinto aquatico (Smith et al.
1994), assim como a administracdo de CPA, uma antagonista H;, foi capaz de facilitar a
retengdo de memoria de esquiva inibitéria (Zarrindast et al., 2002). Estudos anteriores em
nosso laboratdrio, também ja verificaram um papel facilitador da CPA em experimentos de
esquiva inibitoria em Carassius auratus tanto sobre a aquisi¢do (Cofiel e Mattioli, 2006)
quanto sobre a retencdo da memoria (Medalha et al., 2000).

De forma semelhante, experimentos realizados sobre o receptor H, também
tém revelado sua atuagdo em processos de aprendizagem e memoria. A administragdo de
zolantidina, antagonista H,, apresentou efeito inibitorio sobre a aquisi¢do do condicionamento
de esquiva inibitoria em Carassius auratus (Cofiel e Mattioli, 2006). Por outro lado, estudos
realizados com a utilizagdo de agonistas histaminérgicos verificaram agdo facilitatoria via H;
sobre a retencdo de esquiva passiva (Onodera et al., 1998) e sobre a consolidagdo da esquiva
inibitoria em ratos (Da Silva et al., 2006).

De acordo com Brandao e colaboradores (2003), os processos preparatdrios de
orientacdo ao perigo, medo e esquiva parecem estar ligados a ansiedade. Dessa forma, a
facilitacdo da memoria verificada nos estudos de Medalha e colaboradores (2000) e Cofiel e
Mattioli (2006), poderia estar ligada a um efeito ansiogénico provocado pela CPA em
conjunto com o componente punitivo caracteristico do modelo de esquiva inibitoria. Todavia,
esses estudos ndo esclareceram completamente essa relacdo entre ansiedade e memoria
ligadas ao sistema histaminérgico. Assim, o presente trabalho foi desenvolvido de forma a
analisar o efeito da CPA sobre um modelo de memoria emocional sem a utilizagdo de um
estimulo aversivo externo.

No entanto, os dados do experimento 1 ndo sugerem que os antagonistas H; e

H, provoquem alteragdes na capacidade dos animais experimentais quanto a consolidagao da
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memoria relacionada ao LCE. Tal caracteristica talvez seja devida as diferengas do modelo
experimental, uma vez que o LCE se baseia numa aversdo incondicionada que roedores
apresentam a espagos abertos, e assim, difere de modelos com esquiva inibitéria que
dependem de um componente punitivo para eliciar alteragdes comportamentais nos animais
expostos ao modelo (Rodgers e Cole, 1994).

Certamente, novos estudos envolvendo as demais fases da memoria, além de
experimentos envolvendo injecdes centrais de drogas histminérgicas em sitios especificos,
poderiam elucidar o envolvimento do sistema histaminérgico sobre a aprendizagem

emocional relacionada ao LCE.
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4, EXPERIMENTO 2: Efeito da clorfeniramina e da zolantidina sobre a ansiedade e sobre

a aquisi¢do e recuperagdo da memoria emocional.

4.1. Materiais e métodos
4.1.1. Sujeitos

Foram utilizados 123 camundongos machos adultos, experimentalmente
ingénuos, da cepa Suico-albino (Universidade Federal de Sao Carlos- SP- Brasil), pesando
30-35g a época dos experimentos. As mesmas condi¢des ambientais assim como 0s mesmos

procedimentos éticos descritos no Experimento 1 foram mantidos.

4.1.2. Drogas

Zolantidina (ZOL) (Sigma, USA) e clorfeniramina (CPA) (Sigma, USA) foram
dissolvidas em solugdo estéril de salina a 0,9%. As injegdes foram administradas
intraperitonealmente (i.p.) a um volume de 2 ml/kg de peso corporal.

Da mesma forma que no Experimento 1, tanto as drogas como a salina foram
colocadas em tubos Eppendorf codificados e mantidos sob refrigeragdo. Essa codificagdo era

desconhecida do pesquisador durante a realizagao dos testes ¢ da andlise comportamental.

4.1.3. Aparato experimental e procedimento geral
O aparato utilizado no Experimento 2 foi o Labirinto em Cruz Elevado (LCE).

O LCE e os procedimentos gerais para a utilizagdo do mesmo estao descritos no Experimento

1.

4.1.4. Planejamento experimental

Os amostra inicial de camundongos foi dividida em seis grupos de acordo com
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a inje¢do I.p. administrada: um grupo que recebeu zolantidina na dose de 20 mg/kg, e seu
respectivo grupo controle que recebeu salina; um grupo que recebeu clorfeniramina na dose
de 8 mg/kg e seu respectivo grupo controle que recebeu salina; e um grupo que recebeu
clorfeniramina na dose de 16 mg/kg, também com seu respectivo grupo controle que recebeu
salina. Os procedimentos com cada uma das doses de CPA assim como os procedimentos
com a zolantidina foram conduzidos de forma independente, o que tornou necessario a
utilizagao de trés grupos controle.

No inicio dos experimentos, cada animal recebia a inje¢ao referente ao grupo a
que pertencia e 40 minutos ap6s a injecdo, os camundongos eram expostos pela primeira vez
ao LCE (T1). Apos 24 horas (T2), cada um dos grupos foi subdividido em dois novos grupos
que recebiam novamente a injecdo de uma das drogas ou de salina antes da re-exposi¢ao ao
labirinto. A Figura 5 apresenta um esquema com a formagdo dos grupos experimentais

formados em T1 e T2.
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Figura 5: Formac¢do dos grupos experimentais durante a realizagdo do
experimento 2. Inicialmente, foram formados seis grupos em T1 e cada um

desses grupos deu origem a dois novos grupos em T2.

Os grupos experimentais formados apods a divisdo em T2 estdo representados

na Tabela 2, cada qual com seu respectivo numero de individuos.
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Tabela 2: Grupos experimentais, com os respectivos numeros de sujeitos, formados a partir da divisdo em T2
dos animais que receberam de zolantidina (ZOL), na dose de 20mg/kg, ou clorfeniramina (CPA) nas doses de

8mg/kg ou 16mg/kg antes da exposi¢do e da re-exposi¢do ao LCE.

Drogas Grupos

ZOL20mg/kg  SAL-SAL (n=11)  SAL-ZOL (n=9) ZOL-SAL (n=10) ZOL-ZOL (n=11)
CPA 8mg/kg SAL-SAL (n=13)  SAL-CPA (n=10) CPA-SAL (n=8) CPA-CPA (n=9)
CPA l16mg/kg  SAL-SAL (n=12)  SAL-CPA (n=10) CPA-SAL (n=10) CPA-CPA (n=10)

4.1.5. Anélise dos comportamentos
A analise dos comportamentos e as varidveis consideradas nesse estudo sdo as

mesmas do Experimento 1.

4.1.6. Analise Estatistica

Todos os resultados foram inicialmente submetidos ao teste de Levene para
verificar a homogeneidade de variancia.

Os dados de T1 foram comparados por meio do teste T-Student. Os dados dos
grupos formados a partir da divisdo em T2 foram comparados por meio da ANOVA para
medidas repetidas. Valores significativos de F foram seguidos do teste LSD de Fischer (teste
T protegido). O nivel de significancia estatistica adotado foi p < 0,05. Todos os testes foram

realizados por meio do programa GB-Stat.
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4.2. Resultados do Experimento 2

Todos os resultados apresentados nesse capitulo estdo expressos por meio da

média e Erro Padrao da Média (EPM).

4.2.1. Analise dos resultados da exposicéo
A Figura 6 apresenta os resultados de %EBA e de %TBA obtidos durante a
exposi¢ao dos grupos tratados com SAL ou ZOL antes da exposi¢do ao LCE. O teste T-

student ndo revelou diferengas entre os grupos para %EBA (p=0,4676) ¢ %TBA (p=0,7965).
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Figura 6: Média (:tEPM) de %EBA (percentual de entradas nos bragos abertos) ¢ %TBA (percentual de tempo
nos bragos abertos) em T1 para os grupos tratados com 20 mg/kg de ZOL ou SAL antes da exposi¢do ao LCE. O

teste T-student ndo evidenciou diferengas entre os grupos para nenhuma das variaveis.

Da mesma forma, ndo foi verificada diferengca com relacdo a atividade
locomotora, uma vez que o teste T-student ndo demonstrou diferenga (p=0,7307) entre os
grupos SAL (9,35+0,66) e ZOL (9,67+0,59) na variavel EBF.

A Figura 7 apresenta os resultados obtidos a partir da exposi¢do dos grupos
tratados com SAL ou CPA na dose de 8,0 mg/kg antes da exposicdo ao LCE. O teste T-

student nao revelou diferencas para %EBA (p=0,633) ¢ %TBA (p=0,4442).
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Figura 7: Média (:tEPM) de %EBA (percentual de entradas nos bragos abertos) e %TBA (percentual de tempo
nos bragos abertos) em T1 para os grupos tratados com 8,0 mg/kg de CPA ou SAL antes da exposicdo ao LCE.

O teste T-student ndo evidenciou diferengas entre os grupos para nenhuma das variaveis.

Com relagdo a EBF, os grupos SAL (146,46+ 5,84) e CPA (145,16+10,56) ndo
apresentaram diferengas no teste T-student (p=0,2079). Dessa forma, ndo ha diferenca na
atividade locomotora desses animais.

Podemos observar na Figura 8 os resultados da exposi¢cdo, para os grupos
tratados com SAL ou CPA na dose de 16 mg/kg antes da exposigdo ao LCE. O teste T-student
revelou diferencas entre os grupos em ambas as variaveis: %EBA (p<0,0001) e %TBA
(p=0,0014). Dessa forma, podemos verificar que os animais que receberam CPA nessa dose

apresentaram menores valores de %EBA (p<0,0001) e %TBA (p=0,0014).

40 40 -
35 | £ 35
30 - 30
25 25
< * <
g 20 B 20
& ® T
15 | 15 - T *
10 | 10
5I 5.- -
SAL CPA SAL CPA

Figura 8: Média (+EPM) de %EBA (percentual de entradas nos bragos abertos) e %TBA (percentual de tempo
nos bragos abertos) em T1 para os grupos tratados com CPA, na dose de 16mg/kg, ou SAL antes da exposigdo ao
LCE. O grupo CPA evidenciou menores valores em ambas as variaveis. Os asteriscos representam as diferengas

estatisticas entre os grupos verificadas por meio do teste T-student (p<0,05).
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Com relagao a EBF, o teste T-student ndo verificou diferencas (p=0,2079)

entre os grupos SAL (13,14+ 0,87) e CPA (16,1+ 1,08). Portanto, ndo ha diferenca entre a

atividade locomotora dos dois grupos experimentais.

4.2.2. Andlise dos resultados da exposicao e re-exposicao

A Figura 9 apresenta os resultados de %EBA e %TBA, em T1 e T2, para os

grupos formados a partir da divisdio em T2 e que receberam salina ou zolantidina. Na

comparagdo dos resultados entre T1 e T2 a ANOVA para medidas repetidas explicitou

diferengas para todos os grupos experimentais em ambas as variaveis: %EBA (F=26,38826;

p<0,0001) e %TBA (F=27,34985; p=0,000126). O teste LSD de Fisher mostra que ambas as

varidveis apresentam uma redug¢do em T2 para animais dos grupos SAL-SAL, SAL-ZOL,

ZOL-SAL e ZOL-ZOL demonstrando uma redu¢dao da atividade nos bragos abertos em

relagdo a T1.
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Figura 9: Média (xEPM) de %EBA (percentual de entradas nos bragos abertos) e %TBA (percentual de

tempo nos bragos abertos) dos grupos formados a partir da divisdo em T2, tratados com 20 mg/kg de ZOL

ou SAL. A ANOVA para medidas repetidas revelou diferengas entre T1 e T2. Os asteriscos indicam

diferengas (p<0,05) verificadas entre T1 e T2 por meio do teste LSD de Fisher para todos os grupos

experimentais.

Na comparacao entre T1 e T2 para os grupos que receberam salina ou CPA na

dose de 8 mg/kg, formados a partir da divisao em T2 (Figura 10), podemos verificar, por meio
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da ANOVA para medidas repetidas, diferengas nas varidveis %EBA (F=46,39683; p<0,0001)
e %TBA (F=28,12491; p<0,0001). O teste LSD de Fisher evidenciou redugdo entre T1 e T2

em ambas as variaveis para os grupos SAL-SAL, SAL-CPA, CPA-CPA ¢ CPA-SAL.
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Figura 10: Média (+EPM) de %EBA (percentual de entradas nos bragos abertos) e %TBA (percentual de
tempo nos bragos abertos) dos grupos formados a partir da divisdo em T2, tratados com 8,0 mg/kg de CPA
ou SAL. A ANOVA para medidas repetidas revelou diferengas entre T1 e T2. Os asteriscos indicam
diferengas (p<0,05) entre T1 e T2 verificadas por meio do teste LSD de Fisher para todos os grupos

experimentais.

A Figura 11 apresenta a comparagdo entre T1 e T2 por meio da ANOVA para
medidas repetidas, dos grupos formados a partir da divisdo em T2 e que receberam inje¢des
de salina ou CPA na dose de 16 mg/kg. Podemos verificar diferengas em %EBA
(F=21,91818; p<0,0001) e %TBA (F=32,5356; p<0,0001). O teste LSD de Fischer evidenciou
reducdo tanto em %EBA quanto em %TBA para os grupos SAL-SAL e SAL-CPA, mas ndo
para os grupos CPA-SAL e CPA-CPA. Ou seja, houve reducido da atividade nos bragos
abertos para os grupos que, em T1, receberam SAL, mas ndo para os grupos que receberam

CPA.
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Figura 11: Média (+EPM) de %EBA (percentual de entradas nos bragos abertos) e %TBA (percentual de
tempo nos bragos abertos) para os grupos formados a partir da divisdo em T2 e tratados com CPA, na dose
de 16 mg/kg, ou SAL. A ANOVA para medidas repetidas revelou diferengas entre T1 e T2. Os asteriscos
indicam diferengas (p<0,05) verificadas por meio do teste LSD de Fisher, entre T1 e T2 para os grupos

SAL-SAL e SAL-CPA, mas ndo para os grupos CPA-SAL e CPA-CPA.
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4.3. Discussédo do Experimento 2

No experimento 2, pudemos verificar que os animais tratados com a ZOL, na
dose de 20 mg/kg, e a CPA, na dose de 8 mg/kg, ndo apresentaram alteracao da atividade nos
bracos abertos na primeira exposi¢ao ao LCE quando comparados ao grupo controle, € assim,
sugere-se, que nessas doses, essas drogas ndao tenham efeito sobre a ansiedade em
camundongos.

Por outro lado, verificamos que o grupo tratado com CPA com a dose de 16
mg/kg apresentou uma atividade reduzida nos bragos abertos ja na primeira exposicdo ao
LCE. Inicialmente, poderiamos associar essa reducao da atividade nos bragos abertos ao
efeito sedativo verificado em trabalhos anteriores sobre antagonistas dos receptores H; (Izumi
et al, 2008; Adelsberg, 1997; Goldberg, 1987). Tal efeito sedativo reduziria a atividade
locomotora dos animais, € assim, faria com que entrassem menos nos bragos abertos, mas
também nos bragos fechados. Porém, podemos verificar que a atividade desses animais nos
bracos fechados nao foi diferente dos animais do grupo controle, e assim, podemos considerar
que a atividade locomotora nao foi afetada. Assim, a menor atividade nos bragos abertos
verificada pode ser atribuida a existéncia de um efeito ansiogénico da CPA, na dose de
l16mg/kg, em camundongos.

Kumar e colaboradores (2007) verificaram a existéncia de um efeito
ansiogénico em camundongos que receberam injegdes i.p. de r-histidina. Tal efeito foi
antagonizado pela pirilamina (antagonista H;), mas nao foi antagonizado pela aplicacdo de
zolantidina (antagonista H,) ou de tioperamida (antagonista Hs). Em nosso estudo, a
zolantidina também ndo afetou a ansiedade desses animais, corroborando o estudo de Kumar
(2007), porém, nossos resultados indicaram a existéncia de um efeito ansiogénico para a CPA

(antagonista H;).
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Estudos realizados com inje¢des de histamina em regides encefalicas tais como
hipocampo ventral (Rostami et al., 2006) e septo lateral (Zarrindast et al., 2008) indicaram um
efeito ansiogé€nico induzido pelo aumento dos niveis centrais de histamina. De forma
semelhante, Frisch e colaboradores (1998) verificaram que a lesdo da regido E2 do nucleo
tuberomamilar de ratos pode induzir efeito ansiolitico no LCE, devido a morte de neurdnios
histaminérgicos, o que acarretaria menor atividade desse sistema. Adicionalmente, um estudo
de Privou e colaboradores (1998) verificou que a administracdo de CPA e de ranitidina na
regido do nucleo basal magnocelular apresentou efeito ansiolitico em ratos também expostos
ao LCE.

Por outro lado, Zarrindast e colaboradores (2006) verificaram que
administracao de histamina na regido CA1 do hipocampo provocou efeito ansiolitico em ratos
submetidos ao LCE e que tal efeito foi antagonizado pela administracdo de pirilamina e
ranitidina na mesma regido. Assim, esse estudo sugeriu a existéncia de um efeito ansiogénico
de antagonistas H; e H; nessa regido. Relacionando os dados de Zarrindast (2006) com os
nossos resultados podemos sugerir que a CPA teria uma atividade potencializada em CA1l, no
modelo do presente estudo, ou seja, uma injecdo sistémica realizada anteriormente a
exposicdo ao LCE. Porém, para que tal hipétese seja comprovada, estudos devem ser
conduzidos no sentido de verificar se o efeito ansiogénico da administragdo de antagonistas
H; e H; em CALl, verificado em ratos, também seja verificado em camundongos.

Além de estudos sobre ansiedade, outra caracteristica importante da utilizagdo
do LCE em estudos comportamentais ¢ o fato de que uma experiéncia anterior do animal ao
seu ambiente, reduz de forma significativa a atividade nos bragos abertos em uma re-
exposicdo (Rodgers, 1996). Assim, o aumento na esquiva dos bragos abertos com a repeti¢ao

das exposigdes foi verificado em varios estudos (Dal-Col et al., 2003; File et al., 1990;
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Espejo, 1997; Bertoglio e Carobrez, 2000; Bertoglio et al., 2006; Canto de Souza, 2002) e tal
comportamento ¢ associado como indice de aprendizagem emocional (Dal-Cél et al., 2003).

No experimento 2, a comparacdo dos resultados da exposi¢ao e re-exposi¢ao
dos grupos formados a partir da divisdo em T2, mostra que os animais tratados com ZOL ou
CPA (8 mg/kg) também nio se diferenciaram daqueles tratados somente com SAL. Assim,
todos os grupos apresentaram uma reducao na atividade nos bragos abertos na re-exposi¢ao ao
LCE. Tal resultado corrobora estudos anteriores que ja descreveram essa forma de
aprendizagem (Bertoglio et al., 2006; Dal-Coél et al., 2003; Bertoglio e Carobrez, 2000;
Espejo, 1997, Rodgers, 1996; File et al., 1990).

Dessa forma, podemos sugerir que nas condigdes experimentais apresentadas
no presente estudo, a ZOL e a CPA (8 mg/kg) ndo produziram efeitos significativos sobre os
processos de aprendizagem e memoria emocional desses animais e assim, estes foram capazes
de adquirir, consolidar e recuperar a informagao aversiva relacionada ao modelo do LCE.

Com relacdo a dose de 16 mg/kg de CPA, a comparacido dos resultados da
exposicao e re-exposi¢ao mostra uma reducao na atividade nos bracos abertos para os animais
que receberam SAL antes da exposi¢do, enquanto que os animais que receberam CPA (16
mg/kg) ndo alteraram a atividade nos bragos abertos entre a exposi¢cdo e a re-exposicao ao
LCE. Inicialmente, esse resultado pode ser explicado pelos baixos valores de %EBA e de
%TBA verificados para os grupos que receberam CPA (16 mg/kg) antes da primeira
exposicdo ao LCE, e assim, a permanéncia desses animais nos bragos abertos talvez tenha
sido insuficiente para iniciar os processos de memoria relacionados ao modelo.

Porém, de acordo com Roy e colaboradores (2009) o aumento da esquiva dos
bragos abertos seria uma tendéncia incondicionada e ndo dependente de aprendizagem.
Assim, o aumento da esquiva dos bragos abertos estaria diretamente ligado a questdes

ambientais como a auséncia de tigmotaxia ou o contraste de luminosidade entre os bragos
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abertos e fechados. Trabalhos como o de Bertoglio e Carobrez (2002), com uma andlise
minuto-a-minuto do comportamento de ratos durante a exploragdo do LCE, evidenciam a
existéncia de um decréscimo da atividade nos bragos abertos em relagdo ao tempo, durante
uma primeira exposicao do animal ao labirinto, que poderia ser explicada simplesmente como
sendo uma resposta incondicionada ao modelo experimental. No entanto, os niveis reduzidos
de atividade nos bragos abertos verificados logo no inicio de uma segunda exposi¢cdo ao
labirinto, 24 horas depois da primeira, s6 poderia ocorrer por meio da evocagdo da memoria
das referidas caracteristicas ambientais, condi¢do que caracteriza aprendizagem. Dessa forma,
reforcamos a idéia de que, no presente estudo, os animais que apresentaram uma reducao da
atividade nos bragos abertos, entre T1 e T2, tenham demonstrado esse comportamento devido
a formacao de um tipo de memoria ligada a alteragdao da novidade ambiental, comprovando a
relacdo entre os processos de aprendizagem e memoria e o LCE, ja largamente discutida em
estudos anteriores (Dal-Col et al., 2003; Cruz-Morales et al., 2002; File et al., 1993; File,

1990).
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6. CONCLUSOES FINAIS

Concluimos com base nos resultados verificados nas condigdes experimentais
explicitadas no Experimento 1, que a clorfeniramina e a zolantidina ndo afetaram a
consolidacdo da memoria emocional em camundongos.

Concluimos também, com base no Experimento 2, que a zolantidina na dose de
20mg/kg ndo apresenta efeito sobre a ansiedade ou sobre a memoria dos grupos estudados,
enquanto que a clorfeniramina apresenta um efeito ansiogénico sobre camundongos somente
na dose de 16mg/kg e tal efeito ndo permitiu que processos de aprendizagem e memoria

ligados ao LCE fossem devidamente desenvolvidos.
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ANEXO A
Dados Brutos do Experimento 1

GRUPO EBA EBF T ENTR %EBA %EBF
EX |RE |Ex |RE |ex |Re |Ex |RE |EX |RE
SAL 10 2 11 13 21 15| 47.62] 1333] 52,38] 86,67
SAL 9 4 15 12 24 16| 37,50| 25,00] 62,50 75,00
SAL 4 1 13 16 17 17| 23,53| 588 7647] 94,12
SAL 9 3 13 7 22 10| 4091 30,00] 59,09] 70,00
SAL 4 7 14 16 18 23| 2222 3043] 77,78 69,57
SAL 2 2 8 6 10 8| 20,00] 25,00] 80,00/ 75,00
SAL 5 8 21 27 26 35| 1923 22.86] 80,77 77,14
SAL 8 4 15 8 23 12| 34,78 3333] 6522] 66,67
SAL 10 0 13 6 23 6| 43,48] 0,00] 56,52 100,00
SAL 4 0 11 4 15 4] 26,67] 000] 73.33] 100,00
SAL 7 5 7 7 14 12| 50,00| 41,67] 50,00] 5833
SAL 5 3 15 11 20 14| 2500| 21,43 75,00] 78,57
SAL 5 3 14 10 19 13| 2632] 23,08] 73,68 76,92
SAL 3 2 8 6 11 8| 2727] 25,00] 72,73] 75,00
ZOL 13 5 8 5 21 10| 61,90| 50,00 38,10] 50,00
ZOL 7 2 11 5 18 7] 38,89] 28,57] 61,11 71,43
ZOL 9 8 17 10 26 18| 34,62| 4444 6538] 55,56
ZOL 5 0 10 3 15 3] 33,33] 0,00] 66,67 100,00
ZOL 6 3 9 9 15 12| 40,00| 25,00/ 60,00] 75,00
ZOL 5 2 14 11 19 13| 2632 1538] 73,68 84,62
Z0L 7 1 12 10 19 11| 3684| 9,09]63,16] 90,91
Z0L 1 3 11 7 12 10| 833] 30,00] 91,67 70,00
ZOL 6 1 17 17 23 18] 26,09 556] 73,91 9444
ZOL 4 1 13 5 17 6| 23,53] 16,67] 76,47] 8333
ZOL 4 6 13 16 17 22| 2353| 2727 76,47 72,73
Z0L 2 1 11 15 13 16| 1538| 625 84,62 93,75
ZOL 7 10 10 15 17 25| 41,18 40,00] 58,82] 60,00
ZOL 8 1 12 11 20 12| 4000| 833]60,00] 91,67
CPA 2 1 1 3 3 4] 66,67 2500]3333] 75,00
CPA 12 1 14 13 26 14| 46,15| 7.14]53,85] 92,86
CPA 3 2 14 9 17 11| 17,65| 18,18 82,35 81,82
CPA 3 0 5 3 8 3] 37,50] 0,00] 62,50 100,00
CPA 7 2 11 4 18 6| 38,89] 33,33] 61,11] 66,67
CPA 7 1 11 11 18 12| 3889| 833| 61,11 91,67
CPA 7 6 16 13 23 19| 3043| 31,58 69,57] 68,42
CPA 2 0 4 2 6 2| 33,33] 0,00] 66,67| 100,00
CPA 8 6 10 11 18 17| 4444 35291 5556] 64,71
CPA 7 7 14 16 21 23| 3333 3043] 66,67 69,57
CPA 7 7 10 12 17 19| 41,18| 36,84 58,82] 63,16
CPA 9 7 10 13 19] 20| 47,37| 3500] 52,63 65,00
CPA 9 8 10 7 19 15| 4737 53331 52,63| 46,67
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Dados Brutos do Experimento 1

GRUPO TBA %TBA TBF
EX RE |[EX |RE |EX |RE
SAL 94.82| 837| 31,61 2,79 111,74] 218,78
SAL 51,27 13,83] 17,09 4,61 171,68 242,09
SAL 27,90 4,05 9,30 135 178,67 267,27
SAL 50,45 19,45 16,82] 6,48 15520 264,94
SAL 6,76] 56,40 225 18,80 183,41| 132,87
SAL 13,79 6,87 4,60 2,29 16594| 241,97
SAL 16,77| 3433] 5,59 11,44 156,96 14535
SAL 85,25 42,73 2842 1424 123,81 128,68
SAL 82,49 0,000 27,50 0,00] 125,94| 264,88
SAL 2191 0,00 7,30] 0,00 166,76 271,51
SAL 5599] 34,99 18,66| 11,66] 14543 186,20
SAL 41,61| 18,41 13,87 6,14 161,18 188,92
SAL 2595 17,53 8,65 584 151,17 214,62
SAL 23.75| 17,62] 7,92 5,87 207.40| 232,94
ZOL 81,10 46,13| 27,03] 15,38 120,23 165,06
ZOL 6500 9.68] 21,671 323 116,06 229,66
ZOL 69,41 46,94 23.14] 15,65 150,13 175,16
ZOL 25,70 0,000 8,57 0,00 182,63| 293,76
ZOL 82,01 14,57| 27.34] 486 134,01 223,55
ZOL 21,30 13,64] 7,000 4,55 181,39] 219,15
ZOL 7596 11,77] 2532] 3,92| 121,76] 234,73
ZOL 11,62 7,83 3,87 2,61 159,71] 158,60
ZOL 43,100 522| 1437 1,74 146,04 184,05
ZOL 2835 7,11] 945 2,37 149,05| 276,52
ZOL 64,14) 4095| 2138 13,65 141,84 182,63
ZOL 1743] 2,51 581 084 201,56 182,99
ZOL 105,42| 57,46 3514 19,15 155,01 148,98
ZOL 24,63 6,56 821] 2,19 164,01| 238,11
CPA 126,17] 598 42,060 1,99 32,59 41,38
CPA 58,87 1,70| 19,62] 0,57 119,46] 212,28
CPA 15200 2,771 507 092| 181,11] 257,56
CPA 24,66| 0,00 822 0,00 192,85 288,13
CPA 79,09 13,59 26,36] 4,53 149,38 234,67
CPA 90,50 4,16/ 30,17 1,39 151,50| 214,31
CPA 3827 35,57 12,76] 11,86 148,99] 135,01
CPA 18,82] 0,000 6,27 0,00 252,85 293,06
CPA 94.93| 2927 31,64 9,76 11635| 172,75
CPA 39,00 44,43| 13,000 14,81 171,98| 164,77
CPA 58,47 41,86| 19,49] 13,95/ 100,82 133,27
CPA 60,17| 39,19| 20,06 13,06 142,55 173,61
CPA 115,74 67,21 38,58 22,40| 133,45 118,52
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Dados Brutos do Experimento 1

GRUPO %TBF T CENTRO | % T CENTRO
EX |RE |[EX |RE |[EX |RE
SAL 3725 72,93 9344 72.85| 31,15 24728
SAL 5723 80,70 77,05| 44,08] 25,68 14,69
SAL 59,56 89,09 9343 28,68 31,14 9,56
SAL 51,73) 8831 9435 15,61] 3145 520
SAL 61,14 44,29] 109,83] 110,73] 36,61] 36,91
SAL 5531 80,66 12027| 51,17] 40,09 17,06
SAL 52,32|  48.45| 12626] 120.32] 42,09 40,11
SAL 4127 42,89 90,94 128,59 3031 42,86
SAL 41,98| 8829 91,58 3512 3053 11,71
SAL 55,59 90,50 111,33] 2849 37,11 9,50
SAL 4848 62,07] 98,58 78,81] 32,86 26,27
SAL 53,73] 62,97| 9721] 92,67 32,40 30,89
SAL 50,39 71,54 122,88] 67.85| 40,96 22,62
SAL 69,13 77,65| 68.86| 4943 2295 1648
ZOL 40,08] 55,02| 98,68| 88,80 32,89 29,60
ZOL 38,69 76,55 118,94] 60,66| 39,65 20,22
ZOL 50,04 58,39 8046 77.91| 26,82] 2597
ZOL 60,88 97,92| 91,67 624 30,56 2,08
ZOL 44,67 74,52| 8398 61,88 27,99 20,63
ZOL 60,46 73,05 9731 6721] 32,44/ 2240
ZOL 40,59 78,24] 102,28] 53,51] 34,09 17,84
ZOL 5324| 52,87 128,67 133,57] 42,80 44,52
ZOL 48,68 61,35 110,86 110,73] 36,95 36,91
ZOL 49.68] 92,17| 122,60 16,37 40,87 546
ZOL 4728 60,88] 94.02| 76,42] 3134] 2547
ZOL 67,19 61,00 81,01 114,50 27,00 38,17
ZOL 51,67 49,66| 39,57| 93,55 13,19] 31,18
ZOL 54,67 7937 11136] 5533 37,12| 1844
CPA 10,86| 13,79 14124 252,64 47,08 8421
CPA 39,82 70,76 121,67] 86,02| 40,56 28,67
CPA 60,37| 85,85 103,70 39,67| 34,57 13,22
CPA 64,28 96,04 8250 11,87 27,50 3,96
CPA 4979 7822 71,52| 51,74 23,84 17,25
CPA 50,50 71,44 58,01 81,53| 1934 27,18
CPA 49.66| 45,00 112,75 129,42| 37,58 43,14
CPA 8428 97,69 2833 694 944 231
CPA 38,78| 57,58 88,73 97,98] 29,58 32.66
CPA 5733 54,92] 89.01] 9081 29,67 30,27
CPA 33,61| 44.42| 140,71 124,86| 46,90 41,62
CPA 47,52| 57.87] 9728 87.21| 32,43 29,07
CPA 44,48 3951] 5081 114,27 16,94 38,09
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ANEXO B

Dados Brutos do Experimento 2 — CPA 8 mg/kg

GRUPOS SS EBA EBF TOTAL ENTR %EBA
EX RE EX RE EX RE EX RE

SAL-SAL 1 4 0 11 11 15 11 26,67 0,00
SAL-SAL 2 2 0 11 4 13 4 15,38 0,00
SAL-SAL 3 9 6 9 19 18 25 50,00 | 24,00
SAL-SAL 4 5 1 13 9 18 10| 27,78 10,00
SAL-SAL 5 3 0 10 12 13 12| 23,08 0,00
SAL-SAL 6 5 1 10 12 15 13 33,33 7,69
SAL-SAL 7 4 3 10 11 14 14| 28,57 21,43
SAL-SAL 8 4 2 14 8 18 10 2222 20,00
SAL-SAL 9 3 4 17 15 20 19 15,00 21,05
SAL-SAL 10 8 8 13 16 21 24| 38,10] 33,33
SAL-SAL 11 4 2 13 17 9| 23,53| 2222
SAL-SAL 12 5 3 12 17 10| 2941 30,00
SAL-SAL 13 5 1 10 15 5| 33,33 20,00
SAL-CPA 1 2 1 12 23 14 24 14,29 4,17
SAL-CPA 2 2 0 15 2 17 2 11,76 0,00
SAL-CPA 3 3 0 15 18 16,67 0,00
SAL-CPA 4 16 7 15 17 31 24| 51,61 29,17
SAL-CPA 5 5 1 15 18 20 19| 25,00 5,26
SAL-CPA 6 4 1 12 10 16 11 25,00 9,09
SAL-CPA 7 2 3 13 9 15 12 13,33 25,00
SAL-CPA 8 3 4 14 18 17 22 17,65 18,18
SAL-CPA 9 3 0 13 8 16 8 18,75 0,00
SAL-CPA 10 6 4 8 11 14 15| 42.86| 26,67
CPA-SAL 1 8 3 18 21 26 24| 30,77 12,50
CPA-SAL 2 2 0 15 4 17 4 11,76 0,00
CPA-SAL 3 4 1 12 17 16 18| 25,00 5,56
CPA-SAL 4 4 2 12 17 16 19| 25,00 10,53
CPA-SAL 5 2 0 15 10 17 10 11,76 0,00
CPA-SAL 6 7 5 18 17 25 22| 28,00] 22,73
CPA-SAL 7 1 0 12 10 13 10 7,69 0,00
CPA-SAL 8 6 3 15 10 21 13| 28,57 23,08
CPA-CPA 1 8 0 17 16 25 16| 32,00 0,00
CPA-CPA 2 5 6 10 15 15 21 33,33 | 28,57
CPA-CPA 3 2 0 13 8 15 8 13,33 0,00
CPA-CPA 4 3 2 16 20 19 22 15,79 9,09
CPA-CPA 5 5 4 17 14 22 18] 2273 22,22
CPA-CPA 6 2 1 1 11 3 12| 66,67 8,33
CPA-CPA 7 5 1 18 14 23 15| 21,74 6,67
CPA-CPA 8 3 2 12 13 15 15| 20,00 13,33
CPA-CPA 9 3 0 12 12 15 12| 20,00 0,00
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Dados Brutos do Experimento 2 — CPA 8 mg/kg

GRUPOS  |SS %EBF TBA TBF T NO CENTRO
EX |RE EX RE |EX RE EX RE
SAL-SAL 1| 73,33] 100,00] 40,14| 0,00 167,52| 197,46| 92.34| 102,54
SAL-SAL 2| 84,62| 100,00 795 000| 12833 274,70| 163,71| 2530
SAL-SAL 3] 50,000 76,00| 7585 41,47| 15331] 159,70 70,84| 98,83
SAL-SAL 4| 7222] 90,00 30.62| 295| 156,17| 247.53| 11320| 49,51
SAL-SAL 5| 7692| 100,00] 53.47| 0,00| 15227| 21599| 9427| 84,01
SAL-SAL 6| 66,67] 9231| 6052 13,33] 9428| 17631 14520| 110,36
SAL-SAL 70 7143| 7857| 27,94| 23,72] 179.,59| 17030| 92,48| 105,98
SAL-SAL 8| 77,78| 80,00 31,22 7.91] 16092| 231,64| 107,86 60,45
SAL-SAL 9| 8500| 78,95| 1506| 30,59| 14320| 130,16 141,73| 139,25
SAL-SAL 10| 61,90] 66,67 56,64| 4553 100,52| 133,41| 142,84 | 121,06
SAL-SAL 11| 7647| 77,78| 3897| 13,88 182,19| 217,08 78,84| 69,05
SAL-SAL 12| 70,59 70,00| 3645| 1042| 160,72| 250,78| 102,82| 38,80
SAL-SAL 13| 66,67| 80,00] 2952| 4,00]| 147.61| 269,06| 122,88| 26,94
SAL-CPA 1| 8571 95.83 6,55 081] 19691 158,71 96,53| 14048
SAL-CPA 2| 8824| 100,00 7,67 0,00] 142,63| 288,96 149,70| 11,05
SAL-CPA 3| 8333| 100,00 3328 0,00| 172,90| 287.84| 93.82| 12,16
SAL-CPA 4| 4839| 70.83| 11502| 23,58 92,06| 144,98| 92.92| 131,44
SAL-CPA 5| 7500 9474  52,63| 1049] 13148 160,81| 11589| 128,71
SAL-CPA 6| 7500] 9091| 1944 2,59| 142,50| 22828 138,06| 69,13
SAL-CPA 7] 86,67 7500| 1044| 18,38| 172,08] 197.98| 117,49 83,64
SAL-CPA 8| 8235| 81,82 2294| 43.89| 137,09| 156,79| 139,97| 99,32
SAL-CPA 9| 8125| 100,00/ 13,00] 0,00| 146,37| 22520| 140,63| 74,80
SAL-CPA 10| 57,14 7333| 84.67| 41,60 108,03| 154,39| 107,30| 104,01
CPA-SAL 1| 69.23] 8750| 71,03| 10,83| 119,31| 160,66| 109,66 | 128.51
CPA-SAL 2| 8824| 100,00 9,05| 0,00| 11597| 268.80| 174,98 31,20
CPA-SAL 3] 7500| 9444| 2285 6,00| 17550| 189.93| 101,65| 104,07
CPA-SAL 4| 7500 8947| 6097| 1516| 164,03| 204,08 7500| 80,77
CPA-SAL 5| 8824| 100,00/ 10,50| 0,00| 18038| 172.47| 109,12 127,53
CPA-SAL 6| 72,00] 7727| 4223| 47,61| 11589 144,13| 141,88| 108,26
CPA-SAL 7] 9231 100,00 6,00 000| 17830| 25542| 115,70| 44,58
CPA-SAL 8| 7143| 7692 4419| 2423| 137.96| 188,72 117,85 87,05
CPA-CPA 1| 68,00/ 100,00] 63,80 0,00] 10505| 239,52| 131,15 60,48
CPA-CPA 2| 66,67] 7143| 2833| 6584| 10034| 12850| 171,33 105,65
CPA-CPA 3| 86,67| 100,00 1636| 0,00| 141,53| 270,89 | 142,12| 29,11
CPA-CPA 4| 8421] 9091| 30,14| 17,35] 119,88] 128,87| 149.98| 153,79
CPA-CPA 5| 7727] 7778  38.28| 19.79] 15923 | 177.24| 102,49| 102,97
CPA-CPA 6| 3333] 91,67 1641 228| 27147| 21893| 12,13| 78,79
CPA-CPA 7] 7826] 9333| 3136 249| 9881| 12843 169,83 169,09
CPA-CPA 8| 80,00| 86,67| 2278 7.17] 17131 226,00 10591| 66,83
CPA-CPA 9] 80,00 100,00 2647| 0,00| 112,67] 23500| 160,86| 65,00
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Dados Brutos do Experimento 2 — CPA 8 mg/kg

GRUPOS | SS %TBA %TBF %T CENTRO
EX RE EX RE EX RE

SAL-SAL 1] 13,38 0,00 55,84| 65,82| 30,78 34,18
SAL-SAL 2 2,65 0,00 42,78| 91,57| 54,57 8,43
SAL-SAL 3] 25,28 13,82 51,10| 53,23| 23,61| 32,94
SAL-SAL 4| 10,21 0,98 | 52,06 82,51| 37,73| 16,50
SAL-SAL 5| 17,82 0,00 50,76 72,00| 31,42 28,00
SAL-SAL 6| 20,17 4,44 | 31,43| 58,77| 48,40 36,79
SAL-SAL 7 9,31 791 59,86| 56,77| 30,83| 35,33
SAL-SAL 8| 10,41 2,64| 53,64 7721| 3595| 20,15
SAL-SAL 9 5,02] 10,20 47,73| 43,39| 47,24| 46,42
SAL-SAL 10| 18,88 | 15,18| 33,51| 44.47| 47,61| 40,35
SAL-SAL 11| 12,99 4,63| 60,73 72,36| 26,28 23,02
SAL-SAL 12| 12,15 347 53,57| 83,59 | 3427| 12,93
SAL-SAL 13 9,84 1,33 49,20 89,69| 40,96 8,98
SAL-CPA 1 2,18 0,27 65,64 52,90 32,18| 46,83
SAL-CPA 2 2,56 0,00] 47,54 96,32| 49,90 3,68
SAL-CPA 3] 11,09 0,00 57,63| 95,95| 31,27 4,05
SAL-CPA 4| 38,34 7,86 30,69| 48,33| 30,97| 43,81
SAL-CPA 50 17,54 3,50 43,83| 53,60 38,63| 42,90
SAL-CPA 6 6,48 0,86| 47,50 76,09| 46,02| 23,04
SAL-CPA 7 3,48 6,13| 57,36| 6599| 39,16 27,88
SAL-CPA 8 7,65| 14,63 | 45,70 52,26| 46,66| 33,11
SAL-CPA 9 4,33 0,00] 48,79| 75,07| 46,88| 24,93
SAL-CPA 10| 28,22| 13,87| 36,01| 51,46| 35,77| 34,67
CPA-SAL 1| 23,68 3,61 39,77| 53,55| 36,55| 42,84
CPA-SAL 2 3,02 0,00 38,66 89,60 58,33 10,40
CPA-SAL 3 7,62 2,00 58,50| 63,31| 33,88| 34,69
CPA-SAL 4| 20,32 5,05| 54,68| 68,03 25,00 26,92
CPA-SAL 5 3,50 0,00 60,13| 57,49| 36,37| 42,51
CPA-SAL 6| 14,08| 15,87| 38,63| 48,04 47,29 36,09
CPA-SAL 7 2,00 0,00 59,43| 85,14| 38,57 14,86
CPA-SAL 8| 14,73 8,08| 45,99| 62,91 39,28| 29,02
CPA-CPA 1| 21,27 0,00] 35,02| 79,84| 43,72| 20,16
CPA-CPA 2 9,44 21,95| 33,45 42,83] 57,11| 35,22
CPA-CPA 3 5,45 0,00] 47,18| 90,30| 47,37 9,70
CPA-CPA 4| 10,05 5,78| 39,96| 4296| 49,99| 51,26
CPA-CPA 5| 12,76 6,60 53,08| 59,08| 34,16 34,32
CPA-CPA 6 5,47 0,76 90,49| 72,98 4,04 26,26
CPA-CPA 7] 10,45 0,83 32,94 42,81| 56,61 56,36
CPA-CPA 8 7,59 2,39 57,10 75,33] 35,30| 22,28
CPA-CPA 9 8,82 0,00 37,56| 78,33]| 53,62| 21,67
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ANEXO C

Dados Brutos do Experimento 2 — CPA 16 mg/kg

GRUPOS | SS EBA EBF T ENTR %EBA %EBF

EX | RE | EX | RE | EX | RE | EX | RE | EX | RE
SAL-SAL 1 2 3 14 13 16 16| 12,50| 18,75| 87,50| 8125
SAL-SAL 2 4 3 14 16 18 19] 2222 15,79] 77,78| 8421
SAL-SAL 3 4 2 20 12 24 14| 16,67] 1429] 83,33] 85,71
SAL-SAL 4 4 1 11 21 15 22| 2667] 455| 7333] 9545
SAL-SAL 5 12 5 14 11 26 16| 46,15| 3125| 53.85| 68,75
SAL-SAL 6 12 8 8 15 20 23] 60,00] 34,78] 40,00 6522
SAL-SAL 7 8 5 11 13 19 18| 42,11 27,78] 57,89] 72,22
SAL-SAL 8 5 0 8 13 13 13| 3846] 0,00] 61,54]100,00
SAL-SAL 9 10 3 10 11 20 14| 50,00| 21,43] 50,00] 78,57
SAL-SAL | 10 3 2 7 13 10 15| 30,00| 13,33] 70,00| 86,67
SAL-SAL | 11 6 5 14 13 20 18| 30,00| 27,78] 70,00] 72,22
SAL-SAL | 12 9 7 15 20 24| 27| 37,50| 25,93] 62,50 74,07
SAL-SAL 1 3 0 13 11 16 11 18,75] 0,00] 81,25]100,00
SAL-SAL 2 9 4 9 9 18 13| 50,00] 30,77] 50,00] 69,23
SAL-SAL 3 6 0 14 7 20 7] 30,00] 0,00] 70,00 100,00
SAL-SAL 4 7 0 11 1 18 1] 3889 0,00]| 61,11]100,00
SAL-SAL 5 9 4 19 20 28 24| 32,14| 16,67] 67.86] 83,33
SAL-SAL 6 6 1 12 10 18 11] 3333] 9,09 66,67] 9091
SAL-SAL 7 11 24 7 24 18 48| 61,11 50,00] 38.89| 50,00
SAL-SAL 8 7 10 12 12 19 22| 36,84| 4545| 63,16] 54,55
SAL-SAL 9 4 0 10 12 14 12| 28,57] 0,00] 71,43]100,00
SAL-SAL | 10 6 2 23 29 29 31] 20,69] 645] 7931] 93,55
SAL-SAL | 11 17 12 14 16 31 28| s5484| 4286 4516| 57,14
SAL-SAL | 12 11 11 18 24 29 35| 37,93 3143 62,07] 6857
CPA-SAL 1 0 2 17 12 17 14| 0,00]| 14,29]100,00] 85,71
CPA-SAL 2 11 7 22 17 33 24| 3333 29,17| 66,67] 70,83
CPA-SAL 3 0 10 22 5 22 15| 000] 66,67]100,00] 33,33
CPA-SAL 4 1 1 17 19 18 20 556| 500] 94.44] 9500
CPA-SAL 5 2 2 18 9 20 11| 10,00]| 18,18] 90,00| 81,82
CPA-SAL 6 0 0 16 8 16 8| 0,00] 0,00]100,00] 100,00
CPA-SAL 7 4 4 22 16 26 20| 1538 20,00| 84,62| 80,00
CPA-SAL 8 10 3 13 17 23 20| 4348 1500] 56,52| 85,00
CPA-SAL 9 0 0 14 13 14 13] 000] 0,00]100,00] 100,00
CPA-SAL | 10 3 5 13 12 16 17| 18,75| 29,41 8125] 70,59
CPA-SAL | 11 1 4 30 20 31 24| 323 1667] 96,77] 83,33
CPA-CPA 1 1 1 6 5 7 6| 1429] 16,67] 8571 83,33
CPA-CPA 2 11 0 18 11 29 11| 37,93 000] 62,07]100,00
CPA-CPA 3 2 0 15 13 17 13| 11,76] 0,00] 88.24]100,00
CPA-CPA 4 2 1 11 14 13 15| 1538| 6,67| 84.62] 93,33
CPA-CPA 5 4 0 17 12 21 12| 19,05] 0,00] 80,95/ 100,00
CPA-CPA 6 3 1 13 14 16 15| 18,75] 6,67] 81,25] 93,33
CPA-CPA 7 5 1 17 13 22 14| 22,73 7,14] 7727] 92,86
CPA-CPA 8 4 1 17 12 21 13] 19,05 7.69] 8095| 92,31
CPA-CPA 9 10 2 11 13 21 15| 47,62| 1333] 52,38 86,67
CPA-CPA | 10 4 7 15 10 19 17| 21,05| 41,18] 78,95| 58,82
CPA-CPA | 11 1 4 16 16 17 20| 5.88] 20,00] 94,12] 80,00
CPA-CPA | 12 4 11 13 16 17 27| 23,53] 40,74 7647 5926
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Dados Brutos do Experimento 2 — CPA 16 mg/kg

GRUPOS | SS TBA TBF T CENTRO

EX | RE | EX | RE | EX | RE
SAL-SAL 1] 11,91] 14,12]158,97]218,75] 129,12 67,14
SAL-SAL 2| 34,57| 15,70 157,85 174,98 | 107,58 | 109,32
SAL-SAL 3] 26,89 496]159,18]23428]113,94] 60,77
SAL-SAL 4| 3929| 5.61]157,46| 184,44 103,25 109,95
SAL-SAL 5| 7545| 33,63]131,62]201,58| 92,93] 64,79
SAL-SAL 6]109,11] 53,54| 91,99]159,52| 98,90 86,95
SAL-SAL 7] 65,15] 30,20]135,61]185,08] 9924| 84,72
SAL-SAL 8| 3221 0,00]122,99]21539]144,81] 84,61
SAL-SAL 9| 5696| 11,78]139,.22]176,98|103,82] 111,24
SAL-SAL | 10| 7,96 11,48] 94,15]189,02]199.68| 99,50
SAL-SAL | 11| 5429| 49,62| 98,66 178,31]147,05| 72,07
SAL-SAL | 12| 5435| 27,75] 134,60 | 131,33] 111,06 | 140,92
SAL-SAL 1] 9,18] 0,00]168,50]175,65]122,32] 124,35
SAL-SAL 2| 9345| 47,48|131,60]184,.89| 74,95| 67,64
SAL-SAL 3] 47,79] 0,00]158,85]254,88| 9336] 45,12
SAL-SAL 4] 53,01| 0,00]16698]298,62| 80,02 1,38
SAL-SAL 5| 61,04] 21,13]134,01] 16542 104,95] 113,45
SAL-SAL 6| 42,00 322]12649]141,42]131,50] 15534
SAL-SAL 7] 148,67]109,11] 123,92 134,06| 27,42] 56,82
SAL-SAL 8| 39,59| 71,68]149,03]133,20|111,38] 95,12
SAL-SAL 9| 17,88] 0,00]183,57|14421| 98,55/ 155,79
SAL-SAL | 10| 20,73] 3,10]158,17]172,03] 121,09] 124,86
SAL-SAL | 11| 96,87| 95,19] 98,58|110,27]104,55| 94,55
SAL-SAL | 12| 69,30 68,58/ 134,67]122,18] 96,03 109,24
CPA-SAL 1| 000| 8,77]143,34]243,09]156,66| 48,14
CPA-SAL 2| 60,75 39,37] 138,64 148,29 100,61/ 112,35
CPA-SAL 3] 0,00]108,92]174,87] 42,81 125,13 14827
CPA-SAL 4| 256| 493]18542]192,52]112,02]102,56
CPA-SAL s| 875] 6,00]154,97]239,74|136,28] 54,26
CPA-SAL 6| 000] 0,00]209,86]259,60| 90,14 40,40
CPA-SAL 7] 18,01] 30,31]163,57] 166,28 118,42 103,41
CPA-SAL 8| 66,91| 16,07]14092]217,38| 92,18] 66,54
CPA-SAL 9| 000] 0,00]173,45]227.82]126,55| 72,18
CPA-SAL | 10| 44,86| 24.35] 13568/ 131,24 | 119,46 144,41
CPA-SAL | 11| 19,05] 18,49]193,34]180,69| 87,61 100,83
CPA-CPA 1] 1412 8,09]|23630|271,13| 49,58| 20,78
CPA-CPA 2| 63,60] 0,00]10833]174,94]128,07] 125,06
CPA-CPA 3] 13,74] 0,00]173,78] 190,34 | 112,48 | 109,66
CPA-CPA 4| 2336| 3.45]140,47]15428]136,17| 142,27
CPA-CPA 5| 2134] 0,00]162,81]217,96]115,85| 82,05
CPA-CPA 6| 32,06 3,66]177,03]249,13| 9091 4721
CPA-CPA 7] 22,88 2.23]14422]23747]132,90] 60,30
CPA-CPA 8| 3416| 6,29]153,59]228,61|112,26] 65,10
CPA-CPA 9| 5343] 9,36]131,89] 181,09 114,68 | 109,55
CPA-CPA | 10| 4033 62,49] 134,87 119,75 124,81 117,76
CPA-CPA | 11| 8,69] 2598]138,66]13630]152,65]137,73
CPA-CPA | 12] 28,17| 46,85| 97,98 120,40 173,85/ 132,75
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Dados Brutos do Experimento 2 — CPA 16 mg/kg

GRUPOS | SS %TBA %TBF % T CENTRO
EX | RE | EX | RE | EX | RE
SAL-SAL 1| 397 471 52,99 72,92] 43,04| 22,38
SAL-SAL 2| 11,52 523 52,62] 5833| 35.86| 36,44
SAL-SAL 3] 896] 1,65| 53,06] 78,09] 37,98] 20,26
SAL-SAL 4] 13,00 1,87 5249] 61.48] 34.42] 36,65
SAL-SAL 5| 2s5,15] 1121] 43,87] 67,19] 3098] 21,60
SAL-SAL 6| 3637] 17,85| 30,66| 53,17| 32,97| 2898
SAL-SAL 7] 21,72] 10,07] 4520 61,69| 33,08| 2824
SAL-SAL 8| 10,74 o0,00] 41,00] 71,80] 4827] 2820
SAL-SAL 9| 18,99] 3,93 4641 5899| 34.61] 37,08
SAL-SAL | 10| 265| 3.83] 31.38] 63,01] 66,56 33,17
SAL-SAL | 11| 18,10| 16,54| 32,89| 59.44| 49,02| 24,02
SAL-SAL | 12| 18,12] 925| 4487| 43,78] 37,02| 46,97
SAL-SAL 1] 306 000| 56,17| 5855| 40,77| 41,45
SAL-SAL 2| 31,15] 15,83] 43,87 61,63] 2498] 22,55
SAL-SAL 3] 1593 0,00] 52,95| 84,96| 31,12] 15,04
SAL-SAL 4] 17,67 000]| 5566| 99.54| 26,67 046
SAL-SAL 5| 2035 7,04] 4467| 55,14 3498 37,82
SAL-SAL 6| 1401 1,07] 42,16 47,14| 43,83 51,78
SAL-SAL 7] 4956| 36,37] 4131 4469] 9,14] 1894
SAL-SAL 8| 1320] 23,80] 49,68 4440 37.13] 31,71
SAL-SAL 9] 596 0,00] 61,19] 48,07| 32.85| 51,93
SAL-SAL | 10| 691] 1,03] 52,72] 57,34] 4036| 41,62
SAL-SAL | 11| 3229 31,73] 32.86] 36,76] 34.85] 31,52
SAL-SAL | 12| 23,10] 22.86| 44,89| 40,73] 32,01 3641
CPA-SAL 1] 000] 29| 47,78] 81,03] 52.22] 16,05
CPA-SAL 2| 2025| 13,12 4621 4943| 33,54| 3745
CPA-SAL 3] 000] 3631 5829| 1427] 41,71 49,42
CPA-SAL 4] 085| 1,64| 61,81] 64,17] 37.34] 34,19
CPA-SAL 5| 292 2,00] 51,66] 7991 4543 18,09
CPA-SAL 6| 0,00] 000 6995| 86,53| 30,05| 13,47
CPA-SAL 7] 6,00] 10,10| 54,52| 5543| 39.47| 34,47
CPA-SAL 8| 2230] 5.36] 4697 7246| 30,73| 22,18
CPA-SAL 9| 0,00] 000 57.82] 7594] 42.18] 24,06
CPASAL | 10| 14,95 8,12] 4523 43,75| 39,82 48,14
CPASAL | 11| 635| 6,16] 64,45 60,23| 2920]| 33,61
CPA-CPA 1| 471] 270| 78,77] 9038 16,53 6,93
CPA-CPA 2| 21,20] 0,00] 36,11 5831] 42,69] 41,69
CPA-CPA 3] 458] 000] 5793] 6345] 37.49] 36,55
CPA-CPA 4] 779 1,15 46,82 51.43] 4539] 47,42
CPA-CPA s| 7,11 0,00] 5427] 72,65 38,62] 27.35
CPA-CPA 6] 10,60] 1,22] 59,01] 83,04] 3030] 15,74
CPA-CPA 70 7,63 0,74] 48,07 79,16| 4430 20,10
CPA-CPA 8| 11,39] 2,10] s5120] 7620 3742 21,70
CPA-CPA o 1781 3,2| 4396 6036] 3823] 36,52
CPA-CPA | 10| 13,44 20,83] 44,96| 39,92| 41,60| 39,25
CPA-CPA | 11] 290| 866| 4622 4543 5088] 4591
CPA-CPA | 12] 939] 1562] 32,66] 40,13 57,95| 4425
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ANEXO D
Dados Brutos do Experimento 2 — Zolantidina 20 mg/kg

73

GRUPOS | SS EBA EBF T ENTRA %EBA %EBF
EXP RE |EXP RE |EXP RE |EXP |RE EXP |RE

SAL-SAL 1 1 1 12 8 13 9| 7,69| 11,11| 92,31 | 88,89
SAL-SAL 2 8 5 16 18 24| 23| 33,33| 21,74| 66,67 | 78,26
SAL-SAL 3 3 1 9 5 12 6| 25,00 16,67| 75,00 83,33
SAL-SAL 4 7 6 11 9 18 15| 38,89| 40,00 61,11| 60,00
SAL-SAL 5 3 0 8 14 11 14| 27,27 0,00 72,73 |100,00
SAL-SAL 6 1 0 9 4 10 4| 10,00] 0,00 90,00 100,00
SAL-SAL 7 4 1 4 3 8 4| 50,00 25,00| 50,00| 75,00
SAL-SAL 8 5 3 7 13 12 16| 41,67 | 18,75| 58,33 | 81,25
SAL-SAL 9 6 2 6 9 12 11| 50,00| 18,18| 50,00 | 81,82
SAL-SAL 10 2 1 10 13 12 14| 16,67 7,14| 83,33| 92,86
SAL-SAL 11 2 3 11 15 13 18| 15,38 | 16,67 | 84,62 | 83,33
SAL-ZOL 1 6 1 9 11 15 12| 40,00 833] 60,00| 91,67
SAL-ZOL 2 2 2 7 10 9 12| 22,22| 16,67 77,78 83,33
SAL-ZOL 3 1 2 7 9 8 11| 12,50| 18,18| 87,50| 81,82
SAL-ZOL 4 2 2 8 15 10 17| 20,00 11,76| 80,00 | 88,24
SAL-ZOL 5 6 0 7 6 13 6| 46,15 0,00] 53,85|100,00
SAL-ZOL 6 4 2 9 8 13 10| 30,77] 20,00| 69,23| 80,00
SAL-ZOL 7 6 2 7 7 13 9] 46,15| 22,22 | 53,85| 77,78
SAL-ZOL 8 1 0 15 15 16 15| 6,25 0,00 93,75]100,00
SAL-ZOL 9 2 4 15 15 17 19| 11,76 | 21,05| 88,24| 78,95
ZOL-SAL 1 3 4 11 10 14 14| 21,43 | 28,57| 78,57 71,43
ZOL-SAL 2 3 1 13 11 16 12| 18,75] 833| 81,25| 91,67
ZOL-SAL 3 2 4 8 11 10 15| 20,00| 26,67| 80,00| 73,33
ZOL-SAL 4 6 4 7 10 13 14| 46,15| 28,57| 53,85| 71,43
ZOL-SAL 5 4 0 7 3 11 3] 36,36 0,00 63,64 | 100,00
ZOL-SAL 6 6 2 9 9 15 11| 40,00| 18,18| 60,00| 81,82
ZOL-SAL 7 2 1 9 5 11 6| 18,18 | 16,67 | 81,82| 83,33
ZOL-SAL 8 5 0 6 4 11 4| 4545] 0,00| 54,55]|100,00
ZOL-SAL 9 7 5 12 15 19 20| 36,84| 25,00| 63,16| 75,00
ZOL-SAL 10 7 2 13 15 20 17| 35,00] 11,76| 65,00| 88,24
ZOL-ZOL 1 6 1 11 13 17 14| 3529 7,14| 64,71 92,86
ZOL-ZOL 2 6 2 8 5 14 7] 42,86| 28,57| 57,14 71,43
ZOL-ZOL 3 6 0 10 14 16 14| 37,50 0,00 62,50]| 100,00
ZOL-ZOL 4 4 1 7 4 11 5] 36,36 20,00| 63,64| 80,00
ZOL-ZOL 5 0 0 9 8 9 8| 0,00] 0,00]100,00| 100,00
ZOL-ZOL 6 2 3 8 9 10 12| 20,00 25,00 80,00| 75,00
ZOL-ZOL 7 4 2 6 7 10 9] 40,00 22,22| 60,00 77,78
ZOL-ZOL 8 2 3 8 4 10 71 20,00] 42,86| 80,00| 57,14
ZOL-ZOL 9 6 2 14 15 20 17| 30,00 11,76| 70,00 | 88,24
ZOL-ZOL 10 1 1 13 18 14 19| 7,14 526| 92,86| 94,74
ZOL-ZOL 11 7 4 14 11 21 15| 33,33] 26,67| 66,67 73,33




Dados Brutos do Experimento 2 — Zolantidina 20 mg/kg

GRUPOS | SS TBA TBF T CENTRO
EXP |RE |EXP |RE |EXP |RE
SAL-SAL 1| 7,19 747]138,99] 139,471 153,82 153,06
SAL-SAL 2| 5238 31,79]138,36] 158,82 109,26 | 109,39
SAL-SAL 3| 4470| 4.84]147,15]216,35] 108,16] 78,81
SAL-SAL 4| 7046| 4937112646 132,17]103,08] 118,46
SAL-SAL 5| 6587 0,00]108,06|210,12]126,08| 89,87
SAL-SAL 6| 2,73] 0,00]209,85|27938| 87,42| 20,62
SAL-SAL 7| 39,93| 12,54]193,58]256,67| 66,50| 30,79
SAL-SAL 8| 69,01] 21,20]110,10]132,99] 120,89 145,81
SAL-SAL 9| 2227| 592]20996]216,67] 67,77] 77,41
SAL-SAL | 10| 934| 2091]156,18]216,00]134,48| 81,08
SAL-SAL | 11| 4,65] 22,02]192,77]180,39]102,59| 97,59
SAL-ZOL 1] 49,05| 2,84|124,68]186,38]126,27]110,78
SAL-ZOL 2| 1846 9,77]181,28]191,85]100,26] 98,38
SAL-ZOL 3| 7,09| 2220]22338]194,12] 69,53] 83,68
SAL-ZOL 4| 12,89] 12,71]164,47]197,50] 122,65] 89,79
SAL-ZOL 5| 42,09] 0,00]110,51]244,01]147,40| 55,99
SAL-ZOL 6| 48,98 21,18|127,40]203,69 ] 123,62] 75,13
SAL-ZOL 7] 52,32 8,56|122,69] 80,52]125,00]210,92
SAL-ZOL 8| 791] 000]141,17]156,76] 150,92 14324
SAL-ZOL 9| s521| 9,74]178.83]140,59] 115,97] 149,67
ZOL-SAL 1] 16,77] 3049]158,63]210,66| 124,60| 58,85
ZOL-SAL 2| 3323] 4,15]153,11]227,60] 113,66| 68,26
ZOL-SAL 3| 22,84 18,71]108,98]105,87] 168,18] 17542
ZOL-SAL 4l 9137 4531]13324]157,81] 75,39] 96,89
ZOL-SAL 5| 1832] 0,00]133,02|279,30] 148,66 | 20,70
ZOL-SAL 6| 64,76| 20,95]126,61 128,87/ 108,63] 150,18
ZOL-SAL 7| 1291 092]117,51]159,.24] 169,58 ] 139,84
ZOL-SAL 8| 4790| 0,00]14634]24575]105,76] 5425
ZOL-SAL 9| 41,13] 17,00] 129,72 | 185,40 129,15| 97,60
ZOL-SAL | 10| 2229| 2,72|159,89] 190,03 | 117,82 107,24
ZOL-ZOL 1] 38,83| 7,26|140,46]191,27] 120,71 | 101,47
ZOL-ZOL 2| 76,97 3,66]|138,68]213,79] 8435| 82,56
ZOL-ZOL 3| 47,63 0,00]128.44]190,93]123,94] 109,07
ZOL-ZOL 4| 1855| 839]184,69]247,98] 96,77| 43,63
ZOL-ZOL 5/ 000] 000]208,75]15547] 91,25] 144,53
ZOL-ZOL 6| 3249| 12,47| 82,81]166,13] 184,71 121,40
ZOL-ZOL 7] 30,57| 14,51] 71,88]194,95]197,55| 90,54
ZOL-ZOL 8| 22,61 33,76]106,19]195,37] 171,20] 70,87
ZOL-ZOL 9| 3538| 7,70]190,65]203,48] 73,97] 88,82
ZOL-ZOL | 10| 2,39| 19,71|189.68 162,43 |107,93| 117,86
ZOL-ZOL | 11| 27,09] 41,24]152,38]109,87 | 120,52 148,87
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Dados Brutos do Experimento 2 — Zolantidina 20 mg/kg

GRUPOS | SS %TBA %TBF %T CENTRO
EXP |RE |EXP |RE |EXP |RE
SAL-SAL 1] 240] 249 4633 4649| 5127] 51,02
SAL-SAL 2| 1746 10,60] 46,12] 52,94] 36,42] 3646
SAL-SAL 3| 1490 1,61] 49,05 72,12] 36,05 26,27
SAL-SAL 4| 2349 1646| 42,15| 44,06] 34,36| 39,49
SAL-SAL 5| 21,96 000] 36,02] 70,04] 42,03] 29,96
SAL-SAL 6| 091] 000] 6995 93,13] 29,14 6,87
SAL-SAL 7| 1331] 4,18 64,53] 8556] 22,17] 10,26
SAL-SAL 8| 2300| 7,07] 36,70] 44.33] 40,30] 48,60
SAL-SAL 9| 742| 197] 69,99] 72.22] 22,59] 25,80
SAL-SAL | 10| 3,11] 097] 52,06] 72,00] 44,.83] 27,03
SAL-SAL | 11| 155 7.34] 6426] 60,13] 3420] 32,53
SAL-ZOL 1] 16,35 095] 41,56 62,13] 42,09] 36,93
SAL-ZOL 2| 6,15| 326| 6043] 63.95| 33.42] 32,79
SAL-ZOL 3| 236| 740] 7446] 64,71] 23,18] 27,89
SAL-ZOL a4l 430] 424] s5482] 6583] 40,88 29,93
SAL-ZOL 5| 14,03] 000] 36,84] 81.34] 49,13] 18,66
SAL-ZOL 6| 1633] 706| 4247] 6790] 4121] 25,04
SAL-ZOL 7| 1744 285| 4090 26,84] 41,67] 7031
SAL-ZOL 8| 264| 000] 47,06] 5225| 50,31] 47,75
SAL-ZOL 9| 1,74] 325] 59.61| 46,86] 38,66] 49,89
ZOL-SAL 1] 5,59] 10,16] 52,88] 7022] 41,53] 19,62
ZOL-SAL 2| 11,08] 138] 51,04] 75.87| 37,89] 22,75
ZOL-SAL 3| 761| 624] 3633] 3529| 56,06 5847
ZOL-SAL 4| 3046 15,10] 44.41| 52,60] 25,13] 32,30
ZOL-SAL 5/ 611] 000] 4434] 93.10] 49,55] 6,90
ZOL-SAL 6| 21,59| 698] 4220] 42,96] 36,21] 50,06
ZOL-SAL 7| 430] 031] 39,17] 53,08] 56,53] 46,61
ZOL-SAL 8| 1597| 000] 48,78| 81,92| 3525| 18,08
ZOL-SAL 9| 13,71| 567] 4324] 61,80] 43,05 32,53
ZOL-SAL | 10| 743| 091]| 5330] 6334] 3927] 35,75
ZOL-ZOL 1] 12,94 242| 4682 63,76] 4024] 33,82
ZOL-ZOL 2| 2566 122 4623| 7126 28.12] 27,52
ZOL-ZOL 3| 1588] 000] 42.81] 63,64] 41,31] 36,36
ZOL-ZOL 4|l 6,18] 280] 61,56| 82,66] 32,26| 14,54
ZOL-ZOL 5/ 000] 000] 69,58] 51.82] 30,42] 48,18
ZOL-ZOL 6| 10,83] 416| 27.60| 5538] 61,57| 40,47
ZOL-ZOL 7] 10,19 484| 2396] 6498] 6585] 30,18
ZOL-ZOL 8| 7554| 1125] 3540] 65,12] 57,07] 23,62
ZOL-ZOL 9| 11,79] 257 63,55| 67,83] 24,66] 29,61
ZoL-zoL | 10| 080] 6,557| 6323 54,14] 3598] 39,29
zoL-zoL | 11| 9,03] 13,75| 50,79 36,62| 40,17] 49,62
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