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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo verificar o efeito da L-Histidina
sobre a ansiedade e a evocagao da memoéria em camundongos reexpostos ao labirinto
em Cruz Elevado (LCE). O teste foi realizado em dois dias consecutivos. No primeiro
dia (T1) os animais receberam inje¢ao i.p. de salina (SAL) ou L-Histidina (LH) (nas
doses de 500mg/kg e 200mg/kg) 40 minutos antes da realizagdo do teste, de acordo
com os seguintes grupos experimentais: SAL-SAL (n=10-11); SAL-LH (n=10-10); LH-
SAL (n=10-13); LH-LH (n=10-15). Em T1 os animais foram colocados no centro do LCE
com a face voltada para o brago aberto e tiveram cinco minutos para livre exploragao.
Em T2 os animais foram reexpostos ao LCE sob as mesmas condi¢gdes experimentais
acima descritas. Todas as sessdes de teste foram gravadas por uma cémera
posicionada acima e a aproximadamente 50° do labirinto. Durante o teste foram
analisadas medidas espagos temporais (numero de entradas nos bragos abertos (EBA)
e fechados (EBF); tempo gasto nos bragos abertos (TBA), fechados (TBF) e no centro
(TC), e suas respectivas porcentagens - %TBA, %TBF e %TC). As medidas etologicas
compreenderam as freqiéncias de esticar, mergulho e levantar. Nao houve diferencgas
significativas entre os grupos SAL-SAL e LH-LH na dose de 200mg/kg nas EBA
(Kruskal-Wallis; p= 0,1537) e TBA (Kruska-Wallis; p= 0,824) e na dose 500mg/kg,
também, ndo houve diferenca significativa nas EBA e TBA (F3, 45= 1.39; p>0,05) e TBA
(F3,.48=1,37; p>0,05) observada entre os grupos Sal-Sal e LH-LH em T1, indicando que
a LH nao apresentou efeito ansiolitico nas doses estudadas. Na dose de 200mg/kg
ocorreu uma diminuigdo das EBA para os grupos SAL-SAL (Wilcoxon; P= 0,017823),
SAL-LH (Wilcoxon; P= 0,00021) e LH-SAL (Wilcoxon; P= 0,007) e no TBA somente
para os grupos SAL-SAL (Wilcoxon; P= 0,0166) e SAL-LH (Wilcoxon; P= 0,0284). Na
maior dose foi observado que o grupo LH-SAL reduziu as EBA e TBA [(F(1.48) = 13.01
e 43.56; p < 0.05, respectivamente] em T2, indicando que a aquisicdo e o
armazenamento da memoria ndo foram afetados pela LH. Além disso, o grupo LH-LH
ndo reduziu as EBA e o TBA (p>0.05), durante a reexposigcdo, em ambos os
tratamentos propostos. Todos os resultados acima descritos foram observados sem
alteragdes na atividade locomotora representada pelas EBF (p>0,05). A analise dos
comportamentos etologicos revelou que em ambas as doses, a frequéncia de
mergulhar diminuiu durante a reexposi¢cdo (p< 0,05). E em ambos os tratamentos, o
grupo LH-LH n&o reduziu a freqiiéncia de esticar (p< 0,05) indicando um déficit para
evocar a memoéria. Nossos, resultados indicam que a LH n&o apresenta efeito
ansiolitico mas induz déficit estado dependente na evocagdo da memodria em
camundongos.

Palavras-chaves: L-Histidina, camundongo, evocagdo da memoéria, labirinto em cruz
elevado



Abstract

The aim of the present study was to evaluate the effects of L-Histidine (a histaminergic
precursor) on anxiety and memory retrieval in mice using the elevated plus maze (EPM).
The test was performed on two consecutive days. On the first day (T1), the animals
received an i.p injection of saline (SAL) or L-Histidine (LH), 40 minutes before the test at
dose of 200mg/kg and 500mg/kg. The following experimental groups were formed: SAL-
SAL (n=10-11); SAL-LH (n=10-10); LH-SAL (n=10-13) and LH-LH ( n=10-15). Testing
begun by placing the subjects on the central platform of the maze facing an open arm
and test sessions were 5 min in duration. A similar procedure was carried out for
animals in the retest condition (T2) (i.e prior maze experience). During the test we
analyzed behavioural parameters that comprised both conventional and ethological
measures. All sessions were video-recorded by a camera positioned above and ~50 ° to
the maze. Conventional measures were the frequencies of total, open (OAE) and closed
arm entries, time spent in open (OAT) and closed (CAT) and central parts (CT) of the
maze, and its respectively percentage %OAT, %CAT and %TC. Ethological measures
comprised frequency scores for rearing; head-dipping (Dip) and stretched-attend
postures (SAP). No significant differences were found, at the 200mg/kg dose, in open
arm entries (Kruskall-Wallis; P= 0,1537) and open arm time (Kruskall-Wallis; P=0,824;),
and at 500mg/kg dose no significant differences were observed in OAE and OAT
[F(1,48)= 43,56; 13,01, p< 0,05, respectively) between the Sal-Sal and LH-LH groups in
T1, indicating that L-histidine had no anxiolytic effect. At 200mg/kg dose a decreased of
OA entries was observed for the SAL-SAL (Wilcoxon; P=0,017823), SAL-LH (Wilcoxon;
P=0,00021) and LH-SAL (Wilcoxon; P=0,007) groups and in the OA time only for the
SAL-SAL (Wilcoxon, P=0,0166) and SAL-LH (Wilcoxon; P=0,0284) groups. At the
highest dose the LH-Sal group reduced open arm time and entries ([F(1,48)= 13.01 and
43.56; p<0.05) on the second ftrial, indicating that acquisition and storage was not
affected by LH. Further, the LH-LH group did not reduce exploration time of the open
arms during re-exposure, in both days indicanting an inability to evoke memory. No
alteration in the locomotor activity represented by CAE was observed (p>0,05).
Regarding a ethological behaviors, in both doses, the frequencies of Dipping was
decreased (p<0,05) in the reexposure. In both treatment, the LH-LH group did not
reduce the ratio of SAP during the retest, indicative of failure to evoke memory (p<0,05).
Therefore, our results indicating that LH did not show anxiolitic effects but induces a
state-dependent memory retrieval deficit in mice.
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1 INTRODUGAO

1.1 Comportamentos emocionais

A memoria € um processo cognitivo critico para se estabelecer uma
identidade como individuo e € necessaria para percorrer os varios caminhos, nos quais
nossas experiéncias passadas sao usadas para interpretar e agir sobre nossas
experiéncias futuras (CURRAN & MINTZER, 2006). O amplo espectro envolvido nos
processos de memoria (memoaria para eventos, individuos, fatos, comportamento motor
e emogdes) é extremamente importante para a sobrevivéncia, bem-estar e adaptagao
dos organismos mais complexos (TRONSON & TAYLOR, 2007).

Durante a primeira metade do século XX, teve inicio uma série de
pesquisas relacionadas com o comportamento emocional. Esses comportamentos sao
assim definidos por estarem envolvidos com algum componente emocional como, por
exemplo, a ansiedade e o medo. As respostas emocionais exibidas durante as
experiéncias com 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 (LEDOUX, 2000). Adicionalmente, a andlise dos estados emocionais em
animais é realizada em diferentes areas de pesquisas, e o objetivo final dessas
investigagdes €& verificar e estabelecer estados e reagdes emocionais que ocorrem
diante de um estimulo especifico ou de situagdes que envolvam emogao (PAUL et al.,
2005).

Uma ampla variedade de métodos tem sido empregada para se avaliar
estados emocionais em animais de diferentes espécies. Entretanto, maior atengcéo tem
sido depreendida para a analise das reagdes emocionais em mamiferos (HAUG &
WHALEN, 1999). Outra consideracdo relevante € que a maioria das investigacdes
realizadas em animais tem focalizado os estados emocionais negativos, como medo,
ansiedade e estresse (PAUL et., al., 2005).
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A ansiedade e o medo estdo relacionados com a memoéria emocional, e
segundo Graeff (1989) e Blanchard et al (1990) o medo é uma reagdo emocional
desencadeada por situagdes especificas de perigo e ameaga, e € também, uma forga
motivacional para comportamentos defensivos. Enquanto a ansiedade € desencadeada
por situacées onde o perigo é apenas potencial. Segundo, Misslin (2003), o medo é
comportamento inato e defensivo que representa uma parte do repertorio
comportamental espécie-especifico cujo objetivo € a sobrevivéncia de individuos e
espécies, protegendo, assim, os seres vivos dos perigos, ameagas e estimulos
aversivos.

O maior foco das investigagdes dos processos cognitivos esta relacionado
com o processo de aprendizagem e memoria. Alguns estudos tém sido direcionados
para o fato de que algumas experiéncias vivenciadas pelo animal no seu ambiente
podem influenciar no seu comportamento emocional. Segundo Zhu e colaboradores
(2006) a estimulagdo ambiental causa mudangas neuroquimicas, neuroanatémicas e
comportamentais. Além disso, as memodrias formadas durante as experiéncias
emocionais (memoria emocional) sdo recordadas durante as nossas vidas mais
facilmente (CURRAN & MINTZER, 2006). Alguns estudos ainda sugerem que a
liberagdo de hormdnios do estresse durante experiéncias emocionais desempenha um
papel importante na mediacado dos efeitos da estimulagdo emocional na memaria de
longa duragao (MCGAUGH, 2004).

Devido as evidéncias da importancia da relagdo entre os processos de
aprendizagem e memoéria com as experiéncias emocionais, estudos farmacolégicos tém
sido realizados com o objetivo de investigar a funcdo dos neurotransmissores sobre
esses processos cognitivos. Entre os neurotransmissores estudados, a Histamina (HA)
tem sido alvo de muitas pesquisas, uma vez que esta relacionada a uma série de

fungbes cerebrais, incluindo a aprendizagem e meméria (HAAS & PANULA, 2003).

1.2 Histamina e os receptores histaminérgicos
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A HA é uma amina (4-(2ominoetio) imizadol (O B imidazolelitamina)
sintetizada e transportada no cérebro da maioria das espécies animais. Segundo
Almeida & Beaven (1981) a quantidade de HA neuronal n&o é igual entre as espécies.
Nos vertebrados filogeneticamente mais antigos, que apresentam coértex e cerebelo
menos desenvolvidos, a HA aparece em maior quantidade quando comparados com 0s
mamiferos. Por outro lado, a distribuicdo geral do sistema neural histaminérgico (SNH)
€ similar em todos os vertebrados estudos (PANULA et al., 1990).

Os neurdnios histaminérgicos estdo confinados numa pequena regiao do
hipotalamo posterior no nucleo tuberomamilar (TM) (YANAY & TASHIRO, 2007) e a
presenca do SNH foi reportada pela primeira vez através de estudos realizados por
Watanabe e colaboradores (1983). A precisa localizacédo e distribuicdo desse sistema
foram demonstradas no cérebro de ratos usando um anticorpo para a enzima L-
histidina descarboxilase (enzima responsavel pela formagdo da histamina) em 1984
(WATANABE et al., 1984) (Figura 1).

oB

Sp

Figura 1. Figura esquematica da distribuicdo das fibras
nervosas histaminérgicas nos cérebros de ratos
(seccao sagital). Abreviagbes: Cb: cerebellum; CC
cerebral cortex; Hi Hippocampus; Hy hipothalamus; IC,
infferior colliculus; MO, medulla oblongata; OB, olfactory
bulb; Pilpituitary; SC, superior colicullus; SP, spinal
Cord; St, striatum; Th, thalamus; TM, tuberomammillary
nucleus. (Yanai e Tashiro, 2007)
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Segundo, Inagaki e colaboradores (1991) a HA é liberada a partir de fibras
varicosas que se projetam predominantemente de maneira ipsilateral para todo o
sistema nervoso central (SNC), incluindo a maioria dos nucleos subcorticais e cortex
cerebral (WADA et al., 1991). Os neurdnios histaminérgicos enviam proje¢des através
da via ascendente ventral para o hipotalamo, banda-septo-diagonal e bulbo olfatério,
enquanto que a via posterior inerva o talamo, o hipocampo e a amigdala (BROWN et
al., 2001). Ja as fibras descendentes projetam-se principalmente para o cérebro e
medula (KHOLER et al., 1985).

A HA possui ainda a caracteristica de n&o atravessar prontamente a
barreira hematoencefalica. No cérebro, € formada a partir da L-histidina (LH) que é
descarboxilada quase exclusivamente pela acdo da enzima L-histidina descarboxilase,
a qual pode ser bloqueada pelo inibidor a-fluormetilhistidina (a-FMH) (BROWN et al.,
2001).

Nos mamiferos a HA interage com seus receptores especificos H1, H2 e
H3, que estdo distribuidos irregularmente por todo o cérebro. No entanto, a distribuicao
desses receptores parece ser espécie-especifica (MARTINEZ-MIR et al., 1990). Os
receptores histaminérgicos medeiam as agdes caracteristicas da HA em nivel celular,
sinaptico e comportamental (HAAS & PANULA, 2003). Além dos receptores H1, H2 e
H3, um quarto receptor (H4) foi identificado, sendo detectado predominantemente na
periferia (medula éssea e leucocitos) (NGUYEN et al., 2001).

Os receptores histaminérgicos H1 centrais sdo os sitios responsaveis pela
acao sedativa dos anti-histaminicos, estando presentes em altos niveis nas areas
envolvidas com a vigilia (talamo, cortex, grupos de células colinérgicas, locus coeruleos
e nucleo da rafe) (BROWN et al., 2001). No cérebro de ratos adultos esses receptores
s&o encontrados em alta densidade em regiées do sistema limbico, como por exemplo,
na amigdala e areas hipocampais (BOUTHENET, et al., 1988).

Os receptores H2 apresentam uma ampla expresséo no cérebro e medula
espinhal, e altas densidades sdo encontradas particularmente nos ganglios da base e
em parte do sistema limbico (hipocampo e amigdala) (BROWN et al., 2001). No entanto
baixas densidades do receptor H2 sdo encontradas em areas septais e nucleos
hipotalamicos (VIZUET et al., 1997).
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Os receptores H3 foram inicialmente localizados em sitios pré-sinapticos
do SNH (YANAI & TASHIRO, 2007), podendo ser encontrados predominantemente em
regibes do globo palido, hipocampo e areas corticais (MARTINEZ-MIR et al., 1990).
Esse tipo de receptor foi detectado como um auto-receptor envolvido no controle e
liberagdo da HA através de retroalimentagdo negativa nas terminagdes nervosas
histaminérgicas, indicando que a HA pode reduzir pré-sinapticamente sua proépria
liberagdo a partir das terminagbes axonais (PASSINI et al., 2000). Sendo assim, a
sintese e a liberagdo da histamina sao inibidas através da ativagdo desse receptor
(BROWN et al., 2001).

A ampla distribuicdo dos receptores histaminérgicos por todo o SNC,
principalmente nas areas envolvidas com a emocgéo, faz com que esse sistema esteja
relacionado com varias fungbes cognitivas (PASSANI et al., 2000). E, devido a
complexidade neuromodulatoria entre o SNH e outros sistemas, por exemplo o
acetilcolinérgico, envolvidos em processos cognitivos pode-se sugerir a atuagcao da HA
sobre a aprendizagem e a memoaria (BACCIOTTINI et al., 2000).

1.3 Sistema neural histaminérgico, aprendizagem e memoria

O SNH esta envolvido com uma ampla variedade de fungbes cerebrais,
por exemplo, controle do ciclo do sono e vigilia; fungdes neuroenddcrina, autondémica e
vestibular; modulagdo da atividade locomotora, comportamento alimentar,
agressividade; e plasticidade sinaptica (para revisao ver HAAS & PANULA, 2003).
Existem estudos que sugerem a agado da HA na regulagdo do estado de alerta
(PASSANI et al., 2007), na modulagao dos comportamentos defensivos (SANTOS et al.,
2001; 2002), na plasticidade e recuperacéo funcional do cérebro (HUSTON et.,1997.,
PIRATELLO & MATTIOLI, 2004), e com o desenvolvimento de algumas doengas como
Doenga de Alzheimer, Sindrome de Down e Depressao (ISHUNINA et al., 2003).

Existem evidéncias que indicam que a manipulagdo do SNH em

paradigmas de aprendizagem e memdria modifica o comportamento animal, porém os



17

resultados dessas investigagdes ainda s&o contraditérios (BLANDINA et al., 2004).
Investigagdes sobre o SNH e a sua relagdo com alguns processos cognitivos, sugerem
que esse sistema tem agcdo modulatéria na aprendizagem e memdria (RUBIO et al.,
2001). Entretanto, o atual papel dos agonistas e antagonistas histaminérgicos durante a
aquisi¢cdo, o armazenamento da informacgao, e a evocagao da memoéria necessitam de
maior esclarecimento (DA SILVA et al.,, 2006). Em peixes, a inibicdo do sistema
histaminérgico pela Clorfeniramina (CPA), um antagonista histaminérgico do receptor
H1, administrada intraperitonialmente (i.p.) acelerou o processo de recuperagao
funcional apds lesdo vestibular (PIRATELLO & MATTIOLI, 2004) e facilitou a
aprendizagem com reforgo positivo, melhorando a consolidagdo da memdria de longa
duragéo (SPIELER et al., 1999). A administracdo de CPA mostrou que esses animais
permaneciam mais tempo no ambiente pareado, sugerindo um efeito reforgador positivo
dessa droga nas doses utilizadas no experimento (MATTIOLI et al., 1996).

A administragdo intracerebroventricular (i.c.v.) dos antagonistas dos
receptores H1 e H2, cimetidina e pirilamina, respectivamente, facilitou a retengcao da
memoria, em um teste de esquiva inibitéria em ratos. Em um estudo realizado por Eidi e
colaboradores (2003) a administragdo da HA prejudicou a retengdo da memoria.
Experimentos com lesbes eletroliticas e neuroquimicas no nucleo TM sugerem que a
atividade histaminérgica reduzida é favoravel sobre o reforco e a aprendizagem
(HUSTON et al., 1997). Lesbes bilaterais do nucleo TM também proporcionaram a
facilitagdo da aprendizagem (KLAPDOR et al., 1994).

De Almeida e colaboradores (1986) demonstraram o efeito facilitador da
HA apés injegédo i.c.v. em ratos em um teste de esquiva ativa. Adicionalmente, os
resultados obtidos por Prast e colaboradores (1996) indicaram que a histamina, a LH,
precursor da histamina, e a tioperamida (antagonista histaminérgico do receptor H3,
que aumenta a quantidade de HA na fenda sinaptica) tém um efeito facilitador na
aquisicdo da memoaria de curta duragcdo em um teste de memoaria social em ratos. Estes
autores sugerem ainda que a inibi¢cdo da sintese da histamina pela a-fluormetilhistidina
tem um efeito negativo no processo de meméaria.

A tioperamida administrada pré-teste melhorou o desempenho de ratos

num paradigma de esquiva inibitéria (KOMATER et al., 2003) e melhorou também a
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aprendizagem em ratos velhos (MEGURO et al., 1995). Entretanto, trabalhos realizados
por Rubio e colaboradores (2001) mostraram que o tratamento i.p de (R)-alfa-
metilhistamina, agonista do receptor H3, facilitou a aprendizagem no teste de esquiva e
facilitou a evocagédo da memoaria espacial em ratos.

Em peixes, a aplicagdo de a-fluormetilhistidina, substancia inibidora
especifica da enzima histidina descarboxilase, teve um efeito inibitério na consolidagéo
da memoria de longa duragdo (PEITSARO et al.,, 2003). A LH reverteu o déficit da
memoria de trabalho induzido pela droga 8-OH-DPAT (agonista do receptor
serotoninérgico 5-HT1A) em ratos no labirinto radial (ISAYAMA et al., 2001). Enquanto
que a administragdo da LH no nucleo acumbente exerceu efeito reforgador em ratos
(HASENOHRL et al., 2001).

Segundo Passani e colaboradores (2000) a razdo para essas
discrepancias no envolvimento do SNH nos processos relacionados com aprendizagem
e memodria, poderia ser elucidada, através do conhecimento da acédo distinta e opositora
que os neurdnios TM histaminérgicos poderiam exercer. Além da ampla distribuicdo no
cérebro dos mamiferos, o SNH também parece estar relacionado a ativagdo de
diferentes tipos de receptores em diversos sistemas envolvidos nos processos
cognitivos (PANULA et al., 1984; 1990).

As pesquisas realizadas usando peixes como sujeito experimental em
nosso laboratoério (MEDALHA et al., 2003; COFIEL & MATTIOLI, 2006) foram baseadas
nas suposicbes de que os aspectos contraditérios do SNH nas fungbes cognitivas
poderiam ser mais facilmente resolvidos através do uso de uma espécie que tem
somente um Unico sitio de projecéo para o telencefalo (EKSTROM et al., 1995). Porém,
essa estratégia ndo foi suficiente para esclarecer o envolvimento da HA na
aprendizagem e memodria. Diferentes modelos usados em nossos trabalhos (preferéncia
por lugar, aprendizagem apetitiva e compensagao vestibular) continuaram a mostrar
resultados discrepantes (COELHO et al., 2001; MEDALHA & MATTIOLI, 2007;
PIRATELLO & MATTIOLI, 2007).

Além disso, recentes trabalhos (RODRIGUEZ et al., 2002; PORTAVELLA
et al.,, 2005) tém sugerido a existéncia de diferentes sistemas de aprendizagem em

peixes como a aprendizagem emocional. Em concordancia com esses estudos,



Faganello & Mattioli (2007) mostraram que a CPA poderia ter um efeito amnésico,
ansiolitico e/ou analgésico e que esses efeitos poderiam, também, ocorrer através da

modulagdo de algum componente da aprendizagem emocional.

1.4 Atuagdao do sistema histaminérgico na modulagcao da ansiedade e da memoria

emocional

Alguns estudos tém revelado a participacdo da histamina neural nos
comportamentos relacionados com o medo e a ansiedade (FRISCH et al., 1998).
Segundo Yuzurihara e colaboradores (2000) tanto a HA derivada das células neuronais
quanto das células ndo neuronais desempenham um importante papel na indugao da
ansiedade experimental.

Em peixes, a relagdo entre o SNH e a ansiedade tem sido sugerida em
estudos comportamentais (MATTIOLI et al., 1998; PEITSARO et al., 2003). Em paralelo
com esses trabalhos, estudos com roedores também tém mostrado o envolvimento do
SNH em estados de ansiedade (ITO et al., 1999; MALMBERG-AIELLO et al., 2002).

Experimentos realizados com ratos que foram submetidos a um teste de
estresse de contengéo de forma aguda (imobilizagdo por 1 hora) e crénica (imobilizagdo
por 1 hora durante 21 dias) revelaram um aumento da HA durante o estresse agudo no
diencéfalo (principal sitio de concentragao de HA), nucleo acumbente e estriado. No
estresse cronico houve um aumento da atividade da enzima que metaboliza a HA, a N-
metiltransferase (HMT) no nicleo acumbente e estriado (ITO et al., 1999). Yuzurihara e
colaboradores (2000) sugeriram que a liberagao da HA neuronal e ndo neuronal leva a

inducdo da ansiedade experimental num teste claro/escuro em ratos. | JENUNNCSGS

Além dos modelos acima citados para avaliar a ansiedade induzida
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experimentalmente, o Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é um teste classico usado para
a detecgéo dos efeitos de drogas ansiogénicas e ansioliticas, ja que a sua aplicagéo é
facil e rapida (CRUZ et al., 1994; ANSELONI & BRANDAO, 1997). O teste é baseado
na aversao natural de roedores a espagos abertos (FERNANDES & FILE,1996), sendo
também de grande validade em testes farmacoldgicos e de critérios comportamentais
(LISTER, 1990; PELLOW et al.,1985). O LCE tem sido utilizado, também, para o
entendimento das bases bioldgicas das emog¢des relacionadas com a aprendizagem e
memoria, dor, e com os varios tipos de desordens relacionadas com a ansiedade, como
por exemplo, a fobia e o estresse pds-traumatico (ADAMEC et al., 1998; LAMPREA et
al., 2000; BANNERMAN et al., 2004).

Uma das principais caracteristicas desse teste € o conflito resultante da
tendéncia natural dos animais de se aproximarem ou evitarem situagdes perigosas
(CRUZ-MORALES et al, 2002). Uma outra caracteristica interessante desse modelo
animal esta relacionada ao efeito da prévia experiéncia ao teste. Estudos sugerem que
0 re-exposicdo aumenta a esquiva dos bragos abertos (BA) (FERNANDES &
FILE,1996; BERTOGLIO & CAROBREZ, 2000).

Durante a re-exposicdo, o aumento da esquiva dos BA no LCE pode estar
relacionado com a memdéria emocional dessas areas do labirinto consideradas
potencialmente perigosas (CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005). Segundo Dal-Cdl e
colaboradores (2003) a memodria emocional pode ser avaliada através do paradigma
T1/T2, ou seja, 24 horas depois de T1 os animais desenvolvem um aumento da esquiva
dos BA (ESPEJO,1997) indicando que uma exposi¢cdo prévia ao labirinto aumenta
significativamente o medo em uma exposi¢cdo subsequente. Segundo Blanchard e
colaboradores (1990) a ameaca imediata causa comportamento de esquiva, enquanto
que a ameaga em potencial gera um conflito entre aproximagéo e avaliagdo de risco.
Entdo, esse conflito gerado no LCE seria responsavel por todo o repertério
comportamental expressado pelo animal (GRAY & MACNAUGHTON, 2000).

Alguns estudos tém focado a relagdo entre as drogas histaminérgicas, a
ansiedade e a memoéria no LCE. Resultados obtidos por Frisch e colaboradores (1998)
concedem evidéncias de que lesdes do nucleo TM da regido E2 podem induzir um

efeito ansiolitico em ratos, indicado pelo aumento do tempo gasto nos BA do LCE, e
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diminuicdo do tempo gasto nos bragos fechados (BF). Alvarez & Ruarte (2002)
mostraram que a HA administrada no hipocampo e amigdala de ratos, prejudicou a
aprendizagem e a memoria que envolve a ansiedade num modelo para resposta de
esquiva ativa. Em outro estudo, a LH reduziu o déficit de aprendizagem induzido pela
escopolamina em camundongos expostos ao LCE (MIYASAKI et al., 1995).

A HA administrada na amigdala de ratos submetidos ao LCE parece ter
um efeito ansiogénico que pode ser revertido pela agdo do antagonista H1, pirilamina,
mas nao pelo antagonista H2, cimetidina. Esses estudos apontam para a atuagdo do
receptor H1, mas ndo o H2, na modulagdo dos comportamentos relacionados com a
ansiedade (ZARRINDAST et al., 2006). A HA também apresentou efeito ansiogénico
quando administrada no hipocampo de ratos (ROSTAMI et al., 2006). Camundongos
que receberam injegdes i.p de LH mostraram um aumento do tempo gasto nos BA de
maneira dose dependente, sugerindo um efeito ansiogénico dessa droga (KUMAR et.,
2007).

Corroborando com os trabalhos acima citados, estudos realizados por
Cangioli e colaboradores (2002) mostraram que o SNH tem atuagéo na consolidagéo da
memoria que envolve o medo (meméria emocional) em roedores, € que esse mesmo
sistema provoca comportamentos que permitem inferir efeito ansiogénico (BONGERS
et al., 2003). Sendo assim, esses estudos parecem direcionar para uma atuagdo do
SNH na modulagdo da ansiedade e dos componentes relacionados com a memoéria

emocional.
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2 OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi investigar a atuagdo da L-Histidina sobre a
ansiedade e a evocacdo da memoria emocional em camundongos expostos e re-

expostos ao Labirinto em Cruz Elevado (LCE).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Sujeitos

Foram usados camundongos da cepa suigo-albino (figura 2), machos,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), com
idade entre 12 e 15 semanas na época do teste. Os animais foram agrupados em
gaiolas coletivas (41x34%x16 cm, 10 por gaiola) em condi¢des controladas de
temperatura (24+1° C), umidade (55+5%), luz (ciclo claro/escuro de 12 horas). Todos os
testes foram conduzidos na fase clara do ciclo de luz (entre 9:00 e 15:00 horas).
Comida e agua estavam disponiveis ad libitium exceto no curto periodo de tempo
durante o experimento. Todos os animais eram experimentalmente ingénuos.

Todos os procedimentos foram submetidos ao Comité de Etica na
Experimentacdo Animal da UFSCar. Todos os esforgos foram feitos para reduzir o

sofrimento dos animais.

Figura 2. camundongos da cepa suigo-albino
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3.2 Drogas

A droga usada no presente estudo foi a L-histidina (Research
Biochemicals International, USA). A droga foi dissolvida em solugdo salina estéril
(0,9%). A injecao foi administrada via intraperitoneal (i.p.) no volume de 2ml/kg de peso
corporal do animal. As doses finais utilizadas foram 200mg/kg e 500mg/kg. Essas doses
foram baseadas em estudos prévios realizados em nosso laboratorio (MEDALHA et al.,
2000; COELHO et al., 2001). A solugéo salina foi usada como controle e, ambas as
doses de droga e a solugao salina foram colocadas em tubos eppendorf codificados sob

refrigeragcao. Esta codificagdo era desconhecida pelo examinador no momento do teste.

3.3 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O equipamento usado foi o LCE (Figura 3) validado para ratos (PELLOW
et al., 1985) e camundongos (LISTER, 1987). O labirinto é feito de madeira e consiste
em dois bragos abertos (30,0x5,0x0,25 cm) e dois bragos fechados com paredes de
vidro transparente (30,0x5,0x15,0 cm), unidos a uma plataforma central (5,0cmx5,0cm)
e elevado a uma altura de 38,5cm do solo por um suporte de madeira. A exploragéao
dos bragos abertos é encorajada pela inclusdo de uma fina borda de acrilico (0,25cm)
ao redor do seu perimetro. A iluminagdo utilizada foi de 77 lux no assoalho da

plataforma central.
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Figura 3. Labirinto em Cruz Elevado - LCE.

3.4 Procedimento

O experimento foi realizado em dois dias consecutivos, sendo que no
primeiro dia de teste (T1) foi realizada a exposi¢do do animal ao LCE e no segundo dia
(T2) foi feita a re-exposi¢do. Para facilitar a adaptagdo, em T1, os animais foram
transportados para uma sala do laboratorio, e foram deixados neste ambiente por pelo
menos uma hora antes da realizagdo do mesmo.

Os animais foram agrupados aleatoriamente em 8 grupos experimentais,

segundo a tabela abaixo:
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Tabela 1 - Grupos de tratamentos
submetidos ao LCE - tratamento pré T1
e T2, realizado 40min antes do teste.

Grupos experimentais N Tratamento (mg/kg)
T1 T2

SAL-SAL 10 Salina | Salina
SAL-LH 10 Salina | LH 200
LH-SAL 10 LH 200 | Salina
LH-LH 10 LH 200 | LH 200
SAL-SAL 11 Salina Salina
SAL-LH 10 Salina | LH 500
LH-SAL 15 LH 500 | Salina
LH-LH 13 LH 500 | LH 500

A exposicao comegou colocando-se o sujeito na plataforma central do
labirinto, com a face voltada para o brago aberto, quando foi permitindo ao animal a
livre exploragdo do ambiente por cinco minutos. Depois de cada teste, o labirinto foi
limpo com alcool 20%. Em T2, os animais foram re-expostos ao LCE seguindo-se os
mesmos procedimentos acima descritos. Em ambos os dias, os animais receberam o

tratamento farmacologico 40 minutos antes de serem testados.

3.5 Anadlise Comportamental

Os cinco minutos permitidos para os animais explorarem o labirinto foram
analisados através das gravagdbes em video, avaliando-se as medidas espago-
temporais convencionais (LISTER, 1987) e os comportamentos etoldgicos (CRUZ et al.,
1994; RODGERS & JOHNSON, 1995). Todos os comportamentos foram gravados por
uma camera posicionada aproximadamente a 50° do labirinto, permitindo assim a
discriminagdo e a documentagdo dos mesmos. As gravagdes foram analisadas por um
observador treinado usando um programa de analise etolégica. Os comportamentos
foram analisados utilizando o programa de computador X- PLOT-Rat, 2005 (GARCIA et
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al., 2005) desenvolvido no laboratério do Comportamento Exploratério da USP/
Ribeirao Preto (http//:scotty.ffclrp.usp.br).

As medidas convencionais compreenderam a frequéncia de entradas nos
bracos abertos e fechados (EBA e EBF) e o total de entradas (TE). A entrada nos
bragos foi considerada quando as quatro patas do animal estavam dentro do brago. O
tempo gasto nos bragos abertos (TBA), fechados (TBF) e na plataforma central (TC),
também foram analisados. Esses dados foram usados para calcular a porcentagem de
entradas e do tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos (Entradas:
[EBA/TE] X100; Tempo [tempo no compartimento /300] X 100).

A diminuicdo da atividade nos bragos abertos (entradas e tempo de
permanéncia nos bragos aberto) foi definida como indice de aprendizagem e memoria.
O numero de entradas nos bragos fechados foi considerado como um indice da
atividade locomotora (CRUZ et al.,1994).

A andlise do comportamento animal tem sido aperfeicoada através da
visdo etolégica detalhada necessaria para elucidar a complexa estrutura
comportamental dos roedores observada no LCE (ESPEJO & MIR, 1993). Assim, a
analise etoldgica é utilizada juntamente com as medidas convencionais para reforgar os
resultados obtidos durante a analise classica.

A analise dos comportamentos etolégicos foi realizada através do registro
de algumas atitudes e posturas dos animais no labirinto, como o levantar, o mergulho e
o esticar. Estas categorias foram definidas por estudos realizados em ratos (CRUZ et
al., 1994; ANSELONI & BRANDAO, 1997) e em camundongos (RODGER & JOHNSON,
1995). O levantar é definido operacionalmente como o levantamento parcial ou total dos
membros anteriores. O mergulho é verificado pelo movimento exploratério da cabecga e
ombros para fora dos limites do labirinto, e para baixo em diregdo ao chao. A postura de
esticar o corpo (stretched attend postures - SAP) é observada quando o animal estica
todo o seu comprimento e retorna a posigdo anterior sem qualquer movimento para

frente das suas patas posteriores.
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4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram inicialmente submetidos ao teste de Levene
para verificar a homogeneidade da varidncia. Os dados obtidos foram submetidos a
Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas, tendo como fatores
independentes o tratamento farmacoldgico e o dia de teste. As diferengas entre os
grupos obtidas pelos valores de P significativos foram identificadas pelo teste Fisher’s
LSD (Protected t-Tests).

Os dados que ndo apresentaram homogeneidade foram submetidos ao
teste de varidncia de Kruskal-Wallis para analisar as diferengas entre os grupos e o
teste de Wilcoxon para analisar as diferengas entre os dias de teste T1 e T2.

Para todos os testes o nivel de significancia foi estabelecido em 5%
(p<0,05).
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5 RESULTADOS

As figuras 4 e 5 mostram o efeito da injegéo sistémica de LH (200mg/kg)
sobre os comportamentos de camundongos expostos e re-expostos ao LCE.

Em T1 o teste de Kruskal-Wallis ndo apontou diferengas significativas
entre os grupos nas EBA (Kruskal-Wallis, p=0,1537) e no TBA (Kruskal-Wallis,
p=0,824). Na re-exposicao o teste de Wilcoxon mostrou uma diminuicdo nas EBA para
os grupos SAL-SAL (Wilcoxon, p=0,017823), SAL-LH (Wilcoxon, p=,00021) e LH-SAL
(Wilcoxon p= 0,007), enquanto que o grupo LH-LH n&o apresentou alteragbes nas EBA
(p>0,05). Foi observada uma diminuicdo no TBA somente para os grupos SAL-SAL
(Wilcoxon, p=0,0166) e SAL-LH (Wilcoxon, p=0,0284). Nos grupos LH-LH e LH-SAL
ndo houve diferengas significativas (p>0.05).

Em T1, os resultados da ANOVA de duas vias ndo apontaram efeitos
significativos do tratamento farmacologico na dose de 500mg/kg nas EBA (F3, 45= 1.39;
p>0,05) e TBA (F345=1,37; p>0,05) entre os grupos. O teste Fisher’'s LSD mostrou que
em T2 houve uma redugéo da atividade nos BA para os grupos SAL-SAL, SAL-LH e
LH-SAL representada pelas medidas: EBA (F(14=13,01; p<0,05) e TBA (F4, 46=43,56;
p<0.05) (figuras 6 e 7). Por outro lado, ndo foram observadas mudangas significativas

nas EBA e TBA para os animais tratados com LH entre T1 e T2 (p>0,05).
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Figura 4. Efeito da LH (200mg/kg) ou SAL injetadas i.p pré T1 e
pré T2 em camundongos expostos e reexpostos ao LCE. As
colunas representam as médias e o erro padrdo das médias (M+
EPM) das entradas nos bragos abertos do LCE para os grupos
SAL-SAL; SAL-LH; LH-LH e LH-SAL.
* comparado T1 ( Wilcoxon, p<0,05).
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Figura 5. Efeito da LH (200mg/kg) ou SAL injetadas i.ppré T1 e
pré T2 em camundongos expostos e reexpostos ao LCE. As
colunas representam as médias e o erro padrao das médias
(M+ EPM) do tempo gasto nos bragos abertos do LCE para os
grupos SAL-SAL; SAL-LH; LH-LH e LH-SAL.

*comparado a T1 (Wilcoxon, p<0,05).
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Figura 6. Efeito da LH (500mg/kg) ou SAL injetadas i.p pré
T1 e pré T2, em camundongos expostos e reexpostos ao
LCE. As colunas representam as médias e o erro padréo
das médias (M+ EPM) das entradas nos bragos abertos do
LCE para os grupos SAL-SAL; SAL-LH; LH-LH e LH-SAL.

* p<0,05 comparado a T1(ANOVA seguida do teste

Fisher’s LSD).
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Figura 7. Efeito da LH (500mg/kg) ou SAL injetadas i.p pré T1
e pré T2, em camundongos expostos e reexpostos ao LCE. As
colunas representam as médias e o erro padrdo das médias
(M+ EPM) do tempo gasto nos bragos abertos do LCE para os
grupos SAL-SAL; SAL-LH; LH-LH e LH-SAL.

* p<0,05 comparado a T1(ANOVA seguida do teste Fisher’'s

LSD).
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A tabela1l mostra que ndo houve diferengas significativas do tratamento
farmacolégico na dose de 200mg/kg, nas %EBA (Kruskal-Wallis; p=0,1232) e nas
%TBA (Kruskal-Wallis; p=0,0824), entre os grupos experimentais no primeiro dia de
teste. Adicionalmente, o teste de Wilcoxon revelou uma diminui¢gdo nas %EBA somente
para o grupo SAL-SAL (Wilcoxon p=0,0125) e uma diminuicdo nas %TBA para os
grupos SAL-SAL (Wilcoxon p=0,0166) e SAL-LH (Wilcoxon p= 0,0284).

A ANOVA de duas vias revelou que na dose de 500mg/kg de LH nao
houve mudangas significativas nas %EBA e %TBA [F(3.48)= 0.68 e 0.26,
respectivamente p>0,05] entre os grupos em T1. Entretanto ocorreu uma redugao entre
T1 e T2 nas %EBA [F(1.48) = 8.83, p <0.05] e nas %TBA [F(1.48) = 43.57, p<0.05] para
os grupos Sal-SAL; SAL-LH; e SAL-SAL; SAL-LH; LH-SAL, respectivamente (tabela 2).
Para o grupo LH-LH n&do houve diminuicdo significativa dessas medidas (p>0.05). O
mais importante é notar que todos esses efeitos acima citados foram observados na
auséncia de alteragdes na atividade locomotora representada pelas EBF (p>0.05) em
ambos os tratamentos realizados (ver Tabelas 1 e 2).

O tratamento farmacolégico mostrou um efeito significativo da LH
(200mg/kg) sobre o tempo de permanéncia nos bragos fechados. O teste Kruskall-
Wallis revelou uma diferenga significativa no TBF (Kruskall-Wallis; p=0,007) em T2
entre os grupos SAL-SAL, SAL-LH e LH-SAL. O teste post-hoc mostrou um aumento do
TBF dos grupos SAL-SAL e SAL-LH em relagédo ao grupo LH-SAL. O teste de Wilcoxon
mostrou um efeito significativo da reexposi¢ao no TBF, com um aumento dessa medida
para os grupos SAL-SAL (Wilcoxon; p=0,0166), SAL-LH (Wilcoxon; p=0,0166), LH-SAL
(Wilcoxon; p=0,0284) e LH-LH (Wilcoxon; p=0,0367). A ANOVA de duas vias revelou
que na dose de 500mg/kg houve um aumento do TBF [F (1.48) = 41.17, p< 0.05] para
0s grupos SAL-SAL, SAL-LH e LH-SAL em T2 em relagdo a T1 (ver figuras 8 e 9).
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Figura 8. Efeito da LH 200mg/kg ou SAL injetadas i.p pré T1
e pré T2, em camundongos expostos e reexpostos ao LCE.
As colunas representam as médias e o erro padréo das
médias (M+ EPM) do tempo gasto nos bragos fechados do

LCE para os grupos SAL-SAL; SAL-LH; LH-LH e LH-SAL.
*p<0,05 comparado a T1 (Wilcoxon).
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Figura 9. Efeito da LH 500mg/kg ou SAL injetadas i.p pré T1 e
pré T2, em camundongos expostos e reexpostos ao LCE. As
colunas representam as médias e o erro padrdo das médias
(M+ EPM) do tempo gasto nos bragos fechados do LCE para
os grupos SAL-SAL; SAL-LH; LH-LH e LH-SAL.

* p<0,05 comparado a T1(ANOVA seguida do teste test do
teste Fisher’s LSD).
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A dose de 500mg/kg de LH n&o alterou o TC entre os grupos em T1 (F3,
48=1,03; p>0,05), e essa medida nido sofreu alteragbes significativas durante a
reexposicao (F148=8,77; p>0,05). Entretanto, a menor dose estudada alterou
significativamente o TC em T1 (Kruskall-Wallis; p=0,0001). O teste post-hoc mostrou
um aumento do TC do grupo LH-SAL em relagédo grupo SAL-SAL e SAL-LH. Durante a
re-exposigdo somente grupo LH-LH diminuiu o TC (Kruskall-Wallis; p=0,0218).

A tabela 1 mostra o efeito da LH na dose de 200mg/kg sobre os
comportamentos etolégicos de camundongos re-expostos ao LCE. O teste de Wilcoxon
revelou que houve uma diminuigdo na freqiéncia de mergulho para os grupos SAL-SAL
(Wilcoxon, p=0,0093), SAL-LH (Wilcoxon, p=0,0077), (Wilcoxon, p=0,0382), LH-SAL
(Wilcoxon, p=0,016) e LH-LH . O teste de Kruskall-Wallis revelou que houve uma
diferenga significativa no comportamento de esticar (Kruskall-Wallis, p=0,0237) entre os
grupos durante a exposi¢do ao LCE. O teste post-hoc revelou que os grupos LH-LH e
LH-SAL apresentaram uma freqiiéncia maior de esticar em relagdo ao grupo SAL-LH
(p>0,05). A exposigao prévia ao labirinto ndo alterou o comportamento de esticar em T2
(p>0,05). Para o comportamento de levantar ndo foram observadas alteragdes
significativas entre T1 e T2 (p>0,05)

A Tabela 2 mostra o efeito da LH na dose de 500mg/kg sobre os
comportamentos etolégicos de camundongos expostos e re-expostos ao LCE. ANOVA
de duas vias nao revelou efeitos significativos nos comportamentos de esticar
(F3,48=2,55; p>0,05), mergulho (F3 4s=1,42; p>0,05) e levantar (F3 45=2,71; p>0,05) entre
0s grupos experimentais na exposi¢cao. Entretanto, a ANOVA mostrou que a exposigao
prévia ao LCE provocou mudangas na freqiéncia dos comportamentos de esticar e
mergulho em T2. O teste Fisher's LSD revelou uma diminui¢do do comportamento de
esticar para os grupos SAL-SAL e SAL-LH (F14s=20,57; p<0,05), mas ndo houve
alteragdes desse comportamento para os grupos LH-LH e LH-SAL (tabela. 2). Para o
comportamento de mergulhar houve uma diminuigéo significativa para todos os grupos
estudados (F+45=41,93; p<0,05). Ja para a frequiéncia de levantar ndo houve alteragbes
significativas (F14s= 33,34; p>0,05).
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comportamentos SAL-SAL (n=10) SAL-LH (n=10) LH-LH (n=10) LH-SAL (n=10)
T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2

TE 13.0+ 1.3 12.0£ 0.7 129+ 1.3 10.1 £ 1.1 14+ 1.6 147+ 1.3 142+ 0.8 112+1.2
EBF 9.0+ 0.8 10.2 £0.5 9.0+ 0.5 8.2+0.8 92+ 1.0 10.0 £+ 0.8 9.8+ 0.8 8.8+ 1.1
%EBA 207+26 14.0+£23* 266+56 162+51 309+58 287+£6.5 32.7+43 223+4.0
% TBA 13.5+£3.2 42+ 0.8% 13.9+42 47+ 1.4*% 17.1+4.0 14.6 £ 3.5 14634 121 £4.1
TC 573+ 113 31.1+24 402+59 259+54 62.6+87 341+£54*% 81.4+78 50.8+ 12.0
Esticar 17.0£ 1.2 140+ 1.2 131+ 1.8 12.0£ 1.1 18.0£ 2.2 15519 21.1+23 20.0 £3.1
Mergulho 40=+0.5 2.0 £02* 44+0.5 2.0+ 04* 45+0.7 1.7£0.7* 58+ 1.1 2.6 £ 0.4*
Levantar 6.6+ 1.1 6.6 £ 0.8 89 £ 1.8 74 £ 1.6 53 +£1.2 49 £1.2 42 + 0.6 44 +£ 1.2

* P <0,05 comparado a T1
TE, total de entradas

EBF, entradas nos bragos fechados
%EBA, porcentagem de entradas nos bragos abertos
%TBA, porcentagem de tempo nos bragos abertos

TC, tempo no centro

- { [ul] Comentario:




Tabela 2: Efeito da LH (500mg/kg) ou salina administrada i.p. pré-T1 e pré-T2 sobre os comportamentos de camundongos submetidos ao LCE.

comportamentos SAL-SAL (n=11) SAL-LH (n=10) LH-LH (n=15) LH-SAL (n=13)
T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2

TE 127+ 1.0 99 £1.0 16.5+ 0.9 134+£15 146+ 1.2 157+ 1.5 152+1.7 144+ 2.0
EBF 7.4+0.5 7.3 £0.7 9.1+ 0.6 8.9+ 09 9.8+ 0.8 10.2+ 0.9 8.6+ 0.8 9.7+ 1.3
% EBA 40.1 £ 3.6 25.5+ 6.0* 44.6 £ 4.1 32.3 £ 3.6* 31.8+ 3.0 33.5+49 39.1+£3.8 31.8+4.3
% TBA 21.3+ 3.7 9.2 +£2.4% 304+£3.2 13.9+ 2.1* 21.1+ 3.4 16.3 £ 2.8 28.1+£33 13.2 +2.5%
TC 50.4 £ 6.2 29.1+45 546+5.1 42.2+ 8.0 54.8+10.0 43.4+8.5 454+ 6.0 289+ 173
Esticar 18.6 £ 1.5 114 £ 1.1* 144+ 1.0 10.0+£ 0.9* 17.0 +24 13.7£ 1.2 199+ 1.7 175+ 2.9
Mergulho 46+04 1.7 £ 0.7* 6.4+ 1.1 1.9 + 0.9% 6.8 +0.9 3.2+ 0.7* 85+ 2.0 3.0+ 0.8%
Levantar 10.7+ 2.0 109 +£1.5 12.8 £2.3 11.7+ 19 6.53 £ 1.6 7.8 + 1.6 57 + 1.1 100 £ 1.4

* p<0,05 comparado a T1

TE, Total de Entradas

EBF, Entradas nos bragos fechados

%EBA, porcentagem de entradas r nos bragos abertos
%TBA, porcentagem de Tempo nos bragos abertos
TC, Tempo no Centro
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6 DISCUSSAO

A histamina ndo atravessa prontamente a barreira hematoencefdlica,
porém os niveis desse neurotransmissor podem ser aumentados pela administragao
periférica do seu precursor. Estudos prévios tém sugerido o uso da L-histidina como
uma maneira para se estudar o SHN (PRELL et al.,, 1996). Portanto, os efeitos
observados no presente estudo podem ser atribuidos a HA formada centralmente a
partir da administragédo da L-histidina.

No presente estudo, a L-histidina ndo apresentou um efeito ansiolitico nos
tratamentos realizados, uma vez que nao houve diferenga significativa da atividade nos
bragos abertos (EBA e TBA) entre os grupos SAL-SAL e LH-LH em T1. Adicionalmente,
na dose de 500mg/kg nenhuma diferenga ocorreu durante a primeira exposigéo entre
0s grupos experimentais nas atividades nos BA, BF ou TC.

De acordo com Carobrez e Bertoglio (2005) o LCE elicia um estado de
medo espontdaneo dado que durante a sessao de teste, com livre exploragdo do
labirinto, ha uma clara preferéncia para permanecer nos BF em relagdo aos BA.
Estudos indicam que drogas que aumentam a atividade nos bragos abertos sao
compostos ansioliticos enquanto aquelas que diminuem essa atividade apresentam
caracteristica ansiogénica (BRANDAO et al., 1994; FILE et al., 1998; MENARD &
TREIT.,1999; MENDES-GOMES & NUNES-DE-SOUZA, 2005).

Uma caracteristica interessante observada no LCE ¢é o fato de que uma
simples experiéncia prévia ao labirinto, sem o uso de drogas, reduz significativamente
as entradas e o tempo gasto nos BA de camundongos e ratos (GRIEBEL et al., 1993;
FERNANDES & FILE, 1996). E, o aumento da esquiva dos BA em uma segunda
exposicao é observada em varios estudos (DE SOUZA et al., 1998; CANTO-DE-SOUZA
et al, 2002), mostrando que a re-exposicdo esta associada com mudangas
comportamentais indicativas de uma aprendizagem aversiva (FILE et al., 1990).

Os nossos resultados concordam com as evidéncias de que a exposigao
prévia ao labirinto modifica o desempenho do animal em T2, uma vez que se verificou
uma marcante diminuigdo nas EBA e TBA para os grupos SAL-SAL, SAL-LH e LH-SAL

na dose de 500mg/kg, enquanto que na menor dose houve uma diminuigdo das EBA
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para 0s mesmos grupos experimentais, € uma diminuicdo do TBA somente para os
grupos SAL-SAL e SAL-LH.

Depois da exploragdo inicial ao labirinto cada animal adquire, consolida e
evoca algum tipo de memoria relacionada com as areas potencialmente aversivas do
labirinto (BA) (CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005). Considerando que na dose de
500mg/kg de LH, o grupo LH-SAL reduziu as EBA e o TBA durante a re-exposigao,
supbe-se que a aquisicdo e o armazenamento da memdria nao sdo afetados pela LH.
Além disso, pode-se sugerir que a aprendizagem ocorreu na primeira exposi¢ao para
esse grupo, e que a memodria foi evocada em T2. O aumento da esquiva dos BA
desenvolvido por ratos (ROSA et al., 2000) e camundongos (HOLMES & RODGERS,
1998) tem sido atribuido a capacidade dessa drea do labirinto de eliciar medo. O
comportamento de esquiva representa uma resposta motivada pela aversao dos
animais ao BA, e a presenga de mudangas no comportamento exploratério
dependentes da experiéncia denota que a aprendizagem motivada pelo medo esta
ocorrendo durante a primeira exploracéo ao labirinto (DAL-COL et al., 2003).

Neste estudo, para ambas as doses os resultados apresentados nao
indicam alteragbes no parametro relacionado com a atividade locomotora, que é
representando pelas EBF (CRUZ et al., 1994). Segundo Rosa e colaboradores (2000)
esse parametro é importante para determinar se o efeito da droga estudada esta sendo
mascarado pelas alteragdes induzidas por ela na atividade motora dos animais.

O LCE é um teste que permite avaliar o processo de aprendizagem e
memoria com um forte componente emocional (medo), visto que o comportamento
expressado durante o teste é resultante de um conflito entre a motivagao para explorar
o labirinto e a tendéncia natural em evitar os bragos abertos motivados pelo medo.
Considerando-se que os animais do grupo LH-SAL aprenderam, poderiamos supor que
os animais do grupo LH-LH também fossem capazes de evocar a memoéria adquirida
em T1 durante a re-exposi¢do. Esta suposi¢cao baseia-se no fato de que as memodrias
formadas durante as experiéncias emocionais sdo lembradas mais facilmente.

A memodria emocional permite que o animal evite que uma situagéo que
Ihe pareceu aversiva num dado momento (p. ex., exploragdo dos BA) possa ser
repetida numa experiéncia futura (CURRAN & MINTZER, 2006). Portanto, nossos
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resultados sugerem que a LH parece provocar um déficit na evocagdo da memodria
estado-dependente, ja que os camundongos do grupo LH-SAL foram capazes de se
lembrar de uma experiéncia prévia ao labirinto depois de 24 horas, enquanto os animais
do grupo LH-LH n&o o fizeram.

Segundo Rodgers e colaboradores (1997), devido a importancia das pistas
tigmotaxicas, os comportamentos etolégicos sado divididos em protegidos ou
desprotegidos, dependendo da area do labirinto em que eles acontecem, ou seja, as
areas protegidas seriam os BF e o centro, e as areas desprotegidas seriam os BA. A
freqléncia dos comportamentos protegidos esta relacionada com o indice de ansiedade
(ESPEJO et al.,, 1997). Porém, como em nosso estudo as doses estudadas néo
apresentaram efeito ansiolitico, foram consideradas as freqléncias totais dos
comportamentos etoldgicos. A fungdo biolégica das medidas etolégicas € informar as
estratégias comportamentais utilizadas frente a situagcdes de perigo potencial
(CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005), que no presente estudo estédo representas pelos
BA.

Em ambos os tratamentos utilizados, houve uma diminuicdo do
comportamento de mergulho para todos os grupos experimentais durante a re-
exposicao, indicando que este comportamento nao foi afetado pelo tratamento. Ja para
o comportamento de levantar, que esta relacionado com a atividade locomotora vertical,
nao houve alteragdo em T2, confirmando que nao houve alteragdo na locomogéo total.

O esticar pode ser definido como um comportamento de avaliagdo de
risco, promovendo informagao, confirmagao e identificando o perigo (ESPEJO, 1997).
Na dose de 200mg/kg os animais do grupo LH-LH e LH-SAL n&o diminuiram o
comportamento de esticar em T2. Na dose de 500mg/kg, o grupo LH-LH n&o reduziu o
TBA, as EBA, e a freqiiéncia de esticar durante a re-exposigcao, confirmando novamente
nossa hipétese de que a L-histidina prejudica a evocagdo da memoria de uma maneira
estado-dependente no LCE.

A memoria pode ser estado-dependente, ou seja, uma resposta que tenha
sido observada em um dado estado pode ser evocada apenas quando o organismo
estd numa situagdo semelhante. Em outras palavras, a evocagdo da informagao

aprendida requer que o animal esteja num estado similar aquele no qual a meméria
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para essa informacao foi adquirida (COLPAERT et al., 2001). Este fenébmeno tem sido
demonstrado depois da administragcao de varias drogas psicoativas como a morfina e a
HA (PATTI et al., 2006; ZARRINDAST et al., 2006). Zarrindast e colaboradores (2006)
demonstraram que a HA induz a aprendizagem estado-dependente e que o SNH pode
ter interagdo com sistemas opidides agindo na memoéria. Neste estudo, quando
administrada i.c.v. pré-treino em um teste de esquiva passiva a HA comprometeu a
evocagdo da memoria, porém essa mesma droga causou facilitagdo na evocagéo da
memoria quando administrada tanto pré-treino quanto pré-teste (histamina-histamina).

Investigagdes realizadas por Kamei & Tasaka (1993) mostraram que a
administracao i.c.v. pré-teste de HA causou diminuigao da laténcia resposta da em um
teste de esquiva ativa em ratos velhos. No mesmo estudo, A LH administrada i.p. nas
doses de 200mg/kg e 500mg/kg também provocaram uma diminui¢do da resposta da
laténcia, facilitando, assim, os processos de memoria. Estudos realizados por De
Almeida & Izquierdo (1986) demonstraram que a administragéo i.c.v. de HA na dose de
1 ou 10ng imediatamente pds-teste de esquiva facilitou a retengdo do comportamento
de esquiva mensurada 24 horas depois, em ratos. Nossos resultados estdo
relacionados com a evocagdo da memoria estado-dependente, diferindo, assim, dos
trabalhos realizados pelos autores supracitados. Os primeiros autores fizeram a
administragdo da droga durante a fase da consolidagdo da memoria (pos-teste) e
Kamei & Tasaka (1993) nao trataram os animais antes do treino, ndo avaliando,
portanto, o estado de dependéncia da resposta.

Em nosso estudo, os camundongos que receberam LH pré-T1 e pré-T2,
ndo reduziram as entradas e o tempo gasto nos bragos abertos durante o segundo dia
de teste. A partir desse dado, podemos inferir que houve comprometimento na
habilidade de evocar a memodria durante a re-exposigdo quando os animais estavam
sob o efeito da HA. Essa falha na evocagdo da memoria 24 horas depois de T1, parece
ter produzido uma amnésia retrograda estado-dependente semelhante aquela
observada na fase inicial na doenga de Alzheimer (MCDONALD'S & OVERMIER,
1998).

Outros trabalhos tém demonstrado, também, o estado de amnésia

retrograda experimentalmente induzida em diferentes modelos e animais: ratos (KIM &
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FANSELLOW, 1992), camundongos (CHO et al., 1993) e macacos (ZOLA-MORGA &
SQUIRE, 1990). Desta forma, tém surgido modelos animais bem desenvolvidos (PAGE
et al., 1991) para avaliar comprometimento da memodria a partir de testes que
manipulam o atraso entre a informagdo adquirida durante a aprendizagem e a
capacidade do sujeito experimental em lembrar-se dessa informagio posteriormente
(MCDONALDS & OVERMIER, 1997).

O LCE, principalmente no segundo dia de teste, demonstrou ser valido
como um possivel instrumento para avaliar comprometimento da memdaria. Além disso,
0s nossos resultados corroboram com outros estudos (YANAI & TASHIRO, 2007;
ISHUNINA, et al., 2003) que indicam uma provavel relagdo entre o SNH e a doencga de
Alzheimer. O presente estudo, também, pode ter uma implicagao na avaliagdo do uso
cronico de anti-histaminicos utilizados em larga escala na sociedade atual. Assim,
nossos resultados s&o um primeiro passo para o estabelecimento de um modelo animal

com validagao para déficit de evocagdo de memoria estado dependente.
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7 CONCLUSAO

A LH néo apresenta efeito sobre a ansiedade e provoca um déficit na
evocacao da memoria estado dependente.
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APENDICE A- Registro das medidas convencionais durante a exposigio e
reexposi¢cao de camundongos submetidos ao LCE

Tabela 1A — 1H - Medidas convencionais (em segundos) obtidas dos animais tratados
com LH (200mg/kg) ou salina, pré T1 e T2, submetidos ao LCE.

Tabela1 A

Grupo SAL-SAL Exposicao

Sujeito| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 12 2 10 24 235 41 17 83 8 78 14
2 8 3 5 38 136 126 38 63 13 45 42
3 8 2 6 12 264 24 25 75 4 88 8
4 11 2 9 10 268 22 18 82 3 89 7
5 21 9 12 74 164 61 43 57 25 55 21
6 12 5 7 111 150 39 42 58 37 50 13
7 13 3 10 19 193 89 23 77 6 64 30
8 18 5 13 28 244 28 28 72 9 81 9
9 16 6 10 47 211 41 38 63 16 70 14
10 11 3 8 42 156 102 27 73 14 52 34

Média | 13,00 4,00 9,00 40,55 202,10 57,35 29,75 70,25 13,52 67,37 19,12
DP 419 226 2,54 31,30 49,25 36,25 9,52 9,52 10,43 16,42 12,05

EPM | 1,32 0,68 0,80 9,73 15,57 11,32 2,64 2,64 3,24 5,05 3,76

Tabela1B

Grupo SAL-SAL Reexposigao

Sujeito| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 13 2 11 6 254 36 15 85 2 85 13
2 12 1 11 7 260 34 8 92 2 87 11
3 9 1 8 7 266 27 11 89 2 89 9
4 12 3 9 23 243 34 25 75 8 81 11
5 7 0 7 0 272 23 0 100 0 91 9
6 12 1 11 9 259 32 8 92 3 86 11
7 13 2 11 14 260 26 15 85 5 87 9
8 14 3 11 22 261 17 21 79 7 87 6
9 16 3 13 23 242 42 19 81 8 81 12
10 12 2 10 16 247 40 17 83 5 82 12

Média | 12,00 1,80 10,20 12,62 256,28 31,10 14,04 8596 4,21 8543 10,37

DPM 2,49 1,03 1,75 8,19 9,73 7,81 7,29 729 2,73 3,24 2,19

EPM 0,79 0,33 0,55 2,59 3,08 247 2,31 2,31 0,86 1,03 0,69
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Tabela 1C
Grupo SAL- LH Exposigao
Sujeito| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 10 3 7 29 185 86 30 70 10 62 29
2 12 1 11 6 268 26 8 92 2 89 9
3 16 6 10 92 161 48 38 63 31 54 16
4 11 1 10 12 259 28 9 91 4 86 10
5 11 1 10 4 264 32 9 91 1 88 11
6 6 1 5 7 253 40 17 83 2 84 13
7 11 1 10 9 258 32 9 91 3 86 11
8 15 7 8 91 191 18 47 53 30 64 6
9 16 7 9 78 177 45 44 56 26 59 15
10 21 11 10 91 163 46 52 48 30 54 15
Média | 12,90 3,90 9,00 41,87 217,91 40,22 26,26 73,74 13,96 72,64 13,41
DP 418 3,60 1,83 40,37 45,85 18,76 17,77 17,77 13,46 15,28 6,25
EPM 1,32 1,14 058 12,76 14,50 593 562 562 425 483 1,98
Tabela 1D
Grupo SAL- LH Reexposicao
Sujeito| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 9 0 9 0 293 7 0 100 0 98 2
2 12 2 10 14 246 40 17 83 5 82 13
3 10 2 8 19 222 59 20 80 6 74 20
4 10 2 8 19 271 11 20 80 6 90 4
5 3 0 3 0 297 3 0 100 0 99 1
6 7 0 7 0 264 36 0 100 0 88 12
7 11 0 11 0 271 29 0 100 0 90 10
8 11 4 7 33 230 36 36 64 11 77 12
9 11 5 6 32 251 17 45 55 11 84 6
10 17 4 13 25 253 21 24 76 8 84 7
Média | 10,10 1,90 8,20 14,23 259,83 2594 16,20 83,80 4,74 86,61 8,65
DPM | 3,57 1,91 2,78 13,58 24,26 17,32 16,31 16,31 4,53 8,09 5,77
EPM | 1,13 060 088 429 767 548 516 516 1,43 256 1,83
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Tabela1E
Grupo LH - LH Exposicao
Sujeito| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 19 9 10 106 115 79 47 53 35 38 26
2 20 7 13 32 226 41 35 65 11 75 14
3 4 2 2 29 152 118 50 50 10 51 39
4 13 7 6 95 161 44 54 46 32 54 15
5 20 9 11 75 158 67 45 55 25 53 22
6 15 3 12 23 187 90 20 80 8 62 30
7 17 7 10 91 146 64 41 59 30 49 21
8 13 1 12 8 233 59 8 92 3 78 20
9 11 3 8 56 219 25 27 73 19 73 8
10 8 0 8 0 260 40 0 100 0 87 13
Média | 14,00 4,80 9,20 51,55 185,81 62,64 32,74 67,26 17,18 61,94 20,88
DPM | 5,31 3,36 3,33 38,25 46,74 27,74 18,49 1849 12,75 1558 9,25
EPM | 1,68 1,06 1,05 12,10 14,78 8,77 585 585 4,03 493 2,92

Tabela1F

Grupo LH - LH Reexposicao

Sujeito| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 15 6 9 43 224 34 40 60 14 75 11
2 13 6 7 37 236 27 46 54 12 79 9
3 11 0 11 0 268 32 0 100 0 89 11
4 14 7 7 59 205 36 50 50 20 68 12
5 19 8 11 73 149 78 42 58 24 50 26
6 17 7 10 61 204 35 41 59 20 68 12
7 17 7 10 81 192 26 41 59 27 64 9
8 11 0 11 0 289 11 0 100 0 96 4
9 22 6 16 84 188 28 27 73 28 63 9
10 8 0 8 0 267 34 0 100 0 89 11

Média | 14,70 4,70 10,00 43,83 222,07 34,11 28,79 71,21 14,61 74,02 11,37

DPM 419 330 2,62 33,65 43,33 17,18 20,68 20,68 11,22 14,44 573

EPM 1,33 1,04 083 1064 13,70 543 6,54 6,54 355 4,57 1,81
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Tabela1 G
GRUPO LH-SAL Exposigao
Sujeito| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 13 8 5 103 77 121 62 38 34 26 40
2 13 2 11 10 245 45 15 85 3 82 15
3 14 3 11 20 201 79 21 79 7 67 26
4 21 7 14 67 163 70 33 67 22 54 23
5 12 5 7 62 167 70 42 58 21 56 23
6 14 3 11 7 172 122 21 79 2 57 41
7 15 5 10 23 200 77 33 67 8 67 26
8 16 5 11 52 158 90 31 69 17 53 30
9 12 2 10 19 193 86 17 83 6 64 29
10 12 4 8 77 171 54 33 67 26 57 18
Média | 14,20 4,40 9,80 43,91 174,69 81,40 3094 69,06 14,64 58,23 27,13
DPM | 2,74 2,01 2,53 32,70 43,06 24,94 13,72 13,72 10,90 14,35 8,31
EPM | 087 064 080 10,34 13,62 7,89 434 434 345 454 2,63

Tabela 1 H
Grupo LH - SAL Reexposigao
Sujeito| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 11 3 8 91 191 18 27 73 30 64 6
2 4 1 3 11 281 8 25 75 4 94 3
3 13 2 11 32 222 46 15 85 11 74 15
4 17 5 12 79 187 35 29 71 26 62 12
5 14 4 10 35 145 119 29 71 12 48 40
6 16 1 15 0 261 39 6 94 0 87 13
7 7 1 6 5 244 51 14 86 2 81 17
8 11 2 9 11 171 118 18 82 4 57 39
9 11 1 10 0 272 28 9 91 0 91 9
10 8 4 4 101 153 45 50 50 34 51 15
Média | 11,20 2,40 8,80 36,53 212,61 50,87 22,34 77,66 12,18 70,87 16,96
DPM | 4,05 1,51 3,68 39,39 50,03 38,22 12,69 12,69 13,13 16,68 12,74
EPM | 128 048 1,16 12,46 1582 12,09 4,01 4,01 415 527 4,03
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APENDICE B - Registro das medidas etoldgicas durante a exposigao e
reexposi¢cao de camundongos submetidos ao LCE.

Tabela 1A - 1C- Freqiiéncia totais das medidas etolégicas dos animais pré-
tratados (T1 e T2) com LH (200mg/kg) ou salina submetidos ao LCE.

Tabela 1A
Esticar
Sujeito Grupos Experimentais
SAL-SAL SAL-LH LH-LH LH-SAL
T1 T2 T1 T2 T T2 T T2
1 21 12 20 13 19 12 12 17
2 13 15 9 20 22 16 18 20
3 23 10 12 14 3 7 29 26
4 21 13 8 8 12 13 29 26
5 19 7 19 12 22 18 24 38
6 12 21 23 13 20 25 27 26
7 16 17 15 12 21 23 25 8
8 19 13 8 7 24 20 13 14
9 12 18 11 11 12 6 25 21
10 15 12 6 12 27 15 9 4
MEDIA | 17,10 13,80 13,10 12,20 18,20 15,50 21,10 20,00
DPM 4,04 4,08 5,86 3,52 7,15 6,28 7,48 9,88
EPM 1,28 1,29 1,85 1,11 2,26 1,98 2,36 3,12

Abreviagdes utilizadas: T1 Exposicdo T2 Reexposigédo
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Tabela1 B
Mergulho
Sujeito Grupos Experimentais
SAL-SAL SAL-LH LH-LH LH-SAL
T T2 T T2 T T2 T T2
1 5 3 4 0 6 1 10 5
2 4 1 7 2 5 1 1 2
3 5 3 4 3 0 0 8 5
4 2 1 5 3 6 2 4 2
5 5 2 4 1 3 7 1 2
6 3 1 6 4 6 2 5 3
7 7 3 5 2 8 4 10 2
8 1 2 1 1 3 0 7 3
9 4 2 6 4 3 0 10 1
10 2 1 2 0 5 0 2 1
MEDIA | 3,80 1,90 4,40 2,00 4,50 1,70 5,80 2,60
DPM 3,68 0,88 1,84 1,49 2,27 2,26 3,71 1,43
EPM 0,57 0,28 0,58 0,47 0,72 0,72 1,17 0,45
Abreviagdes utilizadas: T1 Exposicdo T2 Reexposigédo
Tabela1C
Levantar
Sujeito Grupos Experimentais
SAL-SAL SAL-LH LH-LH LH-SAL
T T2 T T2 T T2 T T2
1 10 10 4 9 6 11 5 3
2 0 10 15 16 6 10 4 4
3 9 7 12 7 1 1 3 11
4 11 6 14 7 9 1 6 4
5 6 1 1 0 12 3 8 6
6 3 5 1 1 9 2 1 1
7 8 9 7 5 2 2 5 2
8 8 7 16 13 0 4 5 11
9 9 6 6 4 4 9 3 1
10 2 5 13 12 4 6 2 1
Média 6,6 6,6 8,9 7,4 5,3 4,9 4,2 4,4
DPM 3,72 2,72 5,78 5,19 3,86 3,84 2,04 3,84
EPM 1,18 0,86 1,83 1,64 1,22 1,22 0,65 1,21

Abreviagdes utilizadas: T1 Exposicdo T2 Reexposigédo
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APENDICE C- Registro das medidas convencionais durante a exposigio e
reexposi¢cdo em camundongos submetidos ao LCE

Tabela 1A — 1H - Medidas convencionais (em segundos) obtidas dos animais pré-
tratados (T1 e T2) com LH( 500mg/kg) ou salina, submetidos ao LCE.

Tabela 1A

Grupo SAL-SAL Exposigido

Sujeito |TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 12 6 6 134 143 24 50 50 45 48 8
2 12 6 6 65 144 91 50 50 22 48 30
3 12 6 6 87 156 58 50 50 29 52 19
4 10 5 5 79 172 49 50 50 26 57 16
5 20 10 10 99 148 52 50 50 33 49 17
6 17 7 10 83 138 79 41 59 28 46 26
7 11 3 8 18 230 52 27 73 6 77 17
8 15 7 8 72 193 35 47 53 24 64 12
9 8 2 6 10 266 24 25 75 3 89 8
10 11 2 9 21 249 30 18 82 7 83 10
11 12 4 8 34 204 62 33 67 11 68 21

Média | 12,73 5,27 7,45 63,93 18563 50,44 40,15 59,85 21,31 61,88 16,81

DPM 3,38 24 1,75 38,87 46,14 21,74 12,06 12,06 12,96 1538 7,25

EPM 1,02 0,73 053 11,72 1391 6,56 3,63 3,63 3,91 464 219

Tabela1 B
Grupo SAL-SAL Reexposigao
Sujeito |TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 10 3 7 32 236 32 30 70 11 79 11
2 11 3 8 42 224 34 27 73 14 75 11
3 14 6 8 87 173 41 43 57 29 58 14
4 15 4 11 24 225 51 27 73 8 75 17
5 11 3 8 19 269 12 27 73 6 90 4
6 13 4 9 49 223 28 31 69 16 74 9
7 10 3 7 25 218 57 30 70 8 73 19
8 6 0 6 0 271 29 0 100 0 90 10
9 3 2 1 26 267 7 67 33 9 89 2
10 9 0 9 0 282 18 0 100 0 94 6
11 7 0 7 0 285 15 0 100 0 95 5
Média | 9,91 255 7,36 27,65 243,16 29,19 2559 7441 9,22 81,05 9,73
DPM | 3,56 1,92 2,50 25,60 34,74 1591 20,06 20,06 8,53 11,58 5,30
EPM | 107 058 075 7,72 1048 480 605 6,05 257 349 1,60
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Tabela 1C
Grupo SAL-LH Exposicao
Sujeito |TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 11 6 5 120 131 50 55 45 40 44 17
2 16 6 10 47 217 36 38 63 16 72 12
3 15 6 9 72 162 66 40 60 24 54 22
4 13 5 8 51 189 60 38 62 17 63 20
5 17 6 11 91 137 73 35 65 30 46 24
6 16 6 10 73 189 38 38 63 24 63 13
7 19 8 11 111 118 72 42 58 37 39 24
8 18 9 9 97 126 77 50 50 32 42 26
9 18 11 7 143 127 30 61 39 48 42 10
10 22 11 11 109 146 45 50 50 36 49 15
Média | 16,50 7,40 9,10 91,23 154,11 54,66 44,65 55,33 30,41 51,37 18,22
DPM | 3,10 2,22 1,97 30,79 33,72 16,95 8,71 8,73 10,27 11,24 5,65
EPM | 098 0,70 062 9,74 1066 536 275 276 3,25 3,56 1,79
Tabela 1D
Grupo SAL-LH Reexposigao
Sujeito| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 11 2 9 21 237 42 18 82 7 79 14
2 7 1 6 9 275 16 14 86 3 92 5
3 16 6 10 62 171 67 38 63 21 57 22
4 11 3 8 36 208 56 27 73 12 69 19
5 19 9 10 78 151 72 47 53 26 50 24
6 5 2 3 30 256 13 40 60 10 86 4
7 20 5 15 43 243 15 25 75 14 81 5
8 14 6 8 48 237 15 43 57 16 79 5
9 16 6 10 39 218 43 38 63 13 73 14
10 15 5 10 53 164 83 33 67 18 55 28
Média | 13,40 4,50 8,90 41,87 21591 42,22 32,33 67,67 13,96 72,00 14,07
DPM | 488 246 3,11 19,88 41,61 26,65 1083 10,83 6,63 14,00 8,88
EPM | 1,54 0,78 0,98 6,29 1316 843 342 342 210 443 2,81
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Tabela 1E
Grupo LH- LH Exposigao
Sujeito| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 18 6 12 53 212 34 33 67 18 71 11
2 19 6 13 57 191 52 32 68 19 64 17
3 14 5 9 70 180 51 36 64 23 60 17
4 13 2 11 27 249 24 15 85 9 83 8
5 19 6 13 71 158 71 32 68 24 53 24
6 14 4 10 54 203 43 29 71 18 68 14
7 4 1 3 20 100 179 25 75 7 33 60
8 13 5 8 107 130 62 38 62 36 43 21
9 10 1 9 13 219 68 10 90 4 73 23
10 24 7 17 40 228 33 29 71 13 76 11
11 11 2 9 13 221 66 18 82 4 74 22
12 18 10 8 156 112 32 56 44 52 37 11
13 18 7 11 97 168 36 39 61 32 56 12
14 15 7 8 87 153 60 47 53 29 51 20
15 10 4 6 89 200 11 40 60 30 67 4
Média | 14,67 4,87 9,80 63,58 181,53 54,89 31,87 68,13 21,19 60,51 18,30
DPM | 4,89 2,56 3,30 39,59 4382 38,78 11,83 11,83 13,20 14,61 12,93
EPM | 1,26 0,66 0,85 10,22 11,31 10,01 3,05 3,05 3,41 3,77 3,34

Tabela 1F
Grupo LH - LH Reexposigao
Sujeito| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TB %TC
1 14 3 11 42 242 16 21 79 14 81 5
2 16 6 10 46 147 107 38 63 15 49 36
3 14 2 12 17 272 11 14 86 6 91 4
4 15 1 14 4 266 30 7 93 1 89 10
5 27 13 14 73 163 63 48 52 24 54 21
6 16 2 14 22 259 19 13 88 7 86 6
7 12 3 9 38 234 28 25 75 13 78 9
8 26 12 14 105 147 48 46 54 35 49 16
9 10 6 4 81 100 119 60 40 27 33 40
10 21 10 11 69 163 69 48 52 23 54 23
11 10 0 10 0 266 34 0 100 0 89 11
12 14 6 8 64 191 46 43 57 21 64 15
13 21 10 11 100 172 28 48 52 33 57 9
14 15 5 10 51 228 21 33 67 17 76 7
15 5 3 2 24 264 12 60 40 8 88 4
Média | 15,73 547 10,27 49,01 207,58 43,41 33,54 66,46 16,34 69,19 14,47
DPM | 593 4,09 3,53 3264 5573 33,18 19,18 19,18 10,88 18,58 11,06
EPM | 1,53 1,05 0,91 8,43 14,39 857 495 495 281 480 2,86
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Tabela1 G
Grupo LH - SAL Exposicao
Sujeito| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 17 7 10 88 175 38 41 59 29 58 13
2 13 5 8 98 145 57 38 62 33 48 19
3 14 7 7 85 139 76 50 50 28 46 25
4 23 8 15 80 204 16 35 65 27 68 5
5 15 5 10 71 177 52 33 67 24 59 17
6 8 3 5 158 133 9 38 63 53 44 3
7 17 7 10 78 158 65 41 59 26 53 22
8 21 12 9 127 133 40 57 43 42 44 13
9 26 13 13 98 136 66 50 50 33 45 22
10 21 11 10 88 156 57 52 48 29 52 19
11 9 3 6 64 169 67 33 67 21 56 22
12 4 0 4 0 280 20 0 100 0 93 7
13 10 4 6 66 207 28 40 60 22 69 9
Média | 15,23 6,54 8,69 84,51 170,07 4542 39,18 60,82 28,17 56,69 1514
DPM | 6,46 3,80 3,15 36,24 41,31 21,83 14,04 14,04 12,08 13,77 7,28
EPM | 1,79 1,05 087 10,05 11,46 6,05 3,89 3,89 3,35 3,82 2,02
Tabela 1H
Grupo LH - SAL Reexposigao
Sujeito |TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 2 1 1 4 293 2 50 50 2 98 1
2 5 2 3 22 276 2 40 60 7 92 1
3 15 2 13 10 269 21 13 87 3 90 7
4 29 13 16 73 187 39 45 55 24 62 13
5 17 5 12 33 241 26 29 71 11 80 9
6 14 4 10 41 251 8 29 71 14 84 3
7 10 0 10 0 288 12 0 100 0 96 4
8 16 7 9 88 177 35 44 56 29 59 12
9 22 7 15 52 160 89 32 68 17 53 30
10 17 10 7 79 146 75 59 41 26 49 25
11 21 5 16 48 225 27 24 76 16 75 9
12 9 2 7 30 238 32 22 78 10 79 11
13 11 3 8 35 257 8 27 73 12 86 3
Média | 14,46 4,69 9,77 39,71 231,30 28,99 31,83 68,17 13,24 77,10 9,66
DPM | 7,26 3,75 4,68 27,88 4911 26,64 1577 15,77 9,29 16,37 8,88
EPM | 2,01 1,04 1,30 7,73 1362 7,39 437 437 2,58 4,54 2,46




APENDICE D - Registro das medidas etoldgicas durante a exposigio e
reexposi¢cao de camundongos submetidos ao LCE.

Tabela 1A - 1C- Freqiiéncia totais das medidas etolégicas dos animais pré-
tratados (T1 e T2) com LH (500mg/kg) ou salina submetidos ao LCE.

Tabela 1A
Esticar
Sujeito Grupos Experimentais
SAL-SAL SAL-LH LH-LH LH-SAL
T1 T2 T1 T2 T T2 T T2

1 17 9 9 7 15 19 21 2
2 15 10 14 7 15 17 9 3
3 15 10 16 9 12 12 15 12
4 17 20 16 10 43 17 33 40
5 16 13 15 8 20 20 24 16
6 18 12 21 7 31 23 16 16
7 19 7 11 12 17 15 29 29
8 13 11 16 10 11 10 15 11
9 24 6 14 16 19 10 19 14
10 31 15 12 14 22 15 16 15
11 20 13 15 11 19 25
12 7 6 20 26
13 7 8 23 19
14 9 10
15 12 13

Média 18,6 11,5 14,4 10,0 17,0 13,7 19,9 17,5

DPM 5,05 3,88 3,31 3,13 9,53 4,80 6,33 10,47

EPM 1,52 1,17 0,96 0,99 2,46 1,24 1,76 2,90

Abreviagdes utilizadas: T1 Exposicdo T2 Reexposigéo
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Tabela1 B
Mergulho
Sujeito Grupos Experimentais
SAL-SAL SAL-LH LH-LH LH-SAL
T1 T2 T1 T2 T T2 T T2

1 6 4 7 0 3 6 7 0
2 8 1 6 0 9 7 4 1
3 5 8 5 0 1 0 5 0
4 3 4 7 3 7 2 4 4
5 5 1 8 10 12 2 5 3
6 4 0 6 0 7 2 2 3
7 3 1 9 3 12 2 21 3
8 6 0 3 0 9 3 19 9
9 4 0 13 2 6 1 6 1
10 3 0 0 1 6 2 26 10
11 4 0 5 3 3 3
12 2 7 4 2
13 11 9 5 1
14 7 3
15 6 0

Média 4,6 1,7 6,4 1,9 6,9 3,3 8,5 3.1

DPM 1,57 2,57 3,47 3,11 3,36 2,71 7,91 3,12

EPM 0,47 0,78 1,24 0,98 0,87 0,70 2,19 0,87

Abreviagdes utilizadas: T1 Exposicdo T2 Reexposigédo



Tabela 1C
Levantar
Sujeito Grupos Experimentais
SAL-SAL SAL-LH LH-LH LH-SAL
T1 T2 T1 T2 T T2 T T2

1 13 9 3 5 2 10 2 0
2 10 13 14 11 1 5 1 15
3 16 15 15 14 0 3 3 16
4 14 12 24 13 3 2 2 14
5 7 16 24 23 5 6 2 8
6 13 18 11 0 1 14 2 8
7 2 13 8 11 0 0 6 9
8 16 12 16 13 8 10 7 13
9 0 1 6 15 6 1 11 5
10 4 6 7 12 20 22 12 13
11 23 5 2 0 5 17
12 16 12 11 4
13 12 12 11 9
14 15 13
15 7 8

Média 10,73 10,91 12,80 11,70 6,53 7,87 5,77 10,08

DPM 6,92 5,15 7,22 6,06 6,42 6,25 4,19 512

EPM 2,08 1,55 2,28 1,92 1,66 1,62 1,16 1,42
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Abreviagdes utilizadas: T1 Exposicdo T2 Reexposigéo





