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RESUMO
GUILHERME, Evelyn Maria. Influéncia do sistema histaminérgico cerebelar no
comportamento locomotor e ansiedade de camundongos. 2018. 47f. Dissertacdo (Mestrado

em Fisioterapia), Universidade Federal de S&o Carlos, 2018.

O cerebelo é uma importante estrutura do sistema nervoso central com participacdo em
processos motores e ndo motores. O sistema histaminérgico tem participacdo no circuito
neuronal cerebelar, porém sua atuacdo ndo é completamente conhecida. A histamina pode
atuar por meio de quatro tipos de receptores: H1, H2, H3 e H4. Contudo, ha poucos estudos
sobre a atuagdo do sistema histaminérgico cerebelar sobre o desempenho motor e ndo motor.
Portanto, o principal objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da microinjecdo de
componentes histaminérgicos no vérmis cerebelar, propondo uma possivel interacdo desse
sistema junto ao cerebelo na modulacdo de fungbes motoras e ndo motoras. O estudo foi
composto de cinco experimentos, avaliando o efeito da Histamina (experimento 1),
antagonista de receptor H1 Clorfeniramina (experimento 2), antagonista de receptor H2
Ranitidina (experimento 3), antagonista de receptor H3 Tioperamida (experimento 4), e
agonista de receptor H4 VUF-8430 (experimento 5) sobre o comportamento locomotor e
ansiedade de camundongos expostos ao teste de campo aberto. Para isso, foi realizada uma
cirurgia estereotaxica para implantacdo de uma céanula-guia de no vérmis cerebelar de
camundongos com peso entre 25 e 35 ¢. Trés dias ap6s a cirurgia, foi realizado o
procedimento de microinjecdo e teste comportamental de campo aberto, e foram quantificados
0 numero de cruzamentos, nimero de levantamentos do animal sobre as patas traseiras e
tempo na area central da arena. A histologia confirmou que a injecdo realmente ocorreu no
vérmis cerebelar. A analise estatistica incluiu analise de variancia (ANOVA), seguido por
teste post-hoc de Duncan. Os principais resultados indicaram que as doses mais altas de
clorfeniramina e VUF levaram a um efeito ansiolitico associado ao aumento do
comportamento locomotor e exploratério dos animais, indicando uma possivel modulagédo do

sistema histaminérgico cerebelar nessas funcdes, via acdo dos receptores H1 e H4.

Palavras-chave: sistema histaminérgico; comportamento locomotor; ansiedade; cerebelo.



ABSTRACT

GUILHERME, Evelyn Maria. Influence of the cerebellar histaminergic system on
locomotor and anxiety-like behaviors in mice. 2018. 48f. Dissertation (Master’s degree in

Physical Therapy) — Federal University of Sao Carlos, 2018.

The cerebellum is an important structure of the central nervous system with participation in
motor and non-motor functions. The histaminergic system has a major role on the cerebellar
neuronal circuit, but its function is not fully understood. The histamine can act through four
types of receptors: H1, H2, H3 and H4. There are few studies about the role of the cerebellar
histaminergic system on motor and non-motor functions. Thus, the main objective of this
study is to investigate the effects of the intravermis cerebellar microinjections of
histaminergic compounds, proposing a possible interaction of this system and the cerebellum
on the modulation of motor and non-motor functions. The study was composed by five
experiments, to evaluate the effects of Histamine (experiment 1), H1 receptor antagonist
Chlorpheniramine (experiment 2), H2 receptor antagonist Ranitidine (experiment 3), H3
receptor antagonist Thioperamide (experiment 4) and H4 receptor agonist VUF-8430
(experiment 5) on the locomotor and anxiety-like behaviors in mice exposed to the open field
test. A stereotaxic surgery was performed, and a guide canulla was implanted into the
cerebellar vermis of mice weighing between 25 — 35g. Three days after surgery, the animals
received the microinjection and were exposed to the open field behavioral test. The number of
crossed quadrants, number of rearings and time in the central area was measured. The
histological analysis confirmed the place of the microinjection. The statistical analysis was
composed by one way ANOVA, follow by Duncan’s post hoc when appropriate. The results
indicate that the higher doses of chlorpheniramine and VUF has an anxiogenic effect
associated to increase of the locomotor and exploratory behaviors of mice, indicating a
possible modulation of the cerebellar histaminergic system in these functions, through H1 and

H4 receptors.

Keywords: histaminergic system, locomotor behavior, anxiety-like behavior, cerebellum.
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1. INTRODUCAO

O cerebelo é uma importante estrutura do sistema nervoso central (SNC), e apresenta
conexBes com diversas outras estruturas, como o cortex cerebral (MANZONI, 2007; CHAN
et al., 2017), hipotalamo (ZHU et al., 2006), e medula espinhal (MANZONI, 2007), o que o
relaciona a diversas funcdes. Para que a funcdo cerebelar seja adequada, sdo necessarias
conexdes neuronais bem organizadas e integracdo adequada entre os circuitos aferentes e
eferentes (REEBER et al., 2013).

Tradicionalmente, estudos demonstram a participacdo do cerebelo em processos
motores, como controle postural (YAMAURA et al., 2013) e marcha (HOOGKAMER et al.,
2017). Segundo revisdo de Manto e colaboradores (2012), o cerebelo contribui para o
planejamento e regulagcdo do movimento, o que explica os déficits clinicos apresentados por
pacientes com comprometimentos cerebelares, caracterizados por distlrbios na precisao e
coordenacao, como em disturbios dos movimentos oculares, distdrbios da fala, distarbios de
movimentos dos membros, deficiéncias de postura e marcha (MANTO et al., 2012).

Contudo, de acordo com recente revisdo de Adamazek e colaboradores (2017), o
cerebelo também estd envolvido em fungBes ndo motoras, como cogni¢do (VAN
OVERWALLE et al.,, 2015), processos emocionais (SACHETTI et al., 2009), memoria
(SHIROMA et al., 2016) e linguagem (MARIEN & BEATON, 2014), além de ter
participacdo em funcdes viscerais como ajustes cardiovasculares, através de sua conexao
direta com o hipotalamo (ZHU et al., 2006).

Estudos clinicos foram essenciais para a investigacdo da funcdo ndo motora do
cerebelo. Em 2007, Schmahmann e Sherman relataram situac@es clinicas que evidenciavam a
relacdo de lesdes cerebelares e sintomas neuropsicoldgicos, como ansiedade, transtorno do
panico, defensividade tatil, desinibicdo e falta de limites, agressividade, comportamento
obsessivo repetitivo, perda de memoria e incapacidade de explicitar emocdes. Essa relacdo
tem se tornado cada vez mais evidente nos estudos de imagem funcionais e estruturais
(PHILLIPS et al., 2015).

Popa e colaboradores (2014) sugeriram que a participacdo do cerebelo em funcdes
motoras e ndo motoras estaria relacionada a sua arquitetura uniforme e a um modo comum de
processamento das informacGes, na qual o cortex cerebelar tem grande capacidade de

estabelecer associacGes entre diferentes sinais sensoriais. De acordo com os autores, a
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circuitaria do cortex cerebelar suporta aprendizagem associativa, seqlienciamento, memaria
de trabalho e modelos internos de dominios ndo motores (POPA et al., 2014).

Anatomicamente, o cerebelo consiste em dois hemisférios laterais e o vérmis, situado
em sua face superior (MACHADO, 2005). Sua principal caracteristica morfolégica é o
aspecto folheado, com subdivises em I6bulos separados por uma série de fissuras (LETO et
al., 2016). Alguns estudos sugerem uma divisdo baseada na ontogénese do cerebelo em lobo
fléculo nodular e corpo do cerebelo, que por sua vez se subdivide em lobo anterior e posterior
(MACHADO, 2005). Esse modelo ndo se alinha com os I6bulos cerebelares, mas corresponde
a um padréo de terminacdes aferentes, sendo assim uma forma mais funcional de diviséo do
cerebelo (RAHIMI-BALAEI et al., 2015).

O cortex cerebelar se subdivide em camada molecular, camada média ou de células
de Purkinje e camada granular (MACHADO, 2005; RAHIMI-BALAEI et al., 2015). As
células de Purkinje sdo neur6nios inibitorios que projetam axdnios para o nicleo do cerebelo
e, as células granulosas, por sua vez, sao neurdnios excitatorios que podem estender axénios
para a camada molecular, onde ocorrem as sinapses com os dendritos de Purkinje. Em uma
camada mais interna encontra-se o nucleo cerebelar, composto de substdncia branca e
neurbnios glutaminérgicos e gabaérgicos. (BUTTS et al., 2014).

Li e colaboradores sugerem que 0s neurdnios cerebelares interagem com mais de
vinte diferentes tipos de aminas e neuropeptidios presentes no cerebelo, entre essas aminas, a
histamina (LI et al., 2014). No SNC, os neurdnios histaminérgicos estdo localizados no nucleo
tuberomamilar hipotalamico, com projecdes de axdnios para regides do cérebro e cerebelo
(PANULA et al., 1993; HAAS et al., 2008). As fibras histaminérgicas cerebelares estdo
distribuidas nas trés camadas corticais de cerebelos de ratos (INAGAKI et al., 1988) e em
guantidade expressiva na camada molecular, penetrando perpendicularmente na camada de
Purkinje no cértex cerebelar humano (PANULA et al., 1993).

Os niveis de histamina se relacionam a véarias fun¢Ges, como o ritmo circadiano
(MONTI, 1993), consolidacdo da memoria emocional (GIANLORENCO et al., 2012;
SERAFIM et al. 2012; SILVA-MARQUES et al., 2016), ansiedade (PIRI et al., 2013),
regulacdo de comportamentos apetitivos (RIVEROS et al., 2015; CONTRERAS et al., 2016)
e comportamento motor (LI et al., 2017).

A histamina, sintetizada a partir da descarboxilacdo da histidina (SCHNEIDER et al.,

2014) atua em diversos sistemas corporais, como o SNC, cardiovascular, gastrointestinal,
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imunolégico e reprodutor (HAAS et al., 2008), através de quatro diferentes receptores
acoplados a proteina G: H1, H2, H3 e H4 (HAAS et al., 2008; PANULLA et al., 2015).

O receptor H1 € expresso em cortex, hipotalamo, cerebelo, tadlamo e tronco
encefalico (HAAS et al., 2008) e participa, de acordo com a revisdo de Schneider e
colaboradores (2014), da modulagéo de diversos comportamentos, como a locomocéo, estados
emocionais, ritmo circadiano, cogni¢do, sono, dor, homeostase energética, respiracdo e
susceptibilidade a convulsbes. Ja o receptor H2 é encontrado em grande quantidade nos
ganglios da base, amidala, hipocampo e cortex cerebral (HAAS et al., 2008), e tem sido
relacionado principalmente a nocicepc¢ao (YUE et al., 2014) e respostas cardiovasculares ao
estresse (ALMEIDA et al.,, 2015), porém seus efeitos ainda ndo sdo completamente
esclarecidos na literatura (SCHNEIDER et al., 2014).

O receptor H3 é expresso em estruturas do sistema nervoso central e periférico em
maltiplas isoformas (PANULLA et al., 2015; NIETO-ALAMILLA et al., 2016; GARCIA-
GALVEZ & ARIAS-MONTANO, 2016), o que lhe confere um elevado grau de
heterogeneidade (HAAS et al., 2008). Apresenta atividade pré-sinaptica inibitoria sobre a
sintese e liberacdo de histamina (LEURS et al., 1995; PANULLA et al., 2015) e participa da
modulacdo de outros neurotransmissores importantes (HAAS et al., 2008; SCHNEIDER et
al., 2014). Alteracdes na funcdo dos receptores H3 em camundongos estdo relacionadas a
mudancas comportamentais, metabolicas (HAAS et al., 2008) e na locomog¢do (TOYOTA et
al., 2002).

O receptor H4 é encontrado em maior quantidade em tecidos periféricos (HAAS et
al., 2008), com forte participacdo em processos inflamatorios, alergias e doencgas autoimunes
(SADEK & STARK, 2016). Contudo, também foi relatada sua participacdo funcional no
SNC, relacionando os receptores H4 com modulacdo de processos de nocicepcao, ansiedade e
memoria (GALLEOTI et al., 2013), assim como da atividade locomotora, ansiedade e
controle do apetite (SANNA et al., 2017).

Algumas drogas podem ser utilizadas para verificar a influéncia dos receptores
histaminérgicos sobre o comportamento animal, como a Clorfeniramina (SERAFIM et al.,
2012), Ranitidina (GIANLORENCO et al., 2015), Tioperamida (ORSETT] et al., 2001), que
atuam como antagonistas dos receptores histaminérgicos H1, H2 e H3, respectivamente, e
VUF (GALLEOTI et al., 2013), que atua como agonista do receptor histaminérgico H4.

H& poucos estudos avaliando a participagdo do sistema histaminérgico nas fungoes

do cerebelo. Segundo Li e colaboradores, os neurdnios aferentes histaminérgicos tém papel
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importante no circuito neuronal cerebelar (LI et al., 2014). Estudos ja identificaram que as
fibras histaminérgicas cerebelares modulam fun¢des motoras, como equilibrio e coordenagéo
(SONG et al., 2006) e ndao motoras, como consolidacdo de memoria emocional
(GIANLORENCO et al., 2013). Contudo, 0 mecanismo exato da acdo da histamina no
cerebelo ainda ndo é totalmente conhecido, e até 0 momento ndo foram realizados estudos que
avaliem a influéncia do sistema histaminérgico cerebelar no desempenho locomotor e
ansiedade em camundongos, assim como a participacdo dos receptores H1, H2, H3 e H4
nesses processos.

Em vista disso, 0 presente estudo teve como objetivo ampliar a o entendimento sobre
a atuacdo do sistema histaminérgico no cerebelo, podendo correlacionar resultados sobre a
ansiedade e atividade locomotora e promover elementos para compreender o processamento
de informacGes dos circuitos cerebelares nas fungdes motoras e ndo motoras as quais se
associa. Dessa forma, esse conhecimento pode auxiliar na compreensdo de aspectos clinicos
que por muitas vezes afetam diretamente pacientes com algum tipo de comprometimento
cerebelar.

Como hipotese fundamental desse estudo, acreditamos que a mudanga nos niveis
histaminérgicos provocada pela microinjecdo de histamina ou de componentes que atuem
sobre seus receptores pode gerar alteracdes comportamentais relacionadas a funcao cerebelar,

tais como o comportamento locomotor e exploratdrio e a ansiedade de camundongos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O presente estudo teve como objetivo principal investigar os efeitos do sistema
histaminérgico via vérmis cerebelar na atividade locomotora e ansiedade de camundongos, e
estabelecer uma possivel caracteriza¢do desse sistema no processamento de fungdes motoras e

ndo motoras.

2.2. Objetivos especificos

a. Avaliar os efeitos dose dependente da microinjecdo no vérmis cerebelar de Histamina
sobre atividade locomotora e ansiedade de camundongos;

b. Avaliar o efeito dose dependente da microinjecdo no vérmis cerebelar do antagonista
de receptores H1, Clorfeniramina, sobre atividade locomotora e ansiedade de camundongos;

C. Avaliar o efeito dose dependente da microinjecdo no vérmis cerebelar do antagonista
de receptores H2, Ranitidina, sobre atividade locomotora e ansiedade de camundongos;

d. Avaliar o efeito dose dependente da microinjecdo no vérmis cerebelar do antagonista
de receptores H3, Tioperamida, sobre atividade locomotora e ansiedade de camundongos.

e. Avaliar o efeito dose dependente da microinjecdo no vérmis cerebelar do agonista de
receptores H4, VUF-8430, sobre a atividade locomotora e ansiedade de camundongos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Aspectos eticos e locais de pesquisa

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal
da Universidade Federal de Sao Carlos (Protocolo n.4949260515). A pesquisa foi
desenvolvida no Laboratério de Neurociéncias do Departamento de Fisioterapia, na
Universidade Federal de Sdo Carlos, UFSCar.

3.2. Amostra

Foram utilizados camundongos machos, Suigo Albino, experimentalmente ingénuos,
com aproximadamente 21 dias no inicio dos experimentos e pesando entre 25 e 35g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sdo Carlos (Figura 1). Os
animais foram agrupados em 5 animais por caixa (31 x 20 x 13 cm) e ficaram em ambiente
com ciclo de luz de 12 horas (com as luzes acesas as 07:00h), temperatura (23 + 1°C)
controlados. Alimento e &gua ficaram disponiveis, até o inicio dos testes, os quais foram
realizados na fase clara, no periodo entre 8 e 12 horas, a fim de reduzir a influéncia do ritmo

circadiano nas respostas encontradas.

-~ (‘- .’,‘v"" — 0, R 7 '\“Q-‘ :
Figura 1: Camundongos machos da linhagem suico albino.
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3.3. Cirurgia e microinjecao

Previamente ao procedimento cirdrgico, os animais foram pesados, anestesiados com
injecdo subcutanea de Cloridrato de Cetamina (100mg/Kg) e Xilazina (10 mg/kg), e alocados
em seu grupo experimental de forma randomizada.

A cirurgia consistiu na implantagdo craniana de canula-guia (25 gauge) de 7 mm de
comprimento no vérmis cerebelar. A canula foi fixada no cranio do animal com cimento
acrilico (JET resina e liquido polimerizante) com base nas seguintes coordenadas
estereotaxicas (Insight EFF-333 - Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil) definidas pelo Atlas
de Paxinos e Franklin (2001): 6,5 mm posterior ao bregma, 0 mm lateral a linha média e 2
mm ventral a superficie do cranio (Figura 2). O mandril foi inserido no interior da canula-guia
para evitar problemas de obstrucdo ou contaminacdo por agentes externos. Logo apos a
cirurgia, os animais foram tratados com paracetamol infantil, adicionado a agua por um
periodo de trés dias (MESSIER et al, 1999; NUNES-DE-SOUZA et al, 2008).

Vérmis
cerebelar

lmerauéal Linei

6,5 mm 2 mm

Figura 2: Figura adaptadas do atlas de Paxinos e Franklin (2001) mostrando a localiza¢do do vérmis cerebelar, e
fotografia da implantacdo de canula guia em procedimento cirurgico.

O procedimento de microinjecdo ocorreu apés um periodo de trés dias de
recuperacdo dos animais. Inicialmente o animal era restrito manualmente pelo
experimentador. Ap6s a remogdo dos mandris, a agulha de injecdo, cujo comprimento
ultrapassa 1,0 mm a ponta da canula-guia, foi inserida dentro da canula guia para a infusao
das solugdes no vérmis cerebelar. A agulha de injecdo era conectada por meio de tubo de
polietileno (PE-10) a microsseringa Hamilton de 5 pl, que por sua vez era acoplada a uma
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bomba de infusdo (Insight BI 2000 — Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil), programada
para injetar 0,1 de solucdo durante 60 segundos. Apds o término das injecdes, a agulha
permanecia por mais 60 segundos, e 0 movimento de uma bolha de ar no tubo de polietileno
confirmava o fluxo da solu¢do (CANTO-DE-SOUZA et al., 2002).

3.4. Tratamento farmacolégico

Histamina (HA) nas doses de 0,54 nmol, 1,36 nmol, 2,72 nmol, 4,07 nmol e 6,8 nmol
(GIANLORENCO et al., 2011; GIANLORENCO et al., 2013); Clorfeniramina (CPA) nas
doses de 0,016 nmol, 0,052 nmol, 0,16 nmol (SERAFIM et al., 2012); Ranitidina (RA) nas
doses de 0,57 nmol, 2,85 nmol e 5,7 nmol (GIANLORENCO et al., 2014), Tioperamida
(TIO) nas doses de 0,06 nmol, 0,3 nmol e 1,5 nmol (ORSETTI et al, 2001) e VUF-8430
(Amino ethyl carbammidothioic acid ester) nas doses de 0,15 nmol, 0,49 nmol e 1,48 nmol
(GALLEOTI et al, 2013) foram microinjetadas em volume de 0,1 pl. Os animais dos grupos
controles receberam solucdo salina. Todas as drogas foram dissolvidas em solucgdo salina
estéril (0,9%), e as solucBes foram mantidas refrigeradas em tubos codificados, até o
momento de sua utilizacdo, de modo que o experimentador foi cegado para o conteudo dos
mesmos (droga ou solugdo salina) no momento do experimento e durante a analise das

imagens gravadas.

3.5. Equipamentos e procedimentos

3.5.1.Campo aberto

Para avaliar o efeito das microinjecGes sobre a atividade locomotora geral e
exploratéria do animal e sobre a ansiedade, foi utilizado o campo aberto. O campo aberto
consiste de uma caixa quadrada de madeira (52,5 x 52,5 cm) com paredes laterais de 27,5 cm
e o solo dividido em 25 quadrantes (10 x 10 cm), sem barreira fisica entre eles. Este teste
permite analisar em um mesmo modelo os comportamentos de ansiedade e desempenho
locomotor de camundongos (WILSON et al., 1976; PRUT & BELZUNG, 2003). Entre as
possiveis variaveis estudadas encontram-se a distancia percorrida e o nimero de cruzamentos,
utilizadas para avaliagdo da atividade geral e locomocdo (MEER & RABER, 2005; MILLER
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et al., 2010), e o tempo de exploracdo em &reas centrais ou periféricas do campo aberto,
utilizada para inferir ansiedade (MILLER et al., 2010) (Figura 3). De acordo com Lee e
colaboradores (1986), inicialmente, os animais tendem a permanecer mais tempo em areas
periféricas, com aumento gradual da locomocao central apds a familiarizacdo com o meio.
Cinco minutos ap6s o procedimento de microinjecdo, cada animal foi colocado
cuidadosamente no centro do campo aberto e o teste teve a duracdo de 5 minutos (Figura 4).
Sua atividade locomotora e exploratoria foi verificada através do registro do nimero de
cruzamentos e numero de levantamentos do animal sobre as patas traseiras, respectivamente.
A medida do comportamento de ansiedade foi feita através do tempo de permanéncia na area
central da arena. Além disso, alteracbes comportamentais como imobilidade durante o teste
foram registradas. Apos cada sessdo, o chdo e as paredes do aparelho foram limpos (etanol

5%) e secos.

Figura 3: Representacéo da analise e do campo aberto (area central demarcada em vermelho).
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Figura 4: Experimento em campo aberto

3.6. Grupos experimentais

O estudo foi composto de cinco experimentos. Os cinco experimentos foram
realizados em diferentes momentos, porém durante a realizacdo de um mesmo experimento,

cada sesséo de teste contemplou animais representantes de todos 0s grupos experimentais.

Experimento 1

Os animais receberam injecdo intravérmis cerebelar de salina (0,9%) ou histamina
(0,54; 1,36; 2,72; 4,07 e 6,8 nmol / 0,1 pl) cinco minutos antes de serem submetidos ao

campo aberto (Tabela 1).

Tabela 1: Experimento 1.

Grupos Teste Tratamento Dose N
SAL Campo Aberto Salina - 10
HA Campo Aberto Histamina 0,54 nmol /0,1 ul 10
HA Campo Aberto Histamina 1,36 nmol /0,1 pl 9
HA Campo Aberto Histamina 2,72 nmol /0,1 ul 10
HA Campo Aberto Histamina 4,07 nmol /0,1 ul 8
HA Campo Aberto Histamina 6,8 nmol /0,1 pl 10
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Experimento 2

Os animais receberam injecdo intravérmis cerebelar de salina (0,9%) ou
Clorfeniramina (0,016; 0,052 e 0,16 nmol / 0,1 pl) cinco minutos antes de serem submetidos

ao campo aberto (Tabela 2).

Tabela 2: Experimento 2.

Grupos Teste Tratamento Dose N
SAL Campo Aberto Salina - 12
CPA Campo Aberto  Clorfeniramina 0,016 nmol /0,1 ul 9
CPA Campo Aberto  Clorfeniramina 0,052 nmol /0,1 ul 12
CPA Campo Aberto  Clorfeniramina 0,16 nmol /0,1 ul 11

Experimento 3

Os animais receberam injecdo intravérmis cerebelar de salina (0,9%) ou Ranitidina
(1,42; 2,85 e 5,7 nmol / 0,1 pl) cinco minutos antes de serem submetidos ao campo aberto
(Tabela 3).

Tabela 3: Experimento 3.

Grupos Teste Tratamento Dose N
SAL Campo Aberto Salina - 13
RA Campo Aberto Ranitidina 1,42 nmol /0,1 pl 7
RA Campo Aberto Ranitidina 2,85 nmol /0,1 pl 12
RA Campo Aberto Ranitidina 5,7nmol /0,1 pl 6

Experimento 4

Os animais receberam injecao intravérmis cerebelar de salina (0,9%) ou Tioperamida
(0,06; 0,3 e 1,5 nmol / 0,1 ul) cinco minutos antes de serem submetidos ao campo aberto
(Tabela 4).
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Tabela 4: Experimento 4.

Grupos Teste Tratamento Dose N
SAL Campo Aberto Salina - 7
TIO Campo Aberto Tioperamida 0,06 nmol /0,1 ul 10
TIO Campo Aberto Tioperamida 0,3 nmol /0,1 ul 9
TIO Campo Aberto Tioperamida 1,5 nmol /0,1 ul 9

Experimento 5

Os animais receberam injecdo intravérmis cerebelar de salina (0,9%) ou VUF (0,15;

0,49 e 1,48 nmol / 0,1 pl) cinco minutos antes de serem submetidos ao campo aberto (Tabela

5).

Tabela 5: Experimento 5.

Grupos Teste Tratamento Dose N
SAL Campo Aberto Salina - 7
VUF Campo Aberto VUF 0,15 nmol /0,1 pl 10
VUF Campo Aberto VUF 0,49 nmol /0,1 pl 9
VUF Campo Aberto VUF 1,48 nmol /0,1 pl 8
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4. ANALISE DE DADOS

4.3. Analise histoldgica

Apdbs o termino do experimento, 0s animais receberam microinje¢do de 0,1 pl de
uma solucdo de 1% de azul de metileno, de acordo com o procedimento descrito para a
injecdo das drogas. Apds receberem uma dose profunda de anestesia com solucdo de
Cloridrato de Cetamina e Xilasina, os animais sofreram deslocamento cervical, decapitacdo e
seus encéfalos foram removidos e acomodados em recipientes contendo solucdo de 10% de
formalina.

Posteriormente, os encéfalos foram seccionados coronalmente na espessura de 50
micrOmetros (um) ao longo do trajeto da canula, utilizando um micrétomo de lamina
vibratéria (Leica VT 1200S). As seccbes foram inspecionadas através de um microscopio
(Olympus B202) e a visualizagéo da dispersdo do azul de metileno indicou o local da injecéo.

Quando a injecdo nao atingiu o vérmis cerebelar, o animal foi excluido do estudo.

4.4. Anélise estatistica

A homogeneidade dos dados foi verificada através do teste de Levene. Os dados
comportamentais foram analisados através de anélise de variancia de uma via (ANOVA)
(BAILEY & CRAWLEY, 2009) e 0 post hoc de Duncan foi aplicado.

A analise foi realizada utilizando o software Statistica 10, Copyright© StatSoft. O

nivel de significncia adotado foi p < 0,05.
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5. RESULTADOS

Foram utilizados no total 208 camundongos nos experimentos com o modelo de
Campo aberto, e o indice de acerto de acordo com a andlise histolégica foi de cerca de 90 %
(Figura 4).

Bregma - 6.36 mm

Figura 5: Figuras adaptadas do atlas de Paxinos e Franklin (2001), implantagéo da canula guia e fotomicrografia
do cerebelo de camundongo mostrando trajeto da canula no vérmis cerebelar.

5.3. Experimento 1 — Efeitos da Histamina microinjetada no vérmis cerebelar de
camundongos expostos ao Campo aberto

A ANOVA de uma via ndo indicou diferenca significativa no nimero total de
cruzamentos entre os grupos (Fs s, = 1,19, p = 0,33) (Figura 6). Além disso, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos microinjetados com histamina e salina para tempo
gasto na area central (Fs s, = 1,75, p = 0,19) (Figura 7) e nimero de levantamentos (s, 52 =
1,57, p = 0,19) (Figura 8). Nenhum animal apresentou comportamento marcante de

imobilidade.
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Figura 3: Médias e erro padrdo da média para nimero total de cruzamentos no campo aberto apés microinjecao
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Figura 4: Médias e erro padrdo da média para tempo em segundos na &rea central do campo aberto ap6s
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Figura 5: Médias e erro padrdo da média para nimero de levantamentos no campo aberto apds

microinjecdo de histamina em diferentes doses.
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5.4. Experimento 2 — Efeitos da Clorfeniramina microinjetada no vérmis
cerebelar de camundongos expostos ao Campo aberto

A analise estatistica (ANOVA uma via) indicou diferenca significativa nas variaveis
namero total de cruzamentos (Fs 41 = 2,90, p < 0,05) (Figura 9), tempo gasto na &rea central
(Fs, 41 = 9,34, p < 0,0001) (Figura 10), e numero de levantamentos (Fs, 41 = 5,83, p = 0,003)
(Figura 11). O teste post hoc de Duncan revelou que no numero total de cruzamentos, houve
diferenca entre os grupos salina e clorfeniramina 0,16 nmol, e entre os grupos clorfeniramina
0,16 nmol e 0,052 nmol (p < 0,05). Para o tempo gasto na area central, o teste de comparacGes
mdaltiplas indicou que os grupos clorfeniramina 0,016 e 0,16 nmol foram estatisticamente
diferentes do grupo salina (p < 0,01). Em relacdo ao numero de levantamentos, houve
diferenca entre os animais salina e os que receberam clorfeniramina na dose de 0,16 nmol (p
< 0,001). Nenhum animal apresentou comportamento marcante de imobilidade. Esses dados
demonstram que os animais que foram microinjetados com clorfeniramina na dose de 0,16
nmol obtiveram um maior numero de cruzamentos, maior tempo no centro e maior nimero de
comportamentos de levantar, o que indica que esses animais apresentaram-se mais ativos em
todo o aparato, podendo inferir maior atividade locomotora e exploratéria geral quando

comparados ao grupo controle.
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Figura 6: Médias e erro padrdo da média para nimero total de cruzamentos no campo aberto apds microinjecdo
de clorfeniramina em diferentes doses, *p<005 em relacdo ao grupo salina, #p<0,05 em relagdo ao grupo CPA
0,052 nmol, teste de Duncan.
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Figura 7: Médias e erro padrdo da média para tempo em segundos na area central do campo aberto apés
microinjecdo de clorfeniramina em diferentes doses, *p<0,05 em relagéo ao grupo salina e grupo 0,052, teste de
Duncan.
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Figura 8: Médias e erro padrdo da média para nimero de levantamentos no campo aberto apds microinjecdo de
clorfeniramina em diferentes doses, *p<0,05 em rela¢do aos outros grupos, teste de Duncan.

5.5. Experimento 3 — Efeitos da Ranitidina microinjetada no vérmis cerebelar de
camundongos expostos ao Campo aberto

N&o houve diferenca significativa no numero total de cruzamentos entre 0s grupos
salina e Ranitidina nas diferentes doses (Fs, 32 = 2,02, p = 0,13) (Figura 12). Além disso, ndo
houve diferenca significativa entre 0s grupos para tempo gasto na area central (F3 3, =0,12, p
= 0,95) (Figura 13), nimero de levantamentos (Fs 32 = 0,72, p = 0,55) (Figura 14). Nenhum

animal apresentou comportamento marcante de imobilidade.
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Figura 9: Médias e erro padrdo da média para nimero total de cruzamentos no campo aberto apds microinjecao
de ranitidina em diferentes doses.
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Figura 10: Médias e erro padrdo da média para tempo em segundos na &rea central do campo aberto apds
microinjecéo de ranitidina em diferentes doses.
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Figura 11: Médias e erro padrdo da média para nimero de levantamentos no campo aberto ap6s microinjecao de
ranitidina em diferentes doses.
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5.6. Experimento 4 — Efeitos da Tioperamida microinjetada no vérmis cerebelar
de camundongos expostos ao Campo aberto

A andlise estatistica (ANOVA uma via) ndo mostrou diferenca significativa para as
variaveis nimero total de cruzamentos (Fs 31 = 0,37, p = 0,78) (Figura 15), tempo gasto na
area central (Fs 31 = 1,91, p = 0,15) (Figura 16) e nimero de levantamentos (Fs 3; = 0,29, p =
0,83) (Figura 17). Nenhum animal apresentou comportamento marcante de imobilidade. Esses
dados demonstram que 0s animais que a microinjecdo com tioperamida nas doses de
0,06nmol, 0,3nmol e 1,5nmol ndo provocou nenhum efeito sobre o comportamento

locomotor, exploratério e ansiedade dos animais, quando comparado ao grupo controle.
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Figura 12: Médias e erro padrdo da média para nimero total de cruzamentos no campo aberto ap6s microinjecao
de tioperamida em diferentes doses.
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Figura 13: Médias e erro padrdo da média para tempo em segundos na area central do campo aberto ap6s
microinjecdo de tioperamida em diferentes doses.
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Figura 14: Médias e erro padrdo da média para nimero de levantamentos no campo aberto apds microinje¢éo de
tioperamida em diferentes doses.

5.7. Experimento 5 — Efeitos do VUF microinjetado no vérmis cerebelar de
camundongos expostos ao Campo aberto

A anélise estatistica (ANOVA uma via) indicou diferenca significativa nas variaveis
namero total de cruzamentos (Fs 30 = 13,82, p < 0,0001) (Figura 18), tempo gasto na area
central (Fs 3= 5,16, p < 0,006) (Figura 19), e nimero de levantamentos (F3 3 = 5,33, p <
0,005) (Figura 20). O teste post hoc de Duncan revelou que no numero de cruzamentos total,
houve diferenca entre o grupo VUF 1,48 nmol e os grupos salina, VUF 0,15 nmol e VUF 0,49
nmol (p < 0,0001). Para o tempo gasto na area central, o teste de comparacGes maltiplas
indicou que os grupos VUF 1,48 nmol foi estatisticamente diferentes dos grupos salina (p <
0,003), VUF 0,15 nmol (p < 0,004) e VUF 0,49 nmol (p < 0,02). Em relagdo ao nimero de
levantamentos, o grupo que recebeu VUF na dose de 0,49 nmol foi estatisticamente diferente
do grupo salina (p < 0,02) e VUF 0,15 nmol (p < 0,003). Nenhum animal apresentou
comportamento marcante de imobilidade.

Esses dados demonstram que os animais que foram microinjetados com as doses
mais altas de VUF obtiveram um maior nimero de cruzamentos, maior tempo no centro e
maior nimero de comportamentos de levantar, o que indica que esses animais apresentaram-
se mais ativos em todo o aparato, podendo inferir maior atividade locomotora e exploratdria

geral quando comparados ao grupo controle.
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Figura 15: Médias e erro padrdo da média para nimero total de cruzamentos no campo aberto apds microinjecao
de VUF em diferentes doses, *p<0,05 em relagéo aos grupos salina, 0,15 nmol e 0,49 nmol, teste de Duncan.
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Figura 16: Médias e erro padrdo da média para tempo em segundos na area central do campo aberto ap6s
microinjecdo de VUF em diferentes doses, *p<0,05 em relacdo aos grupos salina e 0,15 nmol, teste de Duncan.
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Figura 17: Médias e erro padrdo da média para nimero de levantamentos no campo aberto ap6s microinjecao de
VUF em diferentes doses, *p<0,05 em relagdo aos grupos salina e 0,15 nmol, teste de Duncan.
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Tabela 6: Resultados dos experimentos. Os dados estdo apresentados em média + SEM. Os animais receberam
microinjecdo das seguintes drogas: Histamina (salina, 0.54, 1.36, 2.72, 4.07 ¢ 6.8 nmol/0,1ul); Clorfeniramina
(salina, 0.016, 0.052, 0.16 nmol/0,1pl); Ranitidina (salina, 0.57, 2.85, 5.7 nmol/0,1pl); Tioperamida (salina, 0.06,
0.3, 1.5 nmol/0,1pul) e VUF (salina, 0.15, 0.49, 1.48 nmol/0,1ul) e cinco minutos depois, foram expostos ao teste
em campo aberto. As variaveis mensuradas foram nimero de cruzamentos, nimero de levantamentos e tempo de
permanéncia na area central.

Dose NUmero de NUmero de Tempo na area
(nmol/0,1pl) Cruzamentos Levantamentos central
Salina 216,30 = 19,36 49,8 £5,63 40,57 = 2,69
0,54 246,6 £ 10,17 69,7 £ 5,27 45,40 = 3,32
) ) 1,36 220,44 + 35,56 55 + 9,64 36,3 £ 5,54
Histamina
2,72 2254 £ 17,75 63,7+ 7,10 50,83 £ 4,43
4,07 230,38 21,84 56,5 + 6,01 36,97 £ 7,29
6,8 175,4 £ 16,72 51,3+4,98 50,99 + 4,24
Salina 171,67 £ 30,82 27,87 £ 5,64 41,5+6,43
0,016 206,1 + 33,87 27 £6,13 77,1+£12,95
Clorfeniramina
0,052 195,09 £ 16,11 34,08 £ 3,17 37,24 £5,09
0,16 275 = 14,29 53,8 £ 3,76 89,20 £ 7,39
Salina 184 £ 15,49 22,38+7,1 41,92 + 8,02
0,57 139,11 + 25,18 21,89 £ 6,77 66,2 + 30,06
Ranitidina
2,85 214,15 £ 22,32 29,08 £ 6,74 46,91+ 45
5,7 194,67 £ 22,59 41,53 + 6,52 39,14+ 6,41
Salina 206,56 + 30,10 32,67+ 4,74 27,78 £ 3,62
] . 0,06 214,10 £ 29,84 36,7 £ 8,85 43,28 + 5,28
Tioperamida
0,3 244,57 + 16,13 45,14 + 2,50 40,89 + 2,43
1,5 220,11 + 18,26 39,89 £ 6,66 47,72 + 4,15
Salina 207,38 + 18,55 37,50 £ 3,96 27,51+ 4,88
VUE 0,15 209,5 £ 16,06 32,40 £ 6,12 33,98+ 7,14
0,49 259,22 + 14,58 61,78 £ 3,23 42,34 +1,98
1,48 520,75 + 80,71 48,63 + 7,93 72,63 £ 14,3
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho foi o primeiro estudo as associar o sistema histaminérgico,
através da histamina e todos 0s seus receptores, com a modulacdo do comportamento
locomotor e ansiedade através do teste de campo aberto. Esse estudo segue a linha de nosso
grupo de pesquisa, que d& especial atencdo ao aspecto ndo motor do cerebelo.

Os resultados obtidos nos experimentos demonstraram, em sintese, que as
microinjecdes intravérmis de histamina (experimento 1), ranitidina (experimento 3) e
tioperamida (experimento 4) ndo apresentaram efeitos comportamentais no teste de campo
aberto nas doses utilizadas. Entretanto, as microinjecdes de clorfeniramina (experimento 2) e
VUF (experimento 4) mostraram modular o comportamento locomotor e ansiedade de
camundongos no campo aberto.

Os resultados do experimento 1 ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significantes entre o grupo controle e as doses de histamina administradas no comportamento
locomotor e ansiedade de camundongos, uma Vvez que 0S Qrupos apresentaram
comportamentos semelhantes em relacdo ao numero de cruzamentos e ndmero de
levantamentos sobre as patas traseiras, sugerindo que ndo houve efeito da histamina sobre o
comportamento locomotor e exploratério geral dos camundongos, assim como nao foram
registradas diferencas no tempo de permanéncia na area central do aparato, tornando possivel
inferir que a histamina intravérmis cerebelar nas doses utilizadas néo influenciou o estado de
ansiedade dos animais.

Esse resultado corrobora estudos prévios que ndo encontraram diferencas no
comportamento locomotor e exploratério no campo aberto, ap6s microinjecdo de histamina no
nacleo interposito cerebelar de ratos (SONG et al., 2006), e 24 horas ap06s microinjecdo de
histamina intravérmis cerebelar em camundongos (SILVA-MARQUES et al., 2016).

Em relagdo aos efeitos da histamina sobre fun¢des ndo motoras, estudos com animais
expostos ao labirinto em cruz elevado relataram um efeito ansiolitico da histamina no
hipocampo ventral (YEUNG et al., 2016) e amidala (DAHER et al., 2015). Além disso, Silva-
Marques e colaboradores mostraram um efeito facilitatorio da histamina cerebelar sobre a
memoria emocional de camundongos expostos ao teste de esquiva inibitdria no labirinto em T
elevado (SILVA-MARQUES et al., 2016). Contudo, ndo foram encontrados outros estudos

que avaliassem os efeitos da histamina cerebelar sobre o estado de ansiedade.
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Acreditamos que a falta de efeitos comportamentais em animais que receberam
microinjecbes de histamina no vermis cerebelar ndo exclui a hipotese inicial, de que as
funcBes cerebelares podem ser moduladas pelo sistema histaminérgico. Portanto, os seguintes
experimentos podem oferecer informacdo mais detalhada sobre as vias histaminérgicas
utilizadas nessas fungdes.

No experimento 2, feito com Clorfeniramina, um antagonista do receptor H1
histaminérgico em diferentes doses, foram encontradas diferencas significativas para as
variaveis numero total de cruzamentos, numero de levantamentos sobre as patas traseiras e
tempo gasto na &rea central do campo aberto, tornando possivel inferir que a clorfeniramina
intravérmis cerebelar aumentou significativamente a atividade locomotora e exploratdria dos
animais quando comparados ao grupo controle.

De acordo com diversos estudos, a CPA, geralmente usada no tratamento de
processos alérgicos (SIMONS & SIMONS, 1994), tem efeitos adversos no sistema nervoso
central, como sonoléncia, diminuicdo do estado de alerta e tempo de reacdo (VAN
RUITENBEEK et al., 2009; TOKUNAGA et al., 2009). Tashiro e colaboradores (2008)
mostraram que a clorfeniramina leva a uma supressdo da cognicdo visuo-espacial e
coordenacdo visual-motora durante atividade de condugdo de um carro em homens jovens,
entre 20 e 25 anos de idade. No mesmo estudo, a analise do fluxo sanguineo mostrou que
houve uma diminuicdo do fluxo sanguineo nos hemisférios cerebelares, e um aumento do
fluxo no vérmis cerebelar, quando se comparava sujeitos que receberam a clorfeniramina com
0 grupo controle (TASHIRO et al., 2008), o que pode sugerir uma acdo especifica da
clorfeniramina sobre o vérmis cerebelar.

Em contraponto, em estudo da acdo de microinjecdo intracerebroventricular crénica
de clorfeniramina em ratos idosos, evidenciou-se que essa droga provocou efeito ansiolitico
nos testes de campo aberto, sem alteracéo dos niveis de atividade locomotora (HASENOHRL
etal., 1999).

Dentro de nosso conhecimento, este € o primeiro estudo a avaliar os efeitos da
clorfeniramina intravérmis cerebelar em comportamentos locomotores e de ansiedade em
camundongos. Acreditamos que a inativagdo dos receptores H1 promovida pela CPA
influencia na modulagdo do sistema histaminérgico. Uma potencial explicacdo para esse
resultado € que a modulacdo afeta o comportamento da exploracdo versus protecao,
aumentando o componente exploratorio ou reduzindo a interpretacdo do estimulo aversivo

representado pelo ambiente do campo aberto.
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Como mecanismo alternativo, salientamos que a CPA, além de atuar como
antagonista do receptor histaminérgico H1, apresenta também afinidade com outros sistemas
de neurotransmiss@o, como o sistema colinérgico (KUBO et al., 1987; YASUDA et al., 1999),
serotoninergico (KARAMANAKQOS et al., 2004) e dopaminérgico (ESCOBEDO-AVILA et
al., 2014). No que diz respeito a interacdo da clorfeniramina e o sistema dopaminérgico,
estudos mostraram que a inje¢do intracerebroventricular de clorfeniramina inibe os efeitos de
catalepsia provocados pelo haloperidol, um antipsicético bloqueador do receptor
dopaminérgico D2 (JAIN et al, 2015), que a clorfeniramina exerce um efeito antidepressivo
no teste de suspensdo pela cauda pela ativacdo de receptores dopaminérgicos D1 e
adrenérgicos (HIRANO et al, 2007) e que administracdo sistémica de clorfeniramina produziu
aumento dose dependente dos niveis de dopamina no ndcleo accumbens e neoestriado em
ratos, sugerindo um papel modulatério do sistema histaminérgico sobre a atividade
dopaminérgica (DRINGENBERG et al., 1998). Sabendo da interagdo de caracteristica
excitatoria da clorfeniramina sobre o sistema dopaminérgico, sugerimos que 0S mecanismos
desencadeadores dos resultados observados podem estar relacionados a esse sistema de
neurotransmissdao. Contudo, sdo necessarios mais estudos para esclarecimento do papel da
clorfeniramina nessas funcdes.

O experimento 3, feito com o antagonista do receptor histaminérgico H2, ranitidina,
ndo mostrou diferencas significativas no seu comportamento locomotor e ansiedade para as
varidveis observadas entre os grupos que receberam diferentes doses da droga e o grupo
controle.

N&o existem estudos anteriores que verifiquem a acdo dos receptores histaminérgicos
H2 intravérmis cerebelar no comportamento locomotor e ansiedade de camundongos. Com o
objetivo de verificar a participacdo desses receptores através da ranitidina intravérmis
cerebelar na consolidacdo da memdria e esquiva inibitéria de camundongos também néo
houve efeitos significativos quando comparados ao grupo controle (GIANLORENCO et al.,
2013).

Outros estudos verificaram que a microinjecdo de ranitidina nos nucleos cerebelares
interposito (SONG et al., 2006) e fastigial (HE et al., 2012) levou a alteragbes no controle
motor e equilibrio de animais, sugerindo que os receptores H2 dessas estruturas modulam o
controle motor cerebelar.

Em relacéo a seu efeito ndo motor, Zarrindast e colaboradores verificaram os efeitos

da ranitidina microinjetada no nucleo accumbens, e mostraram que essa droga apresenta
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efeitos ansioliticos em teste de labirinto em cruz elevado, assim como acontece apds a
microinjecdo de histamina nessa estrutura (ZARRINDAST et al., 2010).

O resultado desse estudo, associado a resultados de estudos prévios, enfatizam a
importancia dos receptores H2 na modulacdo de funcbes no sistema nervoso central, porém
podem ser indicativo que esses receptores ndo tém participacdo especificamente em fungoes
motoras e ndo motoras relacionadas ao vérmis cerebelar.

No que diz respeito ao experimento 4, feito com Tioperamida, um antagonista dos
receptores histaminérgicos H3, ndo foram encontradas diferencas significativas para todas as
variaveis analisadas.

Estudos prévios mostram que os receptores histaminérgicos H3 atuam no aumento de
liberacdo de histamina no sistema nervoso central (IMAIZUMI & ONODERA, 1993;
MOHSEN et al., 2014), e que o bloqueio desses receptores através da tioperamida leva a um
aumento da atividade locomotora (SAKAI et al., 1991). Visto que a histamina intravérmis
cerebelar (experimento 1) ndo mostrou ter efeitos sobre o comportamento locomotor e
exploratério de camundongos, era esperado que os efeitos excitatorios da tioperamida sobre a
liberacdo de histamina ndo provocasse alteracdes no teste em campo aberto, como observado
no presente estudo.

Sobre os efeitos da tioperamida em fungdes ndo motoras, um estudo usando o
labirinto em cruz elevado e o teste de nado forcado, mostrou uma possivel atividade
antidepressiva e nenhuma influéncia sobre a atividade locomotora e ansiedade dos animais
(PEREZ-GARCIA et al., 1999). Em contraponto, outro estudo mensurou os efeitos da
tioperamida injetada no ventriculo lateral atraves do teste em caixa clara e escura, € mostrou
aumento no nivel de ansiedade dos animais em comparacdo ao grupo controle
(MALMBERG-AIELLO et al., 2002). Os resultados desses estudos prévios divergem do
encontrado no presente estudo, que mostrou que ndo ha qualquer efeito da tioperamida sobre
comportamentos de ansiedade no teste de campo aberto.

Por fim, o experimento 5, feito com VUF, um agonista dos receptores
histaminérgicos H4, mostrou que os animais microinjetados com as doses mais altas de VUF
apresentaram um aumento na atividade locomotora e exploratdria, visto que houve de
significativo aumento no numero de quadrantes percorridos no campo aberto e do nimero de
levantamentos do animal sobre as patas traseiras. O tempo de permanéncia do animal na area
central da arena também aumentou substancialmente, indicando influéncia no componente de

ansiedade sobre a atividade locomotora geral do animal no aparato.
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Estudos mais antigos descreviam 0s receptores histaminérgicos H4 como
exclusivamente periféricos (HAAS et al., 2008), e atualmente existem poucos estudos que
relatam a presenca desses receptores no sistema nervoso central (FERNANDES et al., 2017,
SANNA et al., 2017; GALLEOTTI et al., 2013). Entretanto, uma recente revisdo de literatura
aponta que a expressdo neuronal de receptores H4 ainda é duvidosa e necessita de melhor
investigacdo (SCHNEIDER & SEIFERT, 2016).

Poucos estudos investigaram a participacdo dos receptores H4 no sistema nervoso
central utilizando o VUF. Galleotti e colaboradores (2013) demonstraram, entre outros
efeitos, a acdo ansiolitica do VUF no teste em caixa clara e escura, sem alterar a atividade
locomotora e exploratéria a partir de dados do hole board test (GALLEOTTI et al., 2013) e,
um recente estudo feito em nosso laboratério mostrou que a dose mais alta de VUF de 1,48
nmol microinjetada no vermis cerebelar prejudicou a aprendizagem e memdria no labirinto
em cruz elevado e esquiva inibitoria (FERNANDES et al., 2017).

Diferente dos receptores H1, H2 e H3, os estudos a respeito dos receptores H4 sdo
escassos, € sua acdo nao € inteiramente compreendida. Apesar de existirem relatos de
afinidade do VUF também com os receptores H3 (LIM et al., 2009), o experimento 4 feito
com antagonista do receptor H3 tioperamida néo provocou efeitos sobre a fungdo motora e
ndo motora dos camundongos em campo aberto. Acreditamos que a modula¢do provocada
pelo VUF evidencia a participacdo dos receptores H4 no sistema nervoso central, seguindo o
mesmo principio de acdo sobre o comportamento de exploragéo versus protecdo dos animais.

Neste estudo, verificamos a possivel modulacdo do sistema histaminérgico no
comportamento locomotor e ansiedade no teste de campo aberto, através da administracdo da
histamina e dos antagonistas dos receptores desse sistema. Além disso, todas as respostas
observadas foram medidas comparando os efeitos dose-dependentes dessas substancias.
Estudos de diferentes modelos encontraram diferencas entre os grupos utilizando doses
similares de histamina (GIANLORENGCO et al., 2013; SILVA-MARQUES et al., 2016),
clorfeniramina (SERAFIM et al., 2012), ranitidina (GIANLORENCO et al., 2015),
tioperamida (ORSETTI et al.,, 2001) e VUF (FERNANDES et al., 2017). Esses fatores
demonstram uma metodologia robusta e a falta de diferengas significativas nos experimentos
1, 3 e 4 pode indicar que a combinacao especifica da administracdo intravérmis cerebelar e o
modelo de campo aberto ndo provocaram nenhum efeito nos comportamentos de

camundongos nas doses utilizadas.
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Com base nos resultados deste estudo e de estudos anteriores, acreditamos que 0
cerebelo modula os sistemas que interpretam a intensidade do componente aversivo, em vias
de permitir ou reduzir o comportamento exploratorio. O primeiro trabalho do nosso grupo
com o sistema histaminérgico cerebelar em peixes (GARCAO et al., 2011) onde verificou-se
gue os animais que tiveram ablacdo cerebelar apresentavam uma maior laténcia no teste de esquiva
inibitdria em peixes, quando comparados ao grupo controle. E que o grupo com ablacdo cerebelar
tratado com CPA manteve a alta laténcia quando comparados aos demais grupos apds 8 sessdes de
treinamento da atividade. A hipdtese que foi sugerida nesse momento era que o sistema
histaminérgico atuava na modulacdo dos comportamentos de exploragao versus protecao.

Acreditamos que o0 aumento da locomogdo dos animais que receberam o antagonista
de histamina H1 clorfeniramina e o agonista do receptor H4 VVUF observado no presente
estudo pode ser interpretado como uma diminuicdo do estimulo aversivo proporcionado pelo
campo aberto, provocando efeito ansiolitico sobre os animais e permitindo o aumento do
comportamento locomotor e exploratorio, o que acreditamos ser um efeito modulador nessa

condicéo.
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7. CONCLUSAO

Em suma, os resultados deste estudo sugerem que a clorfeniramina e VUF modulam
a ansiedade e os comportamentos locomotores e exploratérios de camundongos submetidos
ao teste de campo aberto. Além disso, a histamina, a ranitidina e a tioperamida, nas doses

utilizadas, ndo apresentaram efeitos comportamentais neste teste.
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