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RESUMO

O sistema histaminérgico neural inerva o cerebelo, com alta densidade de fibras no vérmis
e fléculo. Evidéncias experimentais indicam que o cerebelo estd envolvido em vérias
operagdes motoras e ndo-motoras, no entanto, o papel do sistema histaminérgico nessas
funcbes ainda ndo é claro. Neste estudo, investigamos os efeitos das injecdes
intracerebelares de histamina e injecOes de antagonistas dos receptores Hi, H> e Hs
(clorfeniramina, ranitidina e tioperamida, respectivamente) no desempenho motor,
aprendizado, equilibrio e ansiedade em camundongos. Para isso, foram utilizados
camundongos albinos suicos com peso de 25 a 35g e mantidos em ambiente
termorregulado. Uma céanula-guia foi implantada no vérmis cerebelar de camundongos
experimentalmente ingénuos. Apos trés dias de recuperagdo, 0s animais receberam
microinjecdo de salina, histamina, clorofeniramina, ranitidina ou tioperamida em
diferentes concentracdes. Cinco minutos apds a microinjecéo, o teste de rota-rod e trave
de equilibrio foi realizado em trés etapas. Apds avaliacdo do desempenho motor e do
equilibrio, os animais foram submetidos a labirinto em cruz elevado. A anélise estatistica
incluiu o teste de homogeneidade e a analise de variancia multifatorial (ANOVA),
sequida pelo teste de Amplitudes Multiplas de Duncan e pelo teste de Pearson para
correlagéo entre as fungdes motoras e ndo motoras. Foi adotado um valor de p<0,05 para
significancia. Os resultados mostraram uma possivel facilitacdo da histamina na dose
mais alta na avaliacéo do aprendizado e desempenho motor no rota-rod. Além disso, 0s
resultados mostraram comprometimento quando testados na dose 0,052 de CPA, nas
doses mais baixas de ranitidina e também na dose mais alta de tioperamida. Nao
encontramos correlacdo entre habilidades motoras e ansiedade neste estudo. Juntos, os
resultados sugerem que as projecdes histaminérgicas cerebelares estdo envolvidas no
aprendizado motor e desempenham um papel modulador no circuito cerebelar, para
garantir que os movimentos sejam realizados com eficiéncia. Além disso, discutimos

como a manipulacdo do sistema histaminérgico pode influenciar outros sistemas.

Palavras-chave: sistema histaminérgico, clorfeniramina, ranitidina, tioperamina,

aprendizado, desempenho motor.



ABSTRACT

The neural histaminergic system innervates the cerebellum, with high density of fibers in
the vermis and flocculus. Experimental evidence indicates that cerebellum is involved in
various non-motor as well as motor operations. However, the role of histaminergic system
in these functions is not clear. In this present study, we investigated the effects of
intracerebellar histamine injections and Hi, H.and Hz receptor antagonist injections
(chlorpheniramine, ranitidine and thioperamide, respectively) on motor performance
motor learning, balance and anxiety in mice. For this, we used Swiss albino mice
weighing 25-35g and maintained in a thermoregulated environment. The cerebellar
vermis of male mice was implanted with guide cannula. After three days of recovery, the
animals received microinjections of saline, histamine, chlorpheniramine ranitidine or
thioperamide in different concentrations. Five minutes postinjection, the rota-rod and
balance beam test was performed in three stages. After evaluation of motor performance
and balance, animals were submitted to elevated plus maze. Statistical analysis included
the homogeneity test and multi-factor analysis of variance (ANOVA) followed by
Duncan’s Multiple Range test and Pearson test for correlation between motor and non-
motor functions. A p value of <0.05 was required for significance. The results showed a
possible facilitation of histamine at the highest dose in the evaluation of learning and
motor performance in the rota-rod. In addition, the results showed an impairment when
tested at the 0.052 dose of CPA, at the lowest doses of ranitidine and also at highest dose
of thioperamide. We do not found any correlation between motor skills and anxiety in
this study. Together, the results suggest that cerebellar histaminergic projections are
involved in motor learning and make a modulating role in the cerebellar circuit to ensure
that movements are performed efficiently. Futhermore, the manipulation of the

histaminergic system can influence other systems.

Keywords:histaminergic system, chlorpheniramine, ranitidine, thiopheramine, learning,

motor performance.
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1. Introducéo

1.1. Sistema Histaminérgico Neuronal
A histamina é uma amina biogénica e um neuromodulador do Sistema Nervoso

Central (SNC), importante na regulacéo de diversos processos fisioldgicos, como o ciclo
circadiano e de sono, da temperatura corporal, motivacdo, memdria e cognicdo (Haas,
Sergeeva e Selbach, 2008). Em condicBes fisiolégicas em animais vertebrados, a
histamina neuronal é originada primariamente nos nucleos tuberomamilares (NTM) da
regido posterior do hipotdlamo (Panula et al., 1984; Takeda et al., 1984) e suas fibras
projetam-se para todo o SNC (Inagaki et al., 1988; Panula et al.,1989) (Fig. 1a). Os
mastdcitos sdo outra fonte de histamina no cérebro de algumas espécies. Em aves,
mastocitos imaturos se infiltram no SNC e sofrem diferenciacdo in situ dentro da
substancia branca subcortical (Zhuang et al., 1999) e migra¢cdes maci¢as de mastdcitos
no cérebro foram associados ao comportamento de cortejo em pombos (Silverman et al.,
1994). Outras fontes possiveis de histamina no cérebro pode incluir microglia e células
endoteliais microvasculares (Katoh et al., 2001; Yamakami et al., 2000). O sistema neural
histaminérgico dos roedores (Fig 1b) é similar ao sistema encontrado no cérebro humano
(Panula et al.,1984).

Cortex

Para o_corpo
estriado

/ Para o hipocampo
= R 7 =
y '{\\ e amidala
u Q 7\ A = Para o
\M /
e

3& talamo
g
/ ?. \ 7 ks
P. ituitari / \ % kA
s Wﬁ \| .
\ 1

3
Nucleo tuberomamilar o >
!

Para éarea tegmental ventral

e

e substéncia negra 7

Figura la — Representacdo esquematica do sistema histaminérgico no encéfalo
humano. As fibras histaminérgicas originam-se no nucleo tuberomamilar e projetam-
se para todo o sistema nervoso central. Modificado de Haas e Panula (2003).
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Figura 1b - Representacdo esquematica das projecdes histaminérgicas do cérebro de roedores
envolvidas na cogni¢do. Os corpos celulares produtores de histamina originam-se no
nucleotuberomamilar (TMN) e as fibras histaminérgicas projetam-se para véarias regides do
cérebro, incluindo o cortex pré-frontal (PFC), a substantia innominata (SI), o estriado (Str), a
amigdala (Ami), o hipocampo (Hip), a medula espinhal (ME) e o cerebelo (CER). Os efeitos da
histamina no cérebro sdo mediados por quatro receptores (H: a Ha) com distribuicéo diferente no
cérebro. Modificado de Passani et al. (2020).

Sintetizada a partir da descarboxilacdo oxidativa do aminoacido histidina, através
da enzima histidina-descarboxilase (HDC) (Fig. 2), a molécula de histamina €
armazenada em vesiculas sindpticas e liberada na fenda sinaptica de maneira calcio-
dependente. No meio extracelular, esse neurotransmissor € metabolizado em tele-
metilhistamina pela enzima histamina metiltransferase. A tele-metilhistamina ¢é
degradada pela acdo da monoamina oxidase em acido t-metil-imidazolacético (Haas e
Panula, 2003; Haas, Sergeeva e Selbach, 2008).
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Figura 2—-Representacdo esquematica da sintese e metabolizacdo da histamina. Modificado de
Haas e Panula (2003).

A atuacdo da histamina no SNC se da pela estimulacdo de quatro classes de
receptores: Hi, Hz, Hs e Hai, todos designados por receptores acoplados a proteina G
(GPCRs, do inglés G protein-coupled receptors). Cada receptor é composto por
elementos transmembranares que séo envolvidos na transferéncia de sinais extracelulares
para o interior da célula. As GPCRs tém uma caracteristica estrutural comum que consiste
em sete hélices transmembranares ligadas por trés lagos extracelulares e trés
citoplasmaticos (Rai et al., 2009). Os receptores histaminérgicos neuronais diferem
farmacologicamente entre si na localizacdo e nas respostas intracelulares mediadas (Jutel,
Blaser e Akdis, 2005). Os receptores Hi e Hz sdo pds-sinapticos geralmente excitatorios
(Panula et al., 2015), enquanto o subtipo Hz € um autorreceptor que regula de forma
inibitoria a sintese e liberacdo de histamina (Haas, Sergeeva e Selbach, 2008). Os
receptores Hs s@o expressos primariamente em células envolvidas com o sistema imune
e seu papel no SNC ainda é uma questdo em debate (Galeotti, Sanna e Ghelardini, 2013).
Sanna et al. (2017) sugerem que os receptores Hs modulam vérias fungdes
neurofisiologicas, como atividade locomotora, ansiedade, nocicep¢do e comportamento

alimentar.

Receptores Hi sédo encontrados em densidade particularmente alta no hipotalamo,
na area septal, no nicleo medial da amigdala, cerebelo e em areas hipocampais (Brown
et al., 2001; Haas et al., 2008). A ativacdo do receptor H; estimula a atividade da
fosfolipase C, que hidroliza o composto fosfatidil- 4,5-bifosfato gerando dois segundos-
mensageiros, o inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). A formagédo do DAG
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estimula a atividade da proteina cinase C (PKC) que facilita a ativacdo dos receptores
glutamatérgicos N-metil D-Aspartato (NMDA). O IP3 age em receptores do reticulo
endoplasmatico, estimulando a liberagdo de Ca*™® no citosol. O aumento de Ca'?
intracelular, aumenta a atividade do trocador de Na*/Ca*?e também induz a producio de
Oxido nitrico. Ainda, a proteina G ativada pelo receptor H; é capaz de bloguear a abertura
dos canais de K* de dois poros, responsaveis pela hiperpolarizacdo, mantendo o neurdnio
em estado ativado por um periodo prolongado. O efeito final apds a estimulacdo deste
receptor é a intensa despolarizacdo celular, ou seja, a estimulacdo neuronal (Brown et al.,
2001).

Os receptores Hy sdo predominantemente expressos nos ganglios da base,
amigdala, hipocampo e nas células granulares e de Purkinje do cértex (Brown et al., 2001).
Agonistas H» potencializam a transmissao sinaptica do hipocampo e aumentam o disparo
de muitos tipos de neurénios (Selbach et al., 1997). Em seu artigo de revisao, Brown et
al. (2001) descrevem que a estimulacdo dos receptores H, também leva a excitacao
neuronal, porém por mecanismos diferentes daqueles gerados pela estimulacdo dos
receptores Hi. O receptor H: se acopla a proteina G para estimular a adenilato ciclase e
aumentar as concentracdes de AMPc intracelular que, por sua vez, ativa a proteina cinase
A (PKA). As subunidades da PKA sdo translocadas para o nucleo, e estimulam a atividade
do fator CREB, culminando em transcri¢do de proteinas. Este fator € importante regulador
da neurofisiologia e da plasticidade neuronal. Além disto, as sub-unidades ativas da PKA
bloqueiam a condutancia dos canais de K* ativados pelo influxo de Ca*?, que sdo os
responsaveis pela repolarizacao e pelo prolongamento da hiperpolarizacdo pds-potencial
de acdo nestes neurdnios. O AMPc produzido também é capaz de modificar a
sensibilidade da voltagem dos canais ativados por hiperpolarizagdo e dependente de
nucleotideo ciclico permitindo sua ativacdo em voltagens menos negativas, o que facilita

a despolarizacdo neuronal subsequente.

O receptor Hs, por sua vez, € um autoreceptor pre-sinaptico acoplado a proteina G
inibitoria e sua estimulacdo leva a inibicdo da formacdo do AMPc. O antagonista
histaminérgico Hs foi identificado pela primeira vez no cérebro de ratos (Arrang et al.,
1983), sua presenca no cérebro humano foi confirmada alguns anos depois (Arrang et al.,

1988); e foi clonado com sucesso e expresso funcionalmente por Lovenberg et al. (1999),
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apos o qual houve um grande interesse de grupos académicos e empresas farmacéuticas
para desenvolver compostos que poderiam modular terapeuticamente as funcdes desse
receptor. Embora ndo exista um mecanismo fisiopatoldgico direto que vincule qualquer
condigdo de doenga do SNC a histamina, a localizagdo distinta de Hz no SNC, somado ao
fato de modular a liberacdo de outros neurotransmissores no cérebro por meio da acdo de
heterorreceptores em neur6nios ndo histaminérgicos, despertou pesquisadores a avaliar
suas ligacdes em varias doencas cerebrais (Nuutinen e Panula, 2010).

Como autoreceptores, a ativacdo da proteina G inibitdria reduz a atividade dos
canais de Ca*? de alta voltagem, e consequentemente, reduz a fusio das membranas
vesiculares e plasmatica, prejudicando, dessa forma, a neurotransmissao (Brown et al.,
2001). Como heteroceptores, sua ativacdo € capaz de inibir a liberacdo de outros
neurotransmissores como glutamato, acido gama-aminobutirico (GABA), noradrenalina,
dopamina, acetilcolina, serotonina e varios peptideos, aparentemente pela inibicdo dos

canais de calcio pré-sinapticos (Kohler et al., 2011).

Receptores Hz estdo sendo extensivamente investigados por seu potencial como
agente terapéutico para déficits cognitivos (Sander et al., Tiligadaet al., 2009; Brioniet
al., 2011; Leurset al., 2011). Em estudos pré-clinicos, os antagonistas Hz aumentam a
atividade dos neurdnios histaminérgicos e foi observada uma melhoria simultanea na
cognicao e no aprendizado (Passani et al., 2004). As promissoras descobertas pré-clinicas
deram um forte impulso para inimeras empresas farmacéuticas apostarem em estudos

clinicos com varios antagonistas Hs para diversas condi¢6es neuroldgicas (Drahl, 2009).

Os receptores Hs sd0 expressos principalmente em células de origem
hematopoiética, como eosinofilos e mastdcitos, tendo funcdo associada a processos
inflamatorios e alérgicos (Haas et al., 2008). Estes receptores foram identificados no SNC
através da deteccdo do seu RNAm na amigdala, no cerebelo, no corpo caloso, no cortex
pré-frontal e tdlamo, tanto em humanos, quanto em ratos. Em ambas as espécies, este
receptor encontra-se em alta densidade na medula espinhal e nos ganglios da raiz dorsal,
sugerindo uma possivel funcdo na mediacdo da nocicepcdo (Haas et al., 2008). Seu
mecanismo de ac¢do também ¢é através da proteina G, porém causando a mobilizacdo do

calcio intracelular como maior via de sinaliza¢do (Thurmond, Gelfand e Dunford, 2008).
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Evidéncias demonstram que todos os quatro subtipos de receptores

histaminérgicos existem no cerebelo em diferentes espécies (Li et al., 2014).

1.2. Sistema Histaminérgico Cerebelar
Estudos farmacoldgicos e genéticos em roedores indicam que, além de suas

fungdes periféricas amplamente conhecidas de mediacdo a resposta inflamatdria, a
histamina presente no sistema nervoso central pode ser um potencial sinalizador de perigo,
promovendo a ansiedade como resposta (Brown, Stevens e Haas, 2001). A ansiedade e 0
medo séo respostas adaptativas geradas em antecipacao ou na presenca de estimulos que
ameacam perturbar a integracdo do organismo. Enquanto o medo é geralmente provocado
por um determinado contexto distinguivel, a ansiedade pode ocorrer na auséncia de
situacdo de perigo (Davis, 2000). VariacOes extremas ou perturbacfes dos mecanismos
neurais de controle do medo e da ansiedade podem desencadear situac¢des de persisténcia
da ansiedade mesmo ap0s a retirada do estimulo aversivo e levar a problemas psicol6gicos
e de comportamento em seres humanos, tais como o transtorno do panico, as fobias, e 0s
transtornos de estresse pds-traumatico (Cuthbert et al., 2003; Victor e Bernstein, 2009;
Weisberg, 2009).

Os primeiros estudos sobre o cerebelo sugeriram que essa estrutura poderia servir
como o local de alteracGes plésticas necesséarias para uma ampla gama de fendmenos
adaptativos e condicionados, classificados como aprendizagem motora, e ilustraram que
a ablacdo de regides criticas cerebelares resultou em uma incapacidade de adquirir este
tipo de comportamento adaptativo (Bloedel et al., 1991). Segundo revisdo de Manto e
colaboradores (2012), pesquisas sobre as funcdes do cerebelo ampliaram durante as
Gltimas décadas. Os autores afirmam que o cerebelo contribui para regulacdo e
planejamento do movimento, organizacédo temporal e aquisicdo sensorial e esta envolvido
na previsdo das consequéncias sensoriais da acdo, o que explica os déficits clinicos
apresentado por pacientes com comprometimentos cerebelares, caracterizados por
disturbios na precisdo e coordenacdo (distirbios dos movimentos oculares, distdrbios da
fala, distarbios de movimentos dos membros, deficiéncias de postura e marcha).

Song e colaboradores (2006), utilizando cilindro de equilibrio (rota-rod), observaram

que histamina injetada no ndcleo interposto cerebelar de ratos promoveu melhora do
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desempenho motor, nas habilidades de equilibrio e coordenacéo, através da ativacao de
receptores Ho. Os autores sugerem que as projecdes histaminérgicas hipotalamo-
cerebelares podem desempenhar um papel modulador no circuito cerebelar para assegurar
que movimentos sdo executados com precisdo. Além disso, Quin e colaboradores (2011)
demonstraram que a histamina excita neurdnios do ndcleo denteado do cerebelo via
receptores Hy, sugerindo o envolvimento de projecfes histaminérgicas para inicio e

planejamento dos movimentos.

Além do papel motor amplamente conhecido do cerebelo, evidéncias sugerem que
desordens cerebelares podem também culminar em transtornos psiquiatricos, incluindo
esquizofrenia, transtorno bipolar, depresséo, ansiedade (Baldacara et al., 2008). Sacchetti
e colaboradores relacionam o vérmis cerebelar e a formagdo de memdrias emocionais
(Sacchetti et al., 2002; Sacchetti et al.,, 2007; Sacchetti et al., 2009). Os autores
demonstraram que a inativacdo do vérmis cerebelar apos o pareamento de estimulos
causou prejuizo na consolidacdo da memdria (Sacchetti et al., 2007). De acordo com 0s
autores, o vérmis participa da memdria emocional independente de seu papel em
processos motores ou sensoriais, e poderia representar uma interface entre o estimulo

sensorial, o estado emocional do sujeito e as respostas motoras.

Em corroboracdo com os autores, Gianlorenco et al. (2015), em seu estudo sobre a
consolidacdo da memoria de emocional em camundongos, sugerem que as projecoes
histaminérgicas do vérmis cerebelar, substancia cinzenta periaquedutal, hipotalamo e
amigdala estdo envolvidas na modulagéo da consolidacdo da memaria aversiva propondo,

desta forma, a inclusdo do vérmis cerebelar no circuito.

Estas novas descobertas abrem uma gama de possibilidades em ambito experimental
e clinico, desde reconhecer, diagnosticar e tratar condi¢cfes, antes desconsideradas, que
afetam a qualidade de vida de pacientes portadores de ataxia cerebelar, bem como lidar
melhor frente as consequéncias ndo-motoras das patologias cerebelares (Jeremy e
Schmahmann, 2008). Zhu et al. (2006) levantam ainda a importancia da compreensao dos
mecanismos ndo somaticos cerebelares para a integracdo somatica-visceral que resulte na

explicacdo da patogénese de diversas disfuncdes que afetam ambos o0s sistemas.
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Evidéncias experimentais indicaram também papel cerebelar na aprendizagem
aversiva. A capacidade de aprender e reter respostas de condicionamento do medo foi
investigada em camundongos mutantes, caracterizados por uma deficiéncia primaria nas
sinapses feitas pelas fibras paralelas com as células de Purkinje. Nesses animais, a
disfuncéo cerebelar prejudicou a aprendizagem do medo, sugerindo que essas sinapses
estdo envolvidas na consolidagdo da memoria aversiva (Sacchetti et al., 2004). Zhu et al.
(2007) demonstraram que a potenciacdo de longa duracdo (LTP) é o mecanismo
envolvido nas memorias associativas aversivas no cerebelo, enquanto a depressdo de

longo prazo (LTD) esta correlacionada ao aprendizado motor.

Popa e colaboradores (2014) sugerem que a participacdo do cerebelo em fungdes
motoras e ndo motoras esta relacionada a sua arquitetura uniforme e a um modo comum
de processamento das informacdes. Nesta revisdo, os autores correlacionam resultados
eletrofisiologicos dos sinais motores no cortex cerebelar com observacées em dominios
ndo motores, e sugerem que 0 coOrtex cerebelar tem grande capacidade de estabelecer
associacOes entre diferentes sinais sensoriais, motores e ndo motores. De acordo com o0s
autores, os resultados de estudos sobre como as células de Purkinje codificam os sinais
de movimentos indicam que a circuitaria do cOrtex cerebelar suporta aprendizagem
associativa, sequenciamento, memoria de trabalho e modelos internos de dominios nédo

motores.

Nosso grupo mostrou que a histamina no cerebelo modula a consolidagéo da
memoria emocional (Gianlorenco, Canto-de-Souza e Matioli, 2011). Os resultados
apresentaram comprometimento mediado pelos receptores Hi nas memorias relacionadas
a ansiedade (Gianlorenco et al., 2012), e os receptores H, mostraram mediar a
consolidagdo da memoria das tarefas de prevencéo inibitoria (Gianlorenco et al., 2015).
No entanto, nenhum estudo investigou o papel do sistema neural histaminérgico na
aprendizagem motora de camundongos via vérmis cerebelar. Assim, este estudo teve
como objetivo avaliar o controle motor e o aprendizado motor de camundongos no rota-
rod e trave de equilibrio apds injecdes intracerebelares de compostos histaminérgicos e
estabelecer uma possivel interacdo entre sistema motor e emocional nas condicGes
apresentadas. Com base em estudos anteriores e na modulagao do sistema histaminérgico

no cerebelo em processos ndo motores, sugerimos que o sistema histaminérgico também
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pode modular o controle motor de camundongos e apresentar uma interface entre as

funcdes motoras e ndo-motoras.
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2. Contextualizagdo

Em estudos prévios do nosso laboratério encontramos diferentes efeitos da
microinjecdo de substancias histaminérgicas no cerebelo em camundongos testados no
LCE e no teste de esquiva inibitoria. Gianlorenco, Canto-de-Souza e Mattioli (2011)
investigaram o efeito da microinjegao de histamina no vérmis cerebelar em camundongos
através do Labirinto em Cruz-Elevado, e demonstraram que o sistema histaminérgico e o
cerebelo estdo envolvidos no processo de consolidacdo da memoria emocional, através
de inibicdo dose-dependente da histamina. Recentemente, com o objetivo de investigar o
papel dos receptores Hi e Hz na consolidagdo da memdria emocional em camundongos,
os resultados demonstraram que o antagonista H; clorfeniramina (CPA) ndo afetou o
comportamento dos animais nas doses utilizadas, porém foi capaz de reverter o efeito
inibitdério da histamina na consolidacdo da memaoria emocional em situacdo de ansiedade
no LCE (Gianlorengo et al., 2012). Por outro lado, Gianlorengo, Canto-de-Souza e
Mattioli (2013) evidenciaram uma facilitagdo na consolidagdo da memaoria emocional no
teste de esquiva inibitoria envolvendo estimulo aversivo na dose 1,36 nmol, e que o pré-

tratamento com o antagonista Hz ranitidina (RA) foi capaz de prevenir este efeito.

Desta forma, acreditamos que estudos acerca do papel do cerebelo e de seus
sistemas de neurotransmissdo em funcdes motoras e ndo motoras poderdao auxiliar no
melhor entendimento de sua participacdo na interface motora/emocional, bem como nos

comprometimentos apresentados por individuos com lesdes cerebelares.

As doses utilizadas neste estudo foram previamente testadas em outros trabalhos
do laboratorio, utilizando o mesmo sitio de microinjecdo, portanto nossa escolha de
manter as doses que ja funcionaram foi pensada no sentido de haver um comparativo entre

os estudos com condicBes experimentais similares.
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3. Objetivos
3.1. Geral

Avaliar o desempenho motor e o aprendizado motor de camundongos no rota-rod
e trave de equilibrio apos injecGes intracerebelares de compostos histaminérgicos
e estabelecer uma possivel interacdo entre sistema motor e emocional nas
condigdes apresentadas

3.2. Especificos

o Investigar os efeitos dose-dependentes de histamina, microinjetada no
vérmis cerebelar, sobre a ansiedade, o desempenho motor e a
aprendizagem motora de camundongos;

o Investigar os efeitos da microinjecdo de antagonista do receptor Hj
(clorfeniramina) sobre o desempenho motor e a aprendizagem motora de
camundongos;

o Investigar os efeitos da microinjecdo de antagonista do receptor H>
(ranitidina) sobre o desempenho motor e a aprendizagem motora de
camundongos;

o Investigar os efeitos da microinjecdo de antagonista do receptor Hs
(tioperamina) sobre o desempenho motor e aprendizagem motora de
camundongos;

o Verificar a correlacédo entre o treino motor, a ansiedade e a aprendizagem

e memaria emocional de camundongos.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Aspectos Eticos e Local da Pesquisa

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica na Experimentacéo
Animal da Universidade Federal de S&o Carlos (CEUA/UFSCar, protocolo n°
4949260515), apresentada no Anexo |. A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de
Neurociéncias do Departamento de Fisioterapia, na Universidade Federal de S&o Carlos
— UFSCar.

4.2. Amostra
Foram utilizados 169 camundongos albinos suicos machos experimentalmente

ingénuos, pesando entre 25-35 g, oriundos do Biotério Central da Universidade Federal
de Séo Carlos (UFSCar). Os animais foram agrupados em até 5 animais por caixa (31 x
20 x 13 cm) e mantidos sob um ciclo de luz de 12 horas (com as luzes acesas as 7 horas)
em um ambiente controlado a uma temperatura de 21 + 1°C e umidade de 50+5%. Antes
do inicio dos experimentos, os animais foram gentilmente manipulados (tocar e segurar
o animal com as maos) 2 minutos por dia durante 5 dias para habitua¢do com o manuseio
do experimentador. Alimento e agua estiveram disponiveis, exceto durante as sessdes do
teste. O experimento foi realizado na fase clara, no periodo entre 8 e 14 horas para
minimizar a influéncia da variagdo do ritmo circadiano dada por respostas

comportamentais.

4.3. Tratamento Farmacoldgico

Histamina (HA) nas doses de 0,54 nmol, 1,36 nmol, 2,72 nmol e 4,07 nmol
(Gianlorenco et al., 2013), Clorfeniramina (CPA) nas doses de 0,016 nmol, 0,052 nmol e
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) e Tioperamida (T1O) nas doses 0,06 nmol, 0,3 nmol
e 1,5 nmol (Costa-Neto, 2013) foram microinjetadas em volume de 0,1l por uma bomba
de microinfusdo. Os animais dos grupos controles receberam solucdo salina (SAL). Todas
as drogas foram dissolvidas em solucéo salina estéril (0,9%) e as solugdes mantidas em

tubos codificados por cores, de modo que o experimentador nao teve conhecimento do
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contedo dos mesmos no momento do experimento e durante a analise das imagens

gravadas.

4.4. Cirurgia e Microinjecdo

Os camundongos foram anestesiados via intraperitonial utilizando uma solucéo de
cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), além da administracdo de
anestesia local (3% de lidocaina com norepinefrina 1: 50.000), e posicionados no aparelho
estereotaxico Stoelting (Fig. 3). Adicionalmente, foi fornecido ao animal, durante o
procedimento, uma combinacdo de analgésico Cetoprofeno 5mg/kg e antibidtico
Ceftriaxona 4mg/kg. Uma cénula guia de 7 mm de aco inoxidavel (calibre 25) foi
implantada no vérmis cerebelar de acordo com as seguintes coordenadas de Paxinos e
Franklin (2001): 6,5 mm posterior ao bregma, 0 mm laterais a linha média e 2,0 mm de
medida ventral a partir da superficie do cranio. A canula guia foi fixada ao cranio com
acrilico dental e parafusos de joalheiro. Um mandril (fio de aco inoxidavel de calibre 33)
foi inserido na cénula guia para reduzir a incidéncia de oclusdo e contaminacdo. A
analgesia pos-operatdria foi fornecida durante 3 dias, adicionando acetaminofeno (200
mg/ml) em a dgua potavel numa proporc¢éo de 0,2 ml de paracetamol para 250 ml de agua

(a concentragéo final foi de 0,16 mg/mL).
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Figura 3 - Camundongo posicionado no aparelho estereotaxico para a implantagdo da canula.

A solucéo salina e drogas foram infundidas no vérmis cerebelar utilizando uma
agulha de micro-injeccdo (calibre 33), que se estende 2,0 mm além da ponta da cénula
guia. A unidade de microinjeccéo foi ligada a uma micro-seringa Hamilton de 5 pl através
de um tubo de polietileno (PE-10), e a uma bomba de infusdo, programada para
administrar um volume de 0,1 ul ao longo de um periodo de 60 segundos (Gianlorenco,
Canto-de-Souza e Mattioli, 2011). O movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de
polietileno antes, durante e depois da injecdo confirmou o fluxo da solugdo (Canto-de-
Souza et al., 2002).

4.5. Equipamentos e Procedimentos
4.5.1. Rota-rod

Foi utilizado o Rota-rod (Insight Equipamentos Cientificos, Brasil) para avaliacdo
da coordenacdo motora e equilibrio (Fig. 4). O aparelho de Rota-rodautomatizado

consiste basicamente em uma caixa de acrilico com um cilindro de 8 cm de diametro,
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instalado transversalmente a aproximadamente 20 cm do piso do equipamento, mantido
em rotacdo através de um motor. A caixa é dividida em quatro baias, de aproximadamente
10 cm de largura, permitindo a analise de quatro animais simultaneamente. Durante o

estudo, os animais foram avaliados segundo protocolo descrito na figura 6.

Figura 4 — Animal sendo testado para controle e aprendizagem motora através do rota-rod.

4.5.2. Trave de Equilibrio
O aparato da trave de equilibrio consiste em uma placa de madeira (100 cm x 2.8

cm), elevada a 50 cm do chdo por suportes também de madeira (Fig. 5). Com 0 objetivo
de amortecer possivel queda do animal, uma prote¢éo de tecido foi colocada abaixo do
equipamento. Para o teste, o animal foi colocado em uma extremidade da trave de
equilibrio, cronometrando-se o tempo transcorrido até que alcance a outra das
extremidades do equipamento, onde ha uma caixa preta com maravalha de sua caixa

moradia.
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Figura 5 — Animal sendo testado para coordenagdo motora e equilibrio motora através da trave
de equilibrio.

Apesar de ambos os testes (rota-rod e trave de equilibrio) se mostrarem
semelhantes na teoria, a utilizacdo de ambos é feita objetivando a complementacdo dos
dados. O animal tem um forte fator motivacional envolvido no teste da trave de equilibrio,
uma vez que é necessario que se interesse pela maravalha na extremidade oposta da trave
para se locomover voluntariamente. J& no rota-rod o camundongo ndo tem controle sobre
0 inicio dos movimentos, o fim ou a velocidade de rotacdo, além de apresentar um
controle motor grosso, em contraste a trave de equilibrio que tem um controle motor mais

fino. Desta forma, os aparatos medem atividades diferentes, mas complementares.

O protocolo comportamental para avaliacdo da coordenagdo motora e do
equilibrio, utilizando o rota-rod e a trave de equilibrio, foi baseado em metodologia de

Song et al. (2006) e He et al. (2014), com algumas modificagbes. Song et al. (2006)
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consideram os testes complementares pois permitem avaliar simultaneamente equilibrio

e controle motor fino.

O protocolo foi dividido em cinco etapas, que foram nomeadas Habituacéo,
Microinjecdo, Estagio 1, Estagio 2, e Estadgio 3. Na habituacdo os animais foram
posicionados no cilindro do Rota-rod na velocidade O por 120 segundos ou até cairem, 24
horas antes da microinjecéo. Cinco minutos apds a microinjecéo, os camundongos foram
submetidos ao estagio 1; 4 horas ap6s a microinjecdo ao estagio 2; e 24 horas ap06s ao
estagio 3. Em cada estagio, o animal foi submetido ao rota-rod em uma rampa de subida
com velocidade de rotacéo crescente de 0 a 20 rpm por até 300 segundos ou até o animal
cair na plataforma em trés exposicoes diferentes. O animal retorna para a caixa moradia
por pelo menos 5 minutos de descanso, e entdo é submetido a trave de equilibrio, por um

periodo de até 300 segundos em trés exposicBes diferentes.

Estagio 3

Habituagdo . Microinjecdo

» » »

—

Estagio 1 Estagio 2

R
s Rota-rod: O- « SAL * Rota-rod: 0-20
20 rpm por « HA (0.54, 1.36, 2.72 rpm por até Smin
até 120seg 4.07) * Caixa moradia
por 5min
* RA (0.57, 2.85,5.7) -
¢ Trave de
e Trave de = CPA (0.016, 0.052, Equilibrio
Equilibrio 0.16) * Caixa moradia
*TIO (006, 03, 15) por S5min

.V

Rota-rod: 0-20 rpm
por até 5min

Caixa moradia por
Smin

Trave de Equilibrio
Caixa moradia por

5min

Rota-rod: 0-20 rpm
por até 5min

Caixa moradia por
5min

Trave de Equilibrio
Caixa moradia por
5min

IR

Figura 6 — Representacdo esquematica do protocolo experimental para os testes de desempenho

motor e aprendizagem motora.

4.5.3. Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Pelo menos duas horas ap6s o protocolo experimental para testar o equilibrio e

controle motor foi utilizado o LCE para avaliar a ansiedade do animal. O labirinto é
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composto de dois bracos abertos (BA) (30 x 5 x 0,25 cm) perpendiculares a dois bragos
fechados (BF) com protecdes laterais opacas de acrilico (30 x 5 x 15 cm), unidas por uma
regido central (5 x 5 cm) e elevado do solo a uma altura de 38,5 cm. Uma camera
posicionada a 90° acima do labirinto e acoplada ao computador permite o registro das
imagens. Os animais foram transportados em uma caixa individual de paredes opacas (33
x 15 x 13 cm) até o labirinto e posicionados individualmente na plataforma central com

a face voltada para o braco aberto.

Foram usadas como medidas comportamentais: o nimero de entradas nos bracos
abertos, 0 nimero de entradas nos bracos fechados, o tempo do animal nos bragos abertos,
tempo nos bracos fechados e tempo na plataforma central. Roedores sdo presa na natureza
e tem preferéncia natural a espacos baixos e protegidos, demonstrando averséo a espacos
abertos e elevados. Dessa forma, quando o animal passa mais tempo nos bracos abertos,
interpretamos um efeito ansiolitico da droga administrada. O teste tem duracdo de 5

minutos e é realizado uma Unica vez.

Depois da realizacdo de cada teste, o labirinto foi limpo com alcool 5% para evitar
a influéncia de odor do camundongo anterior no comportamento do animal testado

subsequentemente.

4.6. Grupos Experimentais

Experimento I: Os animais receberam injecdo intravérmis cerebelar de salina
(0,9%) ou histamina (0.54 nmol; 1.36 nmol; 2.72 nmol ou 4.07 nmol/0,1 ul) 5 minutos
antes do primeiro estagio no primeiro dia no rota-rod e na trave de equilibrio. Logo apos,
todos os animais foram testados no LCE para verificar se o treino motor influencia na
ansiedade e na aprendizagem e memoria emocional. A microinjecdo foi feita apenas

previamente ao estagio 1 do rota-rod e trave de equilibrio.

Quadro 1 — Experimento |

GRUPOS TESTE TRATAMENTO DOSE N

SAL Rota + Trave + LCE Salina -- 10
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HA 0.54 Rota + Trave + LCE Histamina 0.54 nmol/0.1p
HA 1.36 Rota + Trave + LCE Histamina 1.36 nmol/0.1u
HA 2.72 Rota + Trave + LCE Histamina 2.72 nmol/0.1p
HA 4.07 Rota + Trave + LCE Histamina 4.07 nmol/0.1pu

10

10

10

10

Experimento I1: Os animais receberam injecdo intravérmis cerebelar de salina

(0,9%) ou Clorfeniramina (0.016 nmol; 0.052 nmol ou 0.16 nmol/0,1 ul) 5 minutos antes

do primeiro estagio no primeiro dia no rota-rod e na trave de equilibrio.

Quadro 2 — Experimento |1

GRUPOS TESTE TRATAMENTO DOSE N

SAL Rota + Trave + LCE Salina - 10

CPA0.016 Rota+ Trave+ LCE  Clorfeniramina 0.016 nmol/0.1p 9
10

CPA0.052 Rota+ Trave + LCE  Clorfeniramina 0.052 nmol/0.1pu 10
10

CPAO0.16 Rota+ Trave+ LCE  Clorfeniramina 0.16 nmol/0.1u 10

Experimento I11: Os animais receberam injecéo intravérmis cerebelar de salina

(0,9%) ou Ranitidina (0.57 nmol; 2.85 nmol ou 5.7 nmol/0,1 ul) 5 minutos antes do

primeiro estagio no primeiro dia no rota-rod e na trave de equilibrio.

Quadro 3 — Experimento 111

GRUPOS TESTE TRATAMENTO DOSE
SAL Rota + Trave + LCE Salina -
RA 142 Rota+ Trave + LCE Ranitidina 1.42 nmol/0.1u

10

10
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RA 2.85 Rota+ Trave + LCE Ranitidina 2.85 nmol/0.1u 10

RA 5.7 Rota + Trave + LCE Ranitidina 5.7 nmol/0.1pu 10

Experimento 1V: Os animais receberam injecdo intravérmis cerebelar de salina
(0,9%) ou Tioperamida (0.06 nmol; 0.3 nmol ou 1.5 nmol/0,1 ul) 5 minutos antes do
primeiro estagio no primeiro dia no Rota-rod e na Trave de equilibrio.

Quadro 4 — Experimento IV

GRUPOS TESTE TRATAMENTO DOSE N
SAL Rota + Trave + LCE Salina -- 10
TIO 0.06 Rota+ Trave + LCE Tioperamida 0.06 nmol/0.1u 10
TIO 0.3 Rota + Trave + LCE Tioperamida 0.3 nmol/0.1p 10
TIO 1.5 Rota + Trave + LCE Tioperamida 1.5 nmol/0.1p 10

4.7. Analise Histoldgica

Ap6s o término do experimento, os animais receberam infusdo de 0,1 pl de uma
solucéo de 1% de azul de metileno, de acordo com o procedimento descrito para a inje¢éo
das drogas (Figura 7). Apos receberem uma dose profunda de anestesia com solucéo de
Cloridrato de Cetamina e Xilasina, os animais sofreram deslocamento cervical,
decapitacdo e seus encefalos serdo removidos e acomodados em recipientes contendo
solucdo de formalina (10%), por trés dias no minimo. Apos esse periodo, os encéfalos
ficaram conservados em solucdo de sacarose (20%) até 48 horas antes da analise, em

solucéo de sacarose (30%) até 24 horas antes da histologia, e mantidos sob refrigeracéo.

Posteriormente, os encéfalos foram seccionados coronalmente na espessura de 80
micrémetros (um) ao longo do trajeto da cénula, utilizando um micrétomo de lamina

vibratoria (Leica VT 1200S). As secc¢des foram inspecionadas através de um microscopio

Pagina20| 87



Bruna Silva Marques - Influéncia do Sistema Histaminérgico Cerebelar na Aprendizagem
Motora e Memoria Emocional de Camundongos

(Olympus B202) e a visualizagdo da disperséo do azul de metileno indicou o local da

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

gl 2~ Figure 124
JH e ( i A

ey

Figura 7 — Representacdo esquematica dos locais das microinjecdes dentro do cerebelo dos
camundongos de acordo com o Atlas de Franklin e Paxinos (2001).

4.8. Analise Estatistica

Todos os resultados foram inicialmente submetidos ao teste de Levene para
verificar a homogeneidade dos grupos. A andlise estatistica incluiu o teste de
homogeneidade e a andlise de variancia multifatorial (ANOVA), seguida pelo teste de
Amplitudes Multiplas de Duncan para avaliar as diferengas entre os grupos. O teste de
Pearson foi usado para avaliar a correlacdo entre as funcdes motoras e ndo-motoras. Foi

adotado um valor de p<0,05 para significancia em todos 0s grupos.
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5. Resultados

5.1. Experimento |

Os resultados mostram o efeito da histamina microinjetada no vérmis cerebelar
sobre o desempenho motor e aprendizagem motora em camundongos submetidos aos

testes no rota-rod e na trave de equilibrio, respectivamente.

Rota-rod (Fig. 8a e 8b): O teste de Levene para Homogeneidade de Variancia
assegurou a homogeneidade entre os animais dentro do grupo (p=0,36). A ANOVA de
duas vias indicou que houve diferenca entre as doses de histamina utilizadas entre os
estagios do teste (Fs45=4,98; p=0,002). A analise de post hoc mostrou uma diminui¢éo
significativa do tempo de laténcia para os animais que receberam histamina na dose 1.36
nmol no segundo estagio (p=0,04) e terceiro estagio (p=0,02) em relacdo aos animais que
receberam salina (p<0,05),0 que sugere um prejuizo na aquisicdo e consolidacdo do
controle motor nesta dose. A analise mostrou ainda um aumento significativo de laténcia
para 0s animais que receberam histamina na dose mais alta (4.07 nmol) em relacdo aos
animais que receberam salina no primeiro estagio (p=0,01). A mesma dose mostrou
tendéncia ao aumento de laténcia no segundo estagio em relacdo ao grupo salina (p=0,06)
e ndo mostrou diferenca no terceiro estagio em relacdo ao grupo salina (p=0,66). Estes
resultados sugerem uma facilitacdo da aquisi¢cao do controle motor nos camundongos que
receberam a dose mais alta de histamina, sem mudanca significativa na consolidacéo da
memoria motora. Juntos, os resultados sugerem um efeito dose-dependente da histamina,
com prejuizo no desempenho motor na dose 1.36 nmol seguido de facilitacdo na dose
4.07 nmol.
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300 - . .
Rota-rod - Histamina
200 - T O SAL
00.54
150 -
m1.36
T m2.72
100 -
m4.07
50 -
O T T

Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3

Figura 8a — Média das trés tentativas para cada estagio (pool) e erro padrdo da média para 0s
grupos controle e histamina no teste de rota-rod (* p< 0,05 em relagdo ao grupo controle do

mesmo estagio). N = 10 animais por grupo.

Rota-rod (Histamina): Estagio 1
300
250 *

o
o

Tempo (seg)
=R N
o w
S o

_|

w1
o

o

SAL 0,54 1,36 2,72 4,07

Rota-rod (Histamina): Estagio 2

300 Rota-rod (Histamina): Estagio 3
250 300
— 250
g2 ¥ 200 *
é 150 * 3 150
& 100 § 100
50 50
0 0

SAL 0,54 1,36 2,72 4,07 SAL 0,54 1,36 2,72 4,07
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Figura 8b —Média e erro padrdo da média para 0s grupos controle e histamina no teste de Rota-

rod por estagio (* p< 0,05 em relagdo ao grupo controle).

Trave de Equilibrio (Fig. 9a e 9b): O teste de Levene para Homogeneidade de
Variancia assegurou a homogeneidade entre os animais dentro do grupo (p=0,52). A
ANOVA de duas vias indicou que houve uma diminuigéo significativa do tempo de
laténcia que o animal levou para atravessar a trave ao longo dos estagios, mas ndo houve
diferenca significativa entre o grupo controle (p<0,05) e as doses utilizadas (F445=1,26;
p=0,29).

30,00 -

Trave de Equilibrio - Histamina

25,00

20,00 - -[

OSAL
0o,54
15,00 + 31,36
m2,72
10,00 -+
W 4,07
5,00
0,00

ESTAGIO 1 ESTAGIO 2 ESTAGIO 3

Figura 9a: Média das trés tentativas para cada estagio (pool) e erro padrdo da média para 0s
grupos controle e histamina no teste de trave de equilibrio (#p<0,05 comparado a0 mesmo grupo

no estagio 1). N = 10 animais por grupo.
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Trave (Histamina): Estagio 1

30 -

25 |
N
15 |
10 |
5 |
0 T
SAL 0,54 1,36 2,72 4,07
Trave (Histamina): Estagio 2 . . .
30 - ave (Histamina): Estagio Trave (Histamina): Estagio 3
30 ~
25 4 25 |
20 - 20 A
15 - 15 -
i 10 -
wl T
5 | 5
0
0 ' ' SAL 054 136 2,72 4,07

SAL 0,54 1,36 2,72 4,07

Figura 9b —Média e erro padrdo da média para 0s grupos controle e histamina no teste de trave

de equilibrio por estagio (ndo houve diferenca entre as doses dentro de cada estagio).

LCE (Fig. 10): O teste de Levene para Homogeneidade de Variancia assegurou a
homogeneidade entre os animais dentro do grupo (p=0,34 para %EBA e p=0,06
para % TBA). A ANOVA de duas vias ndo mostrou nenhuma diferenca significativa entre

0 grupo controle e as doses utilizadas.
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EBA %EBA
15,00 80,00
10,00 60,00
40,00
5,00
20,00
0,00 0,00
SAL 054 1.36 2.72 4.07 SAL 054 136 272 4.07
0,
TBA %TBA
150,00 50,00
40,00
100,00 30,00
20,00
50,00
10,00
0,00 0,00
SAL 054 136 2.72 4.07 SAL 054 136 2.72 4.07

Figura 10 —Média de entrada nos bracos abertos (EBA), tempo nos bragcos abertos (TBA),
Porcentagem de entrada nos bragos abertos (%EBA) e porcentagem de tempo nos bracos abertos
(%TBA) no LCE para o grupo Histamina. Ndo houve diferenca entre os grupos. N = 10 animais
por grupo. Para os valores de entrada no braco fechado (EBF), tempo nos bracos fechados (TBF)

e tempo no centro (TC) consultar Anexo 1.

5.2. Experimento 11

Os resultados do experimento Il mostram o efeito da microinjecdo intravérmis
cerebelar do antagonista do receptor Hi (Clorfeniramina) sobre o desempenho motor e
aprendizagem de camundongos submetidos aos testes no rota-rod e na trave de equilibrio,

respectivamente.

Rota-rod (Fig. 11a e 11b): O teste de Levene para Homogeneidade de Variancia
assegurou a homogeneidade entre os animais dentro do grupo (p=0,69). A ANOVA de
duas vias indicou que houve diferenca entre as doses de CPA utilizadas entre os estagios
do teste (Fs35=3,86; p=0,017). A analise de post hoc mostrou uma diminuicdo
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significativa no tempo de laténcia no rota-rod para os animais que receberam as doses
0.016 nmol no segundo estagio (p=0,01) e para 0s animais que receberam a dose de 0.052
nmol no terceiro estagio (p=0,01). Estes resultados sugerem um prejuizo na aprendizagem
motora 4 horas e 24 horas apés a aquisicao da habilidade motora nas doses 0.016 nmol e
0.052 nmol respectivamente.

Rota-rod - Clorfeniramina

300
250 I
200 I *
* OSAL
150 T [d0.016
T m0.052
100 WO0.16
50
0
Estagio 1 Estdgio 2 Estdgio 3

Figura 11a — Média das trés tentativas para cada estagio (pool) e erro padrdo da média para 0s
grupos controle e CPA no teste de Rota-rod (* p< 0,05 em relagéo ao grupo controle). N = 9-10

animais por grupo.

Rota-rod (CPA): Estagio 1

300
250
200
150
100
50

m B

SAL 0.016 0.052 0.16
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300

200

100

Rota-rod (CPA): Estagio 2

300
T * 200
T
100
0
SAL  0.016 0052 0.16

Rota-rod (CPA): Estagio 3

SAL 0.016 0.052 0.16

Figura 11b —Média e erro padrdo da média para os grupos controle e CPA no teste de Rota-rod

por estagio (* p< 0,05 em relagdo ao grupo controle).

Trave de Equilibrio (Fig. 12a e 12b): O teste de Levene para Homogeneidade

de Variancia assegurou a homogeneidade entre os animais dentro do grupo (p=0,22). A

ANOVA de duas vias indicou que houve diferenca significativa entre as doses de CPA

utilizadas entre os estagios do teste (Fs3s5=4,01; p=0,02). A analise de post hoc mostrou

um aumento significativo no tempo que o animal levou para atravessar a trave na dose

mais alta (0.16 nmol) no segundo estagio (p=0,02) em relacdo ao grupo salina. Estes

resultados sugerem um prejuizo no desempenho motor e equilibrio dos animais testados

na trave de equilibrio que receberam a dose mais alta de CPA.

30

25

20

15

10

Estagio 1

Trave de Equilibrio - Clorfeniramina

*

O SAL
00.016

@0.052
mO0.16

Estagio 2

Estagio 3

Figura 12a — Média das trés tentativas para cada estagio (pool) e erro padrdo da média para os
grupos controle e CPA no teste de trave de equilibrio (* p< 0,05 em relagdo ao grupo controle).
N = 9-10 animais por grupo.
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Trave de Equilibrio (CPA): Estagio 1

30
25
20

15 T T
10
5
0
SAL 0.016 0.052 0.16
Trave de Equilibrio (CPA): Estagio 2 Trave de Equilibrio (CPA): Estagio 3
30 * 30
25 25
20 20
15 15
T T .
10 10 -
0 0
SAL 0.016 0.052 0.16 SAL 0.016 0.052 0.16

Figura 12b —Média e erro padrdo da média para os grupos controle e CPA no teste de trave de

equilibrio por estagio (* p< 0,05 em relacéo ao grupo controle).

LCE (Fig. 13): O teste de Levene para Homogeneidade de Variancia assegurou a
homogeneidade entre os animais dentro do grupo (p= 0,06 para %EBA e p=0,37
para %TBA). A ANOVA de duas vias ndo mostrou nenhuma diferenga significativa entre

0 grupo controle e as doses utilizadas.
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EBA %EBA
60,00
10 50,00
8 T 40,00 = =
.
6 * 30,00
4 20,00
2 10,00
0 0,00
SAL  0.016 0.052 0.16 SAL  0.016 0.052 0.16
TBA %TBA
120,00 40,00
100,00
T 30,00 T
80,00 T T
60,00 20,00
40,00
10,00
20,00
0,00 0,00
SAL  0.016 0.052 0.16 SAL 0.016 0.052 0.16

Figura 13 —Média de entrada nos bracos abertos (EBA), tempo nos bracos abertos (TBA),
Porcentagem de entrada nos bragos abertos (%EBA) e porcentagem de tempo nos bragos abertos
(%TBA) no LCE para o grupo CPA. Houve diferenca entre a dose 0.052 de EBA e o grupo
controle (* p< 0,05 em relagdo ao grupo controle). N = 9-10 animais por grupo. Para os valores
de entrada no brago fechado (EBF), tempo nos bracos fechados (TBF) e tempo no centro (TC)

consultar Anexo Il.

5.3. Experimento 111

Os resultados mostram o efeito do antagonista do receptor H> (Ranitidina)
microinjetada no vérmis cerebelar sobre o desempenho motor e aprendizagem em

camundongos submetidos aos testes no rota-rod e na trave de equilibrio, respectivamente.

Rota-rod (14a e 14b): O teste de Levene para Homogeneidade de Variancia
assegurou a homogeneidade entre os animais dentro do grupo (p=0,46). A ANOVA de

duas vias indicou que houve diferenca entre as doses de ranitidina utilizadas entre os
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estagios do teste (Fs336=3,48; p=0,02). A analise de post hoc mostrou uma diminuicéo
significativa do tempo de laténcia no rota-rod para 0s animais que receberam ranitidina
na dose 1.42 nmol no segundo estagio (p=0,01) e terceiro estagio (p=0,002) em relacao
aos animais que receberam salina. A analise mostrou uma diminuicdo significativa no
tempo de laténcia também no tempo dos animais que receberam ranitidina na dose 2.85
nmol no segundo estagio (p=0,02) e terceiro estagio (p=0,007) em relagdo ao grupo salina.
Estes resultados sugerem um prejuizo expressivo no desempenho motor no rota-rod dos

animais que receberam ranitidina nas doses 1.42 nmol e 2.85 nmol.

Rota-rod - Ranitidina

300,00
250,00 _|_
200,00 SAL
O
T
150,00 01.42
* K m2.85
100,00 m5.7
50,00 T
0,00
Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3

Figura 14a — Média das trés tentativas para cada estagio (pool) e erro padrdo da média para 0s

grupos controle e RA no rota-rod (* p< 0,05 em relagédo ao grupo controle). N = 10 animais por

grupo.

Rota-rod (RA): Estagio 1
300,00
250,00
200,00
150,00
100,00
50,00 ’—'L‘ 1 -

0,00

SAL 1.42 2.85 5.7
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Rota-rod (RA): Estagio 2 Rota-rod (RA): Estégio 3
300,00
250,00 300,00
200,00 250,00 T
150,00 T « N 200,00 " *
150,00
100,00 T 100,00 T
50,00 50,00
0,00 0,00
SAL 1.42 2.85 5.7 SAL 1.42 2.85 5.7

Figura 14b —Média e erro padrdo da média para os grupos controle e RA no teste de rota-rod por

estagio (* p< 0,05 em relagcdo ao grupo controle).

Trave de Equilibrio (Fig. 15a e 15b): O teste de Levene para Homogeneidade
de Variancia assegurou a homogeneidade entre os animais dentro do grupo (p=0,11). A
ANOVA de duas vias indicou que ndo houve diferenca significativa entre as doses de

Ranitidina utilizadas entre os estagios do teste (F336=2,41; p=0,08).

Trave de Equilibrio - Ranitidina

35,00
30,00
25,00
O SAL
20,00 |
01.42
15,00 @2.85
- .
10,00 W57
5,00
0,00
Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3

Figura 15a —Média das trés tentativas para cada estagio (pool) e erro padrdo da média para os
grupos controle e RA no teste de trave de equilibrio (ndo houve diferenca entre os grupos).N =
10 animais por grupo.
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Trave de Equilibrio (RA): Estagio 1

35,00
30,00
25,00
20,00 T
T
15,00
10,00
5,00
0,00
SAL 1.42 2.85 5.7
70,00 Trave de Equilibrio (RA): Estagio 2 70,00 Trave de Equilibrio (RA): Estagio 3
60,00 60,00
50,00 50,00
40,00 40,00
30,00 30,00
T
20,00 T 20,00
10,00 N 10,00 = l
0,00 0,00
SAL 1.42 2.85 5.7 SAL 1.42 2.85 5.7

Figura 15b —Média e erro padrdo da média para 0s grupos controle e RA no teste de trave de

equilibrio por estagio.

LCE (Fig. 16): O teste de Levene para Homogeneidade de Variancia assegurou a
homogeneidade entre os animais dentro do grupo (p= 0,35 para %EBA e p=0,08
para %TBA). A ANOVA de duas vias mostrou diferenca significativa entre o grupo
controle, TBA e %TBA na dose mais alta (Fz 44 P=0,004).

EBA
%EBA

8,00

60,00
6,00 .
4,00 40,00 -
200 20,00
0,00 0,00

SAL 142 285 5.7 SAL 142 285 5.7
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TBA %TBA
200,00
* 60,00 *
150,00 50,00
40,00
100,00 30,00
50,00 20,00
10,00
0,00 0,00
SAL 142 285 5.7 SAL 142 285 57

Figura 16 —Média de entrada nos bragos abertos (EBA), tempo nos bracos abertos (TBA),
Porcentagem de entrada nos bragos abertos (%EBA) e porcentagem de tempo nos bragos abertos
(%TBA) no LCE para o grupo RA (*p<0,05 em relag&o ao grupo controle). N = 10 animais por
grupo. Para os valores de entrada no braco fechado (EBF), tempo nos bragos fechados (TBF) e

tempo no centro (TC) consultar Anexo 1.

5.4. Experimento 1V

Os resultados mostram o efeito do antagonista do receptor Hsz (Tioperamida)
microinjetada no vérmis cerebelar sobre o desempenho motor e aprendizagem em

camundongos submetidos aos testes no rota-rod e na trave de equilibrio, respectivamente.

Rota-rod (17a e 17b): O teste de Levene para Homogeneidade de Variancia
assegurou a homogeneidade entre os animais dentro do grupo (p=0,21). A ANOVA de
duas vias indicou que houve diferenca entre as doses de tioperamida utilizadas entre os
estagios do teste (Fs47=3,51; p=0,02). A analise de post hoc mostrou uma diminuicéo
significativa do tempo de laténcia no rota-rod para 0s animais que receberam tioperamida
na dose mais alta (1,5 nmol) no terceiro estagio (p=0,003) em rela¢do aos animais que
receberam salina. Este resultados sugerem um prejuizo no desempenho motor no rota-rod

dos animais que receberam tioperamida na dose mais alta.
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Rota-rod - Tioperamida

250,00

200,00 [

150,00 [ O SAL
00.06

100,00 mo.3
m15

50,00 1
0,00

Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3

Figura 17a —Média das trés tentativas para cada estagio (pool) e erro padrdo da média para 0s

grupos controle e TIO no Rota-rod (* p< 0,05 em relag&o ao grupo controle). N = 10 animais por

grupo.

Rota-rod (TIO): Estagio 1

300,00
250,00
200,00
150,00
100,00
0,00
SAL 0.06 0.3 1.5
Rota-rod (TIO): Estagio 2 Rota-rod (TIO): Estégio 3
300,00 250,00
250,00 200,00 '|'
200,00 -|- 150,00
150,00
100,00 T %k
100,00 T
50,00 50,00
0,00 0,00
SAL 0.06 0.3 1.5 SAL 0.06 0.3 1.5

Figura 17b —Média e erro padrdo da média para os grupos controle e TIO no teste de rota-rod

por estagio.

Pagina35]| 87



Bruna Silva Marques - Influéncia do Sistema Histaminérgico Cerebelar na Aprendizagem
Motora e Memoria Emocional de Camundongos

Trave de Equilibrio (Fig. 18a e 18b): O teste de Levene para Homogeneidade
de Variancia assegurou a homogeneidade entre os animais dentro do grupo (p=0,26). A
ANOVA de duas vias indicou que houve diferenca entre as doses de tioperamida
utilizadas entre os estagios do teste (Fs31=3,62; p=0,03).A andlise de post hoc mostrou
um aumento significativa do tempo para atravessar a trave de equilibrio no segundo
estagio para 0s animais que receberam tioperamida na dose mais alta (1,5 nmol) no
(p=0,001) em relacdo aos animais que receberam salina. Este resultados sugerem um
prejuizo no desempenho de coordenacdo motora e equilibrio dos animais que receberam

tioperamida na dose mais alta.

Trave de Equilibrio - Tioperamida

60,00 *
50,00
40,00 OISAL
30,00 J0.06
@0.3
20,00
T W15
T
10,00 T
0,00
Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3

Figura 18a —Média das trés tentativas para cada estagio (pool) e erro padrdo da média para 0s
grupos controle e TIO na trave de equilibrio (* p< 0,01 em rela¢do ao grupo controle). N = 10

animais por grupo.

Trave de Equilibrio (TIO): Estagio 1
25,00
20,00 -l—
15,00 T
10,00
5,00
0,00

SAL 0.06 0.3 1.5
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Trave de Equilibrio (TIO): Estagio 2 Trave de Equilibrio (TIO): Estégio 3
70,00 70,00
60,00 * 60,00
50,00 50,00
40,00 40,00
30,00 30,00
20,00 20,00

.

oo o Nl

0,00 0,00
SAL 0.06 0.3 1.5 SAL 0.06 0.3 1.5

Figura 18b — Média e erro padrdo da média para os grupos controle e TIO no teste de trave de

equilibrio por estagio.

LCE (Fig. 19): O teste de Levene para Homogeneidade de Variancia assegurou a
homogeneidade entre os animais dentro do grupo (p= 0,14 para %EBA e p=0,23
para %TBA). A ANOVA de duas vias ndo mostrou nenhuma diferenca significativa entre

0 grupo controle e as doses utilizadas

EBA %EBA
8 60,00
6 40,00
4
5 20,00
0 0,00
SAL 006 03 15 SAL 006 03 15
TBA
o
150,00 %TBA
40,00
100,00 . 30,00 -
T T
50,00 20,00
10,00
0,00 0,00
SAL 006 03 15 SAL 006 03 15
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Figura 19 — Média de entrada nos bragos abertos (EBA), tempo nos bragos abertos (TBA),
Porcentagem de entrada nos bragos abertos (%EBA) e porcentagem de tempo nos bragos abertos
(%TBA) no LCE para o grupo TIO. Néo houve diferenca entre os grupos. N = 10 animais por
grupo. Para os valores de entrada no braco fechado (EBF), tempo nos bracos fechados (TBF) e

tempo no centro (TC) consultar Anexo II.

Pagina38| 87



Bruna Silva Marques - Influéncia do Sistema Histaminérgico Cerebelar na Aprendizagem
Motora e Memoria Emocional de Camundongos

5.5. Correlagdo entre desempenho motor e sistema emocional
5.5.1. Histamina

A 300,0000-|

R3

100,000

2uu.uuw/

R3

T
10,0000

T
15,0000

208000
%TBA

T T T
250000 30,0000 35,0000

D

300,0000-
250,0000-

200,0000

50,0000

00,0000

R2 Linear =0,138

2 Linear = D‘BR 4000000

300,0000- =]

00,0000

100,0000-|

400,000

300,000

200,000

100,000+

R2 Linear = 9372E-4

T
5,0000

T T T T T
10,0000 150000 20,0000 25,000030,0000

%TBA

R? Linear = 0,194

T T T T
20,0000 300000 400000 50,0000

%TBA

R Linear = 0,021

@
2 o 4
50,0000 )
T
T T T 10,0000
1,0000 10,0000 100,000
%TBA
E 300 0000-|
o ° ® o
8
o
= o
200 0000-]
o
id
100 0000+ °
T T T T T T
10,0000 15,0000 200000 250000 300000 350000
%TBA

Figura 20 — Resultados expressos em histograma para a correlagdo entre o desempenho motor de

camundongos, que receberam histamina, submetidos ao rota-rod, e 0s dados comportamentais
de %EBA e %TBA do LCE (coeficiente de Pearson). A=SAL; B=0.54 nmol; C=1.36 nmol;

D=2.72 nmol; E=4.07 nmol. N&o houve correlagéo entre os grupos. N = 10 animais por grupo.

Para os valores descritos, consultar a tabela 7 do anexo Il11.
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5.5.2. Clorfeniramina

A k2 Linear = 0,052

3000000 o

200,0000

R3

00,0000

T T T
300000 400000 500000

T T
10,0000 20,0000
‘ %TBA

R2 Linear = 0,004
300,0000-
250,0000- ®

200 0000 ®
150, ‘Dum_\_——\—\—u—v——__

00,0000
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T T T
1,0000 10,0000 00,0000
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B 400,0000-{ 2 Linear = 0,011
300,0000-{ S
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100,0000-{ o
o
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o
T T T T T
15,0000 20,0000 25,0000 30,0000 35,0000
%TBA
2 Linear = 0,001
300,0000 o0
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T
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Figura 21 — Resultados expressos em histograma para a correlacéo entre o desempenho motor de

camundongos, que receberam CPA, submetidos ao rota-rod, e os dados comportamentais
de %EBA e %TBA do LCE (coeficiente de Pearson). A=SAL; B=0.016nmol; C=0.052nmol;

D=0.16nmol. Néao houve correlacéo entre os grupos. N = 9-10 animais por grupo. Para os valores

descritos, consultar a tabela 8 do anexo Il11.
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5.5.3. Ranitidina

R
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F? Linear = 0,012
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Figura 22 — Resultados expressos em histograma para a correlagdo entre o desempenho motor de
camundongos, que receberam RA, submetidos ao rota-rod, e os dados comportamentais de EBA
e TBA do LCE (coeficiente de Pearson). A=SAL; B=1.42 nmol; C=2.85 nmol; D=5.7 nmol. Ndo
houve correlacgdo entre os grupos. N =9-10 animais por grupo. Para os valores descritos, consultar

a tabela 9 do anexo 111.
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5.6. Resumo dos Resultados

Tabela 5 — Resumo dos Resultados Motores

ESTAGIO HA CPA RA TIO

R1 1(4.07) @ @ @

R2 1(1.36) | 1(1.42) | (2.85) 2
(0.016)

R3 1(1.36) ! 1(1.42) | (2.85) 1(1.5)
(0.052)

T1 @ @ @ @

T2 @ 1(0.16) @ 1(1.5)

T3 @ @ @ @

Legenda: R1, R2 e R3 sdo os resultados (pool) dos trés estagios do rota-rod; T1, T2 e T3
sd0 os resultados (pool) dos trés estagios da trave de equilibrio; 1: Facilitacdo; |: Prejuizo;

@: sem alteracéo.

Tabela 6 — Resumo dos Resultados Nao-Motores

ESTAGIO HA CPA RA TIO
EBA @ 1 (0.052) @ @
%EBA @ @ @ 1}
TBA @ @ 1 (5.7) @
%TBA @ @ 1 (5.7) 1)}

Legenda: 1: ansiolitico; |: ansiogénico; @: sem alteracdo.
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5.7. Acertos no sitio de injecdo da canula, confirmados pela histologia

Bregma -6.36 mm
A

Interaural -2.32 mm.

Bregma -6.12 mm
. L
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5.8. Perda Amostral

N&o houve perda amostral em relagéo ao sitio de implantacdo da canula, uma vez
que o vérmis cerebelar é uma estrutura relativamente grande e de facil localizacdo.
Dos animais utilizados neste estudo, somente um ndo sobreviveu & anestesia, em um
periodo de temperaturas muito baixas. Nao houve perdas adicionais por obstrugédo de
canula ou falta de habilidade do experimentador, uma vez que este procedimento é
feito no laboratorio com bastante frequéncia.

O periodo compreendido entre os testes no projeto piloto (para testar os aparatos
comportamentais e o protocolo) no entanto, mostrou perda de aproximadamente 15%
da amostra. No protocolo original, o teste do Labirinto em cruz Elevado era realizado
em dois momentos: uma vez apds as exposi¢des ao protocolo motor e uma segunda
exposi¢do 24 horas depois, para medir a memoria. No entanto, ao somar o periodo
entre o dia da cirurgia, os cinco dias de repouso, o longo protocolo de trés estagios e
outro dia para retestar o LCE resultou na perda do capacete de acrilico de parte dos
animais, expondo a amostra a sofrimento desnecessario. Portanto, optamos pelo bom
senso e salde dos camundongos, diminuindo o tempo de testes e manipulacéo.
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6. Discussao

6.1. O sistema histaminérgico neuronal pode mediar o aprendizado e controle
motor em camundongos através do vérmis cerebelar

Embora haja um consenso que o sistema histaminérgico neuronal participa de
multiplas fungdes cerebrais superiores, como regulacdo do sono, vigilia, ritmos
circadianos e alimentares, imunidade, aprendizado e memdria (Haas et al., 2008; Chazot,
2013; Kim et al., 2015; Eban-Rothchild et al., 2017), o papel da histamina no controle
motor tem recebido crescente aten¢do somente nos ultimos anos (Anichtchik et al., 2000;
Lian et al., 2015). No presente estudo, verificou-se que as microinjecédo intra-cerebelar
de histamina causou um efeito dose-dependente na aprendizagem motora atraves do
aumento da laténcia no teste rota-rod (Fig. 8a e 8b).

As fibras aferentes histaminérgicas cerebelares se originam do ndcleo
tuberomamilar no hipotdlamo e se projetam para todo o cérebro, incluindo o cértex
cerebelar e ndcleos cerebelares. Estas fibras modulam paralelamente as células de
Purkinje, as células granulares e os nucleos neuronais por meio dos receptores H: e/ou H»
e influenciam sequencialmente as eferéncias do cerebelo (Li et al., 1999; Tian et al.,
2000). Com base nessas propriedades estruturais, as fibras histaminérgicas aferentes no
cortex cerebelar sdo consideradas como fibras de mdaltiplas camadas. De acordo com Li
et al. (2014) a maioria das terminagdes das fibras histaminérgicas ndo produz
especializacBes sinapticas tipicas, e sim formam varicosidades. O padrdo de contato
varicoso em vez de sinaptico, juntamente com a inervacdo dispersiva de aferentes
histaminérgicos hipotalamicos no cortex e nucleos cerebelares, indicam um papel

extensivamente modulador da histamina no circuito cerebelar (Li et al., 2014).

Ademais, Bostan et al. (2010) mostraram que o nucleo subtalamico dos ganglios
da base tem uma projecao di-sindptica substancial no cortex cerebelar. Essa via fornece
um meio para o0s sinais normais e anormais dos ganglios da base influenciarem a funcéo
cerebelar em ambas as dire¢des. O mesmo grupo mostrou anteriormente que o nucleo
denteado do cerebelo tem uma projecdo di-sinaptica para o estriado, em um estagio de
entrada de processamento dos ganglios da base (Hoshi et al., 2005). Juntos, esses

resultados fornecem o substrato anatdmico para uma comunicagdo bidirecional
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substancial entre os ganglios da base e o cerebelo. Assim, as duas estruturas subcorticais

podem estar ligadas entre si para formar uma rede funcional integrada.

Esses achados indicam que as entradas aferentes histaminérgicas dos nucleos
cerebelares podem estar envolvidas na funcdo cerebelar do controle motor. Para testar
esta hipotese, neste estudo, agentes histaminérgicos foram microinjetados no vermis
cerebelar de camundongos machos adultos experimentalmente ingénuos, e foram
observados seus efeitos no aprendizado motor e na coordenagdo dos animais que foram

submetidos ao rota-rod e na trave de equilibrio.

Neste trabalho, a microinjecéo intravérmis cerebelar de histamina provocou uma
diminuicdo notavel no tempo em que 0s animais permaneceram no rota-rod na dose 1,36
nmol no segundo e terceiro estagio, seguido de um aumento significativo no tempo de
laténcia na dose 4,07 nmol no primeiro estagio, configurando um efeito histaminérgico
dose-dependente em nossas condi¢cdes experimentais. Estes resultados mostram um
prejuizo na consolidacdo da aprendizagem motora na dose 1,36 nmol e facilitacdo na
aquisicdo da habilidade motora na dose mais alta. Estes efeitos ndo parecem estar
associados diretamente a funcao de equilibrio, uma vez que os animais de todos 0s grupos
diminuiram acentuadamente o tempo de duracdo atraves dos estagios para atravessar a

trave de equilibrio até a caixa de descanso, sem diferenca significativa entre os grupos.

Curiosamente, percebemos também o prejuizo no desempenho motor, no segundo
e no terceiro estagio, em animais que receberam microinjecdes dos antagonistas
histaminérgicos de receptores Hi (CPA) e de H2 (RA). Isso pode ser explicado por um
possivel aumento compensatério da liberacdo de histamina enddgena, uma vez que a
microinjecdo foi administrada somente 5 minutos antes do primeiro estagio do teste. A
interacdo pode, entdo, ter atuado na janela de consolidacdo motora, dificultando a
manutencdo da habilidade, e assim prejudicando o desempenho motor no segundo e

terceiro estagio.
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6.2. A histamina facilita o desempenho motor de camundongos através de
receptores Hi e Hz no vérmis cerebelar

A administracdo do antagonista seletivo do receptor histaminérgico Hi
clorfeniramina diminuiu o tempo de permanéncia dos animais no rod-rod nas doses 0,016
nmol e 0,052 nmol, significando um prejuizo no desempenho motor nas condicdes
experimentais neste estudo. O antagonista seletivo do receptor histaminérgico H:
ranitidina também mostrou uma diminuicdo do tempo de permanéncia dos animais no

rota-rod nas doses 1,42 nmol e 2,85 nmol.

Esses resultados corroboram com diferentes modelos de memoria e aprendizagem
utilizados anteriormente em nosso laboratdrio, apontando um papel regulador do sistema
histaminérgico cerebelar através da ativacdo dos receptores de histamina no vérmis
cerebelar. O primeiro trabalho do nosso grupo com o sistema histaminérgico cerebelar
em peixes (Gar¢do et al., 2009) mostrou que 0s animais que apresentaram ablacdo
cerebelar apresentaram maior laténcia no teste de esquiva inibitdria, quando comparados
ao grupo controle. Além disso, o grupo com ablacdo cerebelar tratada com CPA manteve
0 prejuizo quando comparado a outros grupos, mesmo apos 8 sessdes de treinamento da
atividade. A hipotese sugerida na época era de que o sistema histaminérgico age

modulando os comportamentos de exploracdo versus protecéao.

Nosso grupo mostrou também que animais tratados com histamina teve prejuizo
na consolidacdo da memdria emocional, enquanto o tratamento com CPA néo alterou os
parametros comportamentais mas foi capaz de reverter o efeito de prejuizo da histamina
(Gianlorenco et al., 2012). A inativacao dos receptores Hi (promovidos pela CPA) e dos
receptores H4 (promovidos pelo VUF-8430), no estudo de Guilherme et al. (2018)
evidenciou uma facilitacdo nos comportamentos locomotores e exploratorios em
camundongos avaliados no campo aberto (Guilherme et al., 2018), sem diferenca
significativa nos grupos HA, RA e TIO. Juntos, estes resultados apontam para um
componente modulador histaminérgico na atividade locomotora e memaoria emocional em
diferentes aparatos, porém mais estudos de comparacdo entre os modelos de

aprendizagem e memoria precisam ser realizados para uma avaliagdo mais precisa.
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6.3. A manipulacdo do sistema histaminérgico pode influenciar o sistema
dopaminérgico

Com os progressos da neurociéncia, tendéncias motivacionais basicas opostas,

como aproximacao e evitagdo ou comportamento de exploracao versus protecao, tém sido

relacionadas a interagdo de mdltiplos circuitos neurais localizados em extensas areas

cerebrais, desde o tronco cerebral inferior ao cortex cerebral anterior (Panksepp, 2011).

Uma estrutura complexa chamada Sistema de Procura (do inglés Seeking System) poderia

explicar a necessidade de um sistema de controle e feedback de comportamentos

motivados pelo forrageamento (busca e exploragcdo de recursos), necessidade e desejo,

essenciais para a sobrevivéncia.

Nos mamiferos, a disposicdo da procura é promovida pela transmissdo da
dopamina (DA) dentro das areas neurais subcorticais associativas intermediarias que
conectam o processamento sensorial € motor. A maioria dessas areas faz parte do “lobo
olfativo-limbico”, onde o valor afetivo dos estimulos externos ¢ traduzido em padroes
comportamentais intencionais (Mogenson et al., 1980). Alcaro e Panksepp (2011)
mostram que o sistema mesolimbico dopaminérgico (ML-DA) de mamiferos conecta os
nucleos mesencefalicos e prosencefalicos envolvidos na expressdo basica do desejo
ancestral de procura com areas do cortex cerebral anterior, mais evoluidas, em termo de
desenvolvimento, nas quais unidades geradas internamente sao elaboradas de acordo com
a percepcdo, informacdo cognitiva e visceral. A demonstracdo de uma via que liga o
estagio de saida do processamento cerebelar ao estagio de entrada do processamento dos
ganglios da base foi demonstrada por Hoshi et al. (2005). Isso levanta a possibilidade de
que cerebelo pode ajustar adaptativamente a atividade dos ganglios da base com base em
algum modelo interno de corregdes de erros, de maneira semelhante aos mecanismos

cerebelares, para ajustar o movimento voluntario.

Zhuang et al. (2018) mostraram, usando técnicas de rastreamento anterdgrado,
imunocoloracéo, patch clampe qPCR de célula Gnica, uma projecdo histaminérgica direta
do nudcleo tuberomamilar hipotalamico ao estriado em ratos. Os autores demonstraram
ainda que a histamina exerce um forte efeito excitatério pos-sindptico nos receptores
dopaminérgicos D1 e D», expressos pelos neurbnios GABAEérgicos de projecdes

espinhosas médias (MSNSs).
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Os receptores histaminérgicos Hi e H: estdo co-localizados nos MSNs que
expressam os receptores dopaminérgicos D; e D> e co-mediam a excitacdo induzida pela
histamina nos dois tipos de neurdnios (Surmeier et al., 2007), sugerindo que as entradas
aferentes histaminérgicas no estriado pode modular os MSNs que expressam 0S
receptores dopaminérgicos D1 e D2 pela ativacdo dos receptores pos-sinapticos
histaminérgicos H1 e Hz e, portanto, serve como um modulador extrastriatal, importante
para influenciar as vias diretas e indiretas e regular ativamente as funcdes dos ganglios
da base (Zhuang et al., 2018).

Além disso, Abdurakhmanova et al. (2019) caracterizaram o comportamento
exploratério e a neurotransmissao estriatal em camundongos sem a enzima produtora de
histamina, a histidina descarboxilase (Hdc). Os camundongos mutantes mostraram um
padrdo comportamental distinto durante a exploracdo de um novo ambiente,
especificamente, maior frequéncia na auto-limpeza proximo as paredes, saltos e agitacéo
anormal da cabega e corpo. Esse fen6tipo comportamental foi associado a diminuicéo dos
niveis de dopamina e serotonina no estriado e ao aumento do nivel de metabolito

dopaminérgico DOPAC.

Neste estudo, demonstramos que a histamina facilita o aprendizado e a
coordenagdo motora de camundongos por meio da ativagdo dos receptores Hi e Hz da
histamina no vérmis cerebelar e ndo se pode descartar que outros neurotransmissores

participem desse processo, como dopamina e serotonina.

6.4. O bloqueio do autoreceptor Hs pela tioperamida pode modular processos
motores e cognitivos via receptores Hi e Hz ou via excitacdo de outros
neurotransmissores

Neste estudo, a administracdo do antagonista seletivo do autoreceptor e
heteroreceptor Hs, tioperamida, mostrou uma diminui¢do substancial do tempo de
permanéncia dos camundongos testados no rota-rod na dose mais alta no Gltimo estagio
do teste (Fig.17a e 17b).
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O antagonista Hs é um receptor acoplado a proteina G, e capaz de sinalizar sozinho,
isto é, sem ativacdo por um agonista, e, portanto, exibe atividade constitutiva. A ativacao
do receptor Hz inibe a sintese de histamina através das vias da adenilato ciclase/proteina
quinase A e da proteina quinase tipo Il (CaMKII) dependente de célcio/calmodulina.
Além disso, ele pode ativar a liberacdo mediada pela fosfolipase A2 (PLA2) da atividade
do &cido araquidénico (AA) e da fosfoinositol-3-quinase, resultando na ativacdo do eixo
Akt / glicogénio sintase quinase (GSK) -3B (Leurs et al., 2005). Desta forma, esperava-
se que um composto que bloqueia os canais de inibicdo de histamina, apresentasse um
resultado de facilitacdo na liberacdo histaminérgica, e, consequentemente, mostrasse uma
melhora do desempenho motor dos camundongos testados no rota-rod, como mostrado

nos resultados do grupo histamina (Fig. 8a e 8b)

Uma explicacdo para este resultado esta na propria conformacédo do receptor Hs. A
heterogeneidade do receptor Hs foi revelada em um estudo de microdidlise, onde a
administracdo local de antagonista do receptor Hz no TMN causou a liberagao variavel
de histamina em diferentes areas do cérebro: enquanto a concentragdo aumentou na TMN,
no nucleo basal da magnocelular (NBM) e no cortex pré-frontal (PFC), permaneceu
inalterada no estriado e nucleo accumbens (NAc) (Giannoni et al., 2010). Houve, entéo,
regulacdo diferencial na liberagdo de neurotransmissores de uma maneira especifica de
acordo com a regido no cérebro, e o efeito do bloqueio do receptor Hz no vérmis cerebelar

ainda foi pouco discutido na literatura.

Além de atuar como um autoreceptor pré-sindptico para modular negativamente a
sintese e liberacdo de histamina, o receptor Hs também pode exercer o papel de um
heterorreceptor pré-sinéptico para inibir a liberacdo de varios outros neurotransmissores
(Leurs et al., 2000), como noradrenalina, acetilcolina, glutamato e GABA. A expressao e
distribuicdo dos receptores Hz no cerebelo foram observadas em roedores, porcos e seres
humanos, em distribui¢des diferentes. Em ratos, usando um riboprobe marcado com 33P
para hibridizag&o in situ, uma forte expressdo de mMRNA do receptor Has, foi encontrada
na maioria das células de Purkinje, bem como nos nucleos cerebelares, incluindo os
nucleos fastigiais cerebelares (FN) e nucleos cerebelares profundos (IN) (Pillot et al.,

2002). Mas havia uma ligacdo detectavel escassa ou muito baixa dos receptores Hz nas
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celulas de Purkinje, indicada por R-[3H]a-metil-histamina ou [125l]iodoproxifano para
autoradiografia (Pillot et al., 2002;), sugerindo que 0s receptores Hs sdo expressos em

projecdes eferentes, em vez dasomata ou nos dendritos das células de Purkinje em ratos.

Paralelamente, uma alta expressdo de mRNA do receptores foram observados em
porquinhos da india (Tardivel-Lacombe et al., 2000), enquanto a andlise imuno-
histoquimica usando anticorpos anti-Hs melhorados por afinidade (349-358) demonstrou
que baixos niveis de receptores Hz foram detectados na camada granular do cerebelo de
camundongo (Chazot et al., 2001), o que pode ter contribuido para os resultados
encontrados no modelo animal testado neste trabalho.

O bloqueio do autoreceptor Hz pela tioperamida evoca o aumento da liberacdo de
histamina neuronal, e esta liberacdo pode modular processos motores e cognitivos via
receptores Hi e Hz ou via interneurdnios colinérgicos e GABAérgicos diretamente através
da excitagdo dos neurbnios neocorticais piramidais ou indiretamente via excitacdo de
neurdnios colinérgicos ou dopaminérgicos ascendentes (Bacciottini et al., 2001; Haas e
Panula, 2003; Haas et al., 2008).

Como discutido na sessdo anterior, a histamina pode modular indiretamente a
liberagdo e regulagdo de dopamina em neur6nios espinhosos medios. Varaschin et al.
(2018) mostraram que a ativacao dos receptores de histamina Hs pela a-metil-histamina
reduziu o excesso de dopamina evocada eletricamente no estriado ventral de
camundongos. Além disso, a-metil-histamina ndo alterou a meia-vida da dopamina
excedente ou a taxa de pulso emparelhado. Isso indica que a liberacdo reduzida de
dopamina ndo aconteceu devido a uma inibicdo heterossinaptica direta dos terminais
dopaminérgicos dos axbnios, mas sim pela inibicdo do disparo de interneurdnios
colinérgicos estriados, levando a facilitacdo nicotinica reduzida da liberacdo de
dopamina. Ha também um grande corpo de evidéncias de estudos in vitro e in vivo em
camundongos Hdc e Hrh3 KO que mostram que a liberagdo de histamina regula a
atividade estriatal (Ferrada et al., 2008; Kononoff et al., 2016; Rapanelli, 2017).

Os resultados da trave de equilibrio para o grupo TIO sugerem um prejuizo no

desempenho de coordenacdo motora e equilibrio dos animais que receberam tioperamida
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na dose mais alta. O estudo de Saara et al. (2011) corrobora com estes dados. Os autores
examinaram o papel de dois diferentes receptores Hs (ciproxifan e JNJ-10181457) nos
efeitos do etanol em um teste de Preferéncia por Local Condicionado (CPP), estimulacéo
da atividade locomotora e avaliacdo motora através do rota-rod e trave de equilibrio em
camundongos DBA/2J. Os resultados encontrados apontaram para um aumento dos
efeitos prejudiciais do etanol na trave de equilibrio, provocando um efeito de inibicéo de

recompensa pela substancia.

6.5. Efeito de antagonistas histaminérgicos na ansiedade em camundongos

N&o houve correlacdo entre os dados motores e ndo-motores em nenhum grupo
nas condicBes experimentais realizadas neste trabalho, porém os grupos CPA
(Experimento I1) e RA (Experimento I11) mostraram diferenca significativa, em relacdo

ao grupo controle, em nimero absoluto de EBA e %TBA, respectivamente.

O teste de Labirinto em Cruz Elevado é amplamente usado para medir o
comportamento semelhante a ansiedade, em roedores. Pode ser usado para obter
informacdes sobre condi¢cdes como o Transtorno de Estresse Pos-Traumatico (TEPT) e
outras condi¢des marcadas pelo comportamento ansioso. Também pode ser usado como
um componente na triagem de novos compostos de propriedades ansioliticas (Kraeuter,
Guest e Sarnyai, 2018). Este modelo é baseado nas tendéncias naturais dos roedores em
evitar locais abertos e/ou elevados, contrabalanceados com a curiosidade inata de explorar
areas que sdao novas para eles. Em teoria, um camundongo menos ansioso Vvisitara 0s
bragos abertos e mais expostos do labirinto com mais frequéncia, enquanto um animal

ansioso tendera a passar mais tempo nos bracos fechados (File, 1987).

O grupo que recebeu o antagonista de H1 CPA mostrou uma diminuigdo de
entradas no EBA na dose 0,052 nmol em relacdo ao grupo controle no teste de LCE,
porém a mesma dose também mostrou o efeito de diminuicdo de entradas no EBF. Este
resultado ndo € capaz de sugerir um efeito ansiogénico, uma vez que ndo houve evitagdo
dos bragos abertos e sim uma diminuicdo de exploracdo, confirmada pelos valores

de %EBA que ndo mostraram diferenca significativa entre os grupos.
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O grupo que recebeu o antagonista do receptor H> RA mostrou um aumento tanto
em namero absoluto do TBA quando em % TBA em relacdo ao grupo controle no teste
de LCE, o que sugere um efeito ansiolitico nesta dose, uma vez que o animal esteve mais
tempo nos bracos abertos ao invés de evita-lo. Este resultado corrobora com outro estudo
em nosso laboratdrio, em um aparato diverso. Usando o Labirinto em T-Elevado (LTE),
Silva-Marques et al. (2016) notaram um aumento da esquiva inibitéria de animais que

receberam agonista histaminérgico na dose mais alta.
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7. Conclusao

Em concluséo, os resultados mostraram uma facilitacdo da histamina na dose mais
alta na avaliacdo do aprendizado e desempenho motor no rota-rod. Além disso, 0s
resultados mostraram um comprometimento quando testados na dose de 0,052 nmol de
CPA nas doses mais baixas de ranitidina e mais alta de tioperamida. 1sso sugere que as
projecdes histaminérgicas cerebelares estdo envolvidas no aprendizado motor e
desempenham um papel regulador no circuito cerebelar para garantir que 0s movimentos

sejam realizados com eficiéncia.

Diante desses dados e estudos, hipotetizamos que as projecdes histaminérgicas
hipotalamocerebelares, associadas a outros neurorreceptores como a dopamina, podem
reduzir comportamentos anormais e melhorar a coordenacdo e o aprendizado motor,
desempenhando um papel facilitador no circuito cerebelar para garantir que os
movimentos sejam executados com precisdo. Sugerimos, portanto, mais estudos que
possam apresentar uma interligagdo entre o sistema histaminérgico e dopaminérgico na

relacdo entre os comprometimentos motores e emocionais.
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Anexos

8.1.Anexo | — Certificado de aprovacéo no CEUA/UFSCar

Pro Reitoria comisséo de Etica no Uso de Animais )
s Universidade Federal de S&o Carlos ﬂ
8 Pesquisa I.I-FR'I AL

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado "INFLUENCIA DO SISTEMA HISTAMINERGICO CEREBELAR NO DESEMPENHO MOTOR DE
CAMUNDONGOS", protocolado sob o CEUA n° 4949260515, sob a responsabilidade de Anna Carolyna Lepesteur Gianlorengo -
que envolve a produgéo, manutengéo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, com o
Decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sdo Carlos (CEUA/UFSCAR) em
reuniéo de 18/06/2015.

We certify that the proposal "INFLUENCE OF CEREBELLAR HISTAMINERGIC SYSTEM ON MOTOR PERFORMANCE OF
MICE", utilizing 200 Heterogenics mice (200 males), protocol number CEUA 4949260515, under the responsibility of
Anna Carolyna Lepesteur Gianlorenco - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes (or teaching) - it's in
accordance with Law 11.794, of October 8 2008, Decree 6899, of July 15, 2009, with the rules issued by the National Council
for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of Sdo Carlos (CEUA/UFSCAR) in the meeting of 06/18/2015.

Vigéncia da Proposta: de 05/2015 a 12/2017 Laboratério: Fisioterapia

Procedéncia: Biotério Central
Espécie: Camundongos heterogénicos Género: Machos idade: 21 a 35 dias N: 200

Linhagem:  SUICO ALBINO Peso: 25a40g

Nota: RESUMO Evidéncias experimentais indicam que o cerebelo esta envolvido em funcdes motoras e ndo motoras. Visto que nossos recentes
resultados demonstraram a participacdo do sistema cerebelar histaminérgico na consolidacgdo da meméria emocional, este estudo tem como
principal objetivo investigar a atuacéo do sistema neural histaminérgico no desempenho motor e aprendizagem motora de camundongos via vérmis
cerebelar e estabelecer uma possivel interacdo desse sistema no processamento de funcdes motoras e ndo motoras. Serdo realizados
experimentos que investigardo os efeitos dose-dependentes de histamina, microinjetada no vérmis cerebelar; os efeitos da microinjecdo de
antagonista do receptor H1 (Clorfeniramina); e os efeitos da microinjecdo de antagonista do receptor H2 (Ranitidina) sobre a ansiedade, o
desempenho motor e a aprendizagem motora de camundongos. Para isso serdo utilizados os modelos de campo aberto, labirinto em cruz elevado,
Rota-rod e trave de equilibrio. A andlise estatistica incluira o teste de homogeneidade e analise de variancia (ANOVA), seguido por teste post-hoc
adequados ao desenho experimental.

Sé&o Carlos, 18 de junho de 2015

Aa«bz AA.MQV(:F: Ao (Jc\,j cle %’%JP\

Profa. Dra. Azair Liane Matos do Canto de Souza
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de S&o Carlos

4949260515
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8.2.Anexo Il — Dados Complementares (LCE)
Experimento | — Grupo Histamina. Resultados do LCE: Entrada nos bracos fechados (EBF),
Tempo nos bragos fechados (TBF) e Tempo no Centro (TC)

EBF TBF
20,00 . 200,00
15,00 150,00
10,00 100,00
5,00 50,00
0,00 0,00
SAL 0.54 1.36 2.72 4.07 SAL 0.54 136 2.72 4.07
TC
100,00
E 3
50,00
0,00

SAL 0.54 136 2.72 4.07

Experimento Il — Grupo CPA. Resultados do LCE: Entrada nos bracos fechados (EBF), Tempo nos
bracos fechados (TBF) e Tempo no Centro (TC)

EBF TBF
15 200,00
.
150,00
0 | «
100,00
5
50,00
0 0,00
SAL 0016 0052 0.16 SAL 0.016 0.052 0.16
TC
100,00
50,00
0,00

SAL 0.016 0.052 0.16
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Experimento lll - Grupo RA. Resultados do LCE: Entrada nos bragos fechados (EBF), Tempo nos
bragos fechados (TBF) e Tempo no Centro (TC)

EBF TBF
15,00 250,00
200,00
10,00 150,00 T
5,00 100,00
50,00
0,00 0,00
SAL 142 2.85 5.7 SAL 142 285 5.7
TC
150,00
100,00
k
50,00
0,00

SAL 142 285 57

Experimento IV — Grupo TIO. Resultados do LCE: Entrada nos bragos fechados (EBF), Tempo nos
bracgos fechados (TBF) e Tempo no Centro (TC)

EBF TBF
- 200,00
150,00
10
100,00
5 50,00
0 0,00
SAL 006 0.3 1.5 SAL 0.06 0.3 1.5
TC
100,00
50,00
0,00

SAL 0.06 0.3 1.5
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8.3.Anexo Il — Dados Complementares: correlagdes entre desempenho motor e

ansiedade

Histamina

Tabela 7 - Correlagdo entre os estdgios de treino motor (R1, R2 e R3) e avalia¢do de
ansiedade (EBA e TBA) pelo coeficiente de Pearson (Grupo Histamina)

DOSES FRACA MODERADA FORTE MUITO FORTE
SALINA R1xR3 (,092) R1xR2 (0,635) | R2XR3 (0,728)
RIXEBA (-,454) | R3xEBA (0,584)
RIXTBA (,084)
R2XEBA(,296)
R2XTBA (,245)
R3xTBA (,201)
0.54 R1xR3 (,456) R1xR2 (,738)
RIXEBA (-,132) R2xR3 (,824)
RIXTBA (-,124)
R2XEBA(-,393)
R2xTBA (-,397)
R3XEBA (-,063)
R3xTBA (-,081)
1.36 RIXTBA (-,461) | R1xR3 (,655) R1xR2 (,823)
R3XEBA (-,458) | R2xTBA (-,581) | R1xEBA (-,744)
R3xTBA (-,267) R2xR3 (,700)
R2xEBA (-,719)
2.72 RIXEBA (,190) | R1xR3 (,618) R1xR2 (,798)
RIXTBA (,470) | R3xTBA(,504) | R2xTBA (,783)
R2xR3 (,415)
R2XEBA (,323)
R3xEBA (,071)
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4.07 RIXEBA (,277) | R1xR2 (,609) R2xR3 (,829)
RIXTBA (,325) | R1xR3 (,695)
R2XEBA (,200)
R2xTBA (,207)
R3xXEBA (,295)

R3xTBA (,231)

Clorfeniramina

Tabela 8 — Correlagdo entre os estdgios de treino motor (R1, R2 e R3) e avalia¢do de
ansiedade (EBA e TBA) pelo coeficiente de Pearson (Grupo CPA)

DOSES FRACA MODERADA FORTE MUITO FORTE

SALINA | R1xR2 (-,034) R2xR3 (,777)
R1xR3 (,442)
RIXEBA (-,244)
R1XTBA (-,455)
R2xEBA (,021)
R2xXTBA (,268)
R3xEBA (-,091)

R3xTBA (,136)

0.016 | R1xR3 (,473) R1xR2 (,648)
RIXEBA (,198) | R2xR3 (,601)
RIXTBA (,024) | R2xEBA (,639)
R2xTBA (-,348)
R3xEBA (-,074)

R2xTBA (,047)

0.052 | R1xR3 (,200) R1xR2 (,725)
R1XEBA (,050)
R1XTBA (-,061)

R2xR3 (,388)
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R2XEBA (,292)
R2xTBA (-,288)
R3xEBA (,440)

R3xTBA (,-419)

0.16 | R1xR2 (,234) R2xR3 (,699)
R1xR3 (-,231)
RIXEBA (-,264)
RIXTBA (-,221)
R2xEBA (,177)
R2xTBA (,016)
R3xEBA (,353)

R3xTBA (, 008)

Ranitidina

Tabela 9 — Correlacdo entre os estagios de treino motor (R1, R2 e R3) e avalia¢do de
ansiedade (EBA e TBA) pelo coeficiente de Pearson (Grupo RA)

DOSES FRACA MODERADA FORTE MUITO FORTE
SALINA | R1XEBA (,016) R1xR2 (,788)

RIXTBA (,248) R1xR3 (,840)

R2xEBA (,325) R2xR3 (,793)

R2xTBA (-,353)
R3XEBA (,353)

R3xTBA (-,071)

1.42 | R1xEBA (-,019) R1xR2 (,829)
R1XTBA (-,030) R1xR3 (,830)
R2xR3 (,774)

R2XEBA (-,109)
R2xTBA (-,066)
R3xEBA (,003)

R3xTBA (,236)
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2.85 R1XEBA (,136) R1xR3 (,670) R1xR2 (,766)
R1xTBA (,014) R2xR3 (,757)
R2xEBA (,413)

R2xTBA (-,016)
R3xEBA (,228)

R3xTBA (-,202)
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