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RESUMO

GUILHERME, Evelyn Maria. Interacdo dos sistemas histaminérgico e
dopaminérgico cerebelar na modulagcdo de funcdes motoras e ndo motoras em
camundongos. 2022. 97f. Tese (Doutorado em Fisioterapia), Universidade Federal
de S&o Carlos, 2022.

A interacdo entre neurotransmissores pode gerar diversas possibilidades para
integracdo sinaptica. Evidéncias sugerem que o cerebelo esta envolvido no
processamento de funcdes motoras e ndo motoras. Contudo, a interacdo entre o
sistema histaminérgico e dopaminérgico cerebelar na modulac¢do dessas funcdes &
pouco explorada. Este estudo teve como objetivo investigar o papel do sistema
dopaminérgico cerebelar no comportamento motor e aprendizado motor, e na
aguisicdo de memoaria emocional aversiva em camundongos, assim como investigar
a interacdo dos sistemas histaminérgico e dopaminérgico cerebelar nas mesmas
funcdes. Para isso, 0os animais receberam a implantacdo de uma cénula guia no
vérmis cerebelar por meio de cirurgia estereotaxica, e apds recuperacao passaram
pelo procedimento de microinjecdo de drogas no volume de 0.1ul, a depender do
grupo experimental no qual estavam alocados. Para avaliar o desempenho motor e
aprendizagem motora dos camundongos, o tempo de permanéncia no Rota-rod e a
laténcia de travessia na trave de equilibrio foram mensurados em cinco etapas
(habituacdo, microinjecdo, estagio 1, estagio 2, estagio 3). Para avaliagcdo da
aquisicdo de memadria emocional, os camundongos passaram por teste de esquiva
inibitéria, e o tempo de travessia do lado claro para o lado escuro foi mensurado em
todas as exposicdes. Apds o término dos experimentos, 0s animais receberam uma
dose profunda de anestesia, passaram por perfusdo cardiaca com paraformaldeido
fixador 4% em tampao fosfato salino (PBS), e seus encéfalos foram armazenados. A
analise estatistica dos dados comportamentais foi feita por analise de variancia de
medidas repetidas. O teste post hoc de Tukey foi utilizado em caso de diferencas
significativas na andlise de variancia. A administragcdo intravermis cerebelar isolada
de Dopamina e SCH 23390 (antagonista dopaminérgico D1) ndo apresentaram
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efeitos sobre o comportamento motor, aprendizagem motora e memaoria emocional
nesse estudo. A microinjecdo de Eticlopride (antagonista dopaminérgico D2) nédo
apresentou efeitos sobre o comportamento motor e aprendizagem motora, porém a
dose mais alta provocou melhora na aquisicdo de memadria emocional em tarefa de
esquiva inibitéria (p=0.01). A injecdo combinada de Histamina e SCH23390 néo
apresentou efeitos sobre a aquisicdo de memdria emocional na esquiva inibitéria. No
entanto, animais que receberam essa combinacdo de drogas apresentaram uma
piora significativa da performance e aprendizagem motora em rotarod (p=0.02), e
uma tendéncia ao aumento no tempo de travessia da trave de equilibrio (p=0.07). A
injecdo combinada de Histamina e Eticlopride ndo apresentou efeitos sobre a
aprendizagem motora, porém provocou melhora na aquisicdo de memdéria emocional
no teste de esquiva inibitéria em camundongos neste estudo (p=0.07). Neste estudo,
identificamos que a administracdo de Histamina foi capaz de potencializar a acéo de
doses sub efetivas dos antagonistas dopaminérgicos D1 e D2 em diferentes
modelos experimentais, o que fortalece a hipétese de acdo conjunta desses
sistemas no processamento de funcdes motoras e ndo motoras. Receptores D1
parecem ser predominantemente relacionados a processos de aprendizagem
motora, enquanto receptores D2 parecem ser predominantemente relacionados ao

processamento de memarias aversivas.

Palavras-chave: cerebelo, neurotransmissores, sistema histaminérgico,

sistema dopaminérgico, aprendizagem motora, memaoria emocional.



ABSTRACT

GUILHERME, Evelyn Maria. Histaminergic and dopaminergic cerebellar systems
interaction on modulation of motor and non-motor functions of mice. 2022. 97f.

Dissertation (PhD in Physical Therapy) — Federal University of Sao Carlos, 2022.

The interaction between neurotransmitters triggers several possibilities for synaptic
integration. Evidence suggests that the cerebellum is involved in processing both
motor and non-motor functions. However, the interaction between the cerebellar
histaminergic and dopaminergic systems in the modulation of these functions is
unclear. This study aimed to investigate the role of the cerebellar dopaminergic
system in motor behavior and motor learning, and in the acquisition of aversive
emotional memory in mice, as well as to investigate the interaction of the cerebellar
histaminergic and dopaminergic systems in the same functions. For this, the animals
received the implantation of a guide cannula into the cerebellar vermis through
stereotaxic surgery. After recovery they underwent the drug microinjection procedure,
with an administration of 0.1pl of the drug, depending on the experimental group in
which they were allocated. To evaluate the motor performance and motor learning of
the mice, the time spent on the Rota-rod and the crossing latency on the balance
beam were measured in five steps (habituation, microinjection, stage 1, stage 2,
stage 3). To assess the acquisition of emotional memory, the mice underwent the
inhibitory avoidance test, and the time to cross from the light side to the dark side
was measured at all exposures. After the end of the experiments, the animals
received a deep dose of anesthesia, underwent cardiac perfusion with 4%
paraformaldehyde fixative in phosphate buffered saline (PBS), and their brains were
stored. Statistical analysis of behavioral data was performed by repeated measures
analysis of variance. Tukey's post hoc test was used in case of significant differences
in the analysis of variance. Intravermis cerebellar administration alone of Dopamine
and SCH 23390 (D1 dopamine antagonist) had no effects on motor behavior, motor
learning and emotional memory in this study. The microinjection of Eticlopride (D2
dopamine antagonist) had no effect on motor behavior and motor learning, but the
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highest dose improved the acquisition of emotional memory in the inhibitory
avoidance task (p=0.01). The combined injection of Histamine and SCH23390 had
no effect on emotional memory acquisition in inhibitory avoidance. However, animals
that received this drug combination showed a significant decrease in performance
and motor learning in rotarod (p=0.02), and a tendency to increase the balance beam
crossing time (p=0.07). The combined injection of Histamine and Eticlopride had no
effect on motor learning, but it improved the emotional memory acquisition in the
inhibitory avoidance test in mice in this study (p=0.07). In this study, we identified that
Histamine administration was able to potentiate the action of sub-effective doses of
D1 and D2 dopaminergic antagonists in different experimental models, which
strengthens the hypothesis of interaction of these systems in the processing of motor
and non-motor functions. D1 receptors seem to be predominantly related to motor
learning processes, while D2 receptors seem to be predominantly related to the

processing of aversive memories.

Keywords: cerebellum, neurotransmitters, histaminergic system, dopaminergic

system, motor learning, emotional memory.
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1. CONTEXTUALIZACAO

1.1. INSERQAO NA LINHA DE PESQUISA DA ORIENTADORA E DO

PROGRAMA

Esta tese foi desenvolvida pela aluna Evelyn Maria Guilherme, bolsista da
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP 2017/24879-2),
sob orientacdo da Profa. Dra. Anna Carolyna Lepesteur Gianlorenco, vinculada ao
Programa de Pds-graduacao em Fisioterapia da Universidade Federal de S&o Carlos
(UFSCar).

Especificamente, esta pesquisa faz parte da linha de pesquisa implementada
no laboratério de Neurociéncias e Reabilitacdo Neuroldgica sobre plasticidade do
sistema nervoso central, que envolve a investigacdo da acado de neurotransmissores

em processos de aprendizagem motora e ndo motora.

1.2. PARCERIAS NACIONAIS E INTERNACIONAIS

O desenvolvimento do projeto contou com a colaboragéo do Prof. Dr. Thiago
Luiz de Russo, docente efetivo do Departamento de Fisioterapia da UFSCar.

Ainda, durante o periodo de desenvolvimento do doutorado, a aluna realizou
estagio em pesquisa na University of British Columbia, Canad4, sob supervisdo do
Prof. Jason Snyder, financiado pelo Emerging Leaders of the Americas Program
(ELAP).

1.3. ORIGINALIDADE, CONTRIBUIQAO DOS RESULTADOS DA PESQUISA

PARA O AVANCO CIENTIFICO E RELEVANCIA SOCIAL

Poucos grupos de pesquisa se dedicam ao estudo das fungdes cerebelares
atreladas a acdo isolada ou combinada de dois importantes sistemas de
neurotransmissao, o0s sistemas histaminérgico e dopaminérgico.

Nosso grupo mostrou em estudos anteriores que o sistema histaminérgico
cerebelar esta diretamente relacionado ao processamento de fungdes motoras e néo
motoras, como locomogdo, comportamento exploratorio, ansiedade e memoria.
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Porém, ndo havia estudos verificando sua interacdo com outro importante sistema
de neurotransmissdo, o0 sistema dopaminérgico. Os resultados obtidos com os
experimentos conduzidos na presente tese de doutorado trazem informacoes
originais e relevantes para a compreensado do processamento de informagdes nos
circuitos cerebelares e nas fungdes motoras e ndo motoras as quais se associa.

O estudo de estruturas e funcdes do sistema nervoso central é a base para a
compreensao de aspectos clinicos que por muitas vezes afetam pacientes com

diferentes comprometimentos cerebelares.

1.4. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS DURANTE O DOUTORADO

Artigos publicados relacionados a tese

Guilherme EM; Gianlorengo ACL (2021). The effects of intravermis cerebellar

microinjections of dopaminergic agents in motor learning and aversive memory
acquisition in  mice. Frontiers in Behavioral Neuroscience, 15, 20.
https://doi.org/10.3389/fnbeh.2021.628357.

Artigos submetidos relacionados a tese

Guilherme EM; Prati JM, Gianlorenco ACL. Cerebellar dopamine receptors

interact with histamine on the modulation of motor learning and aversive memory in

mice. Em processo de submisséao.

Outros artigos publicados desenvolvidos no Laboratorio de
Neurociéncias

Guilherme EM, Padovez RF, Oliveira A, Ferro AM, Pires di Lorenzo V,
Gianlorenco ACL (2021). Respiratory Disorders in Parkinson Disease. Journal of
Parkinson’s Disease, 11(3): 993 - 1010. DOI: 10.3233/JPD-212565.

Prati JM; Guilherme EM; Russo TL; Gianlorenco ACL (2021). Neuronal
activation of cerebellum functional circuits in motor and non-motor functions in mice.
Neuroscience Letters, v. 765, p. 136271, doi: 10.1016/j.neulet.2021.136271.
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Fernandes CEM; Guilherme EM; Serafim KR; Gianlorenco ACL; Mattoli R

(2021). Intracerebellar Microinjection of an H4 Agonist Impairs Memory Consolidation

in Open Field and Rotarod Tasks in Mice. International Journal of Cognition and
Behaviour, 4:012. doi.org/10.23937/2690-3172/1710012.

Artigos publicados desenvolvidos na University of British Columbia

Zhang, TR, Guilherme E, Kesici A, Ash AM, Vila-Rodriguez F, Snyder JS
(2021). Electroconvulsive Shock, but Not Transcranial Magnetic Stimulation,
Transiently Elevates Cell Proliferation in the Adult Mouse Hippocampus" Cells 10 (8):
2090. https://doi.org/10.3390/cells10082090.

Zhang T; Guilherme E; Kesici A; Vila-Rodriguez F; Snyder J (2019).

Differential effects of transcranial magnetic stimulation and electroconvulsive

stimulation on adult hippocampal neurogenesis in mice. Brain Stimulation, v. 12, p.
540.

Artigos submetidos desenvolvidos em outros laboratérios

Motta HG; Carvalho C; Guilherme EM; de Oliveira MPB; Rossi KNZP. Effects

of intra-articular injection of platelet-rich plasma on the inflammatory process and

histopathological characteristics of cartilage and synovium in animals with

osteoarthritis: a systematic review with meta-analysis". The Knee.

Participacdes em congressos nacionais e internacionais
Como avaliador

e XXV Simpoésio de Fisioterapia da UFSCar, na condicdo de avaliador de
poster, 2018.

e XXVI Simpédsio de Fisioterapia da UFSCar, na condicdo de avaliador de
trabalhos cientificos, 2019.

e XXVI Congresso de Iniciacdo Cientifica e XI Congresso de Iniciacdo em
Desenvolvimento Tecnoldgico e Inovacdo, na condicdo de avaliador de

trabalhos cientificos, 2019.
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Como apresentador de trabalhos oral ou poster:

e Intracerebellar microinjection of D2 antagonist eticlopride improve aversive
memory acquisition in mice. XLIII Reuniao Annual da Sociedade Brasileira de
Neurociéncias e Comportamento, 2020, online.

e Comprometimentos respiratorios em pacientes com doenca de Parkinson. 11°
Congresso Internacional de Fisioterapia — SBF, 2019, Salvador, BA, Brasil.

e Effects of dopaminergic compounds into cerebellar vermis of mice in motor
coordination and balance, EBPS Biennial Meeting, 2019, Braga, Portugal.

o Effects of Electroconvulsive Stimulation on Hippocampal Neurogenesis in
Mice, Advances in Translational Neuroscience: Focus on Neuropsychiatric
Disorders and Neurodegenerative Diseases, 2018, Instituto de Neurociéncias

Comportamental, Ribeirao Preto, SP, Brasil.

Como ouvinte

e Simposio Internacional em Neuromodulagéo, 2020, online.

e 12th Annual Canadian Neuroscience Meeting, 2018, Vancouver, BC, Canada.

Coorientacao de alunos de graduacéao

Hiago de Oliveira. Efeitos da microinjecao intra-vérmis cerebelar de histamina
na memoria de reconhecimento de objetos em camundongos. Iniciacdo cientifica
(FAPESP 2019/04793-1).

Participacdo em bancas de avaliacéo

Serafim KR; Guilherme EM; Doltrario SMB. Doenga de Parkinson e qualidade

de vida — estudo de caso. Estudante: Bruna Caroline Martinez. Trabalho de
conclusdo de curso Fisioterapia, Centro Universitario Central Paulista — UNICEP,
2018.

Rossi KNZP; Guilherme EM; Wolf DF. Efeitos da infiltracdo intra-articular de

plasma rico em plaguetas no processo inflamatério e nas caracteristicas
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histopatolégicas da cartilagem e da sindvia em animais com osteoartrite: uma
revisdo sistematica com meta-analise. Trabalho de conclusdo de curso Ciéncias

Bioldgicas, Universidade Federal de S&o Carlos — UFSCar, 2021.

Aulas ministradas

“‘Reabilitagdo vestibular”, aula ministrada aos alunos do curso de graduagé&o

em Fisioterapia, na disciplina Fisioterapia Neurolégica. Carga horaria 4 horas, 2019.

1.5. LINK DO CURRICULO LATTES DO ALUNO E SEU ORCID
Curriculo lattes: http://lattes.cnpq.br/6269689282970701
ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6486-7912

1.6. DESCRICAO DA TESE PARA O PUBLICO LEIGO

Os neurotransmissores sdo substancias quimicas presentes no sistema
nervoso, que atuam como mensageiros entre as ceélulas, permitindo o envio de
informacdes e a execucdo de diversas funcdes. Nesse estudo, investigamos a acao
de dois diferentes neurotransmissores — e sua interagdo — quando diretamente
aplicados no cerebelo, em um estudo do comportamento de aprendizagem de
movimento e de memoaria relacionada a um estimulo negativo. Observamos que a
administracdo isolada de histamina e dopamina ndo afetou a memadria nos animais
neste estudo. Ainda, drogas antagonistas atuantes via sistema dopaminérgico
podem apresentar efeitos sobre a meméria emocional, mas a administracéo
combinada de histamina e antagonistas dopaminérgicos parece intensificar esses
efeitos, provocando piora no desempenho e aprendizado motor, e melhora na

aquisicdo de memoria emocional negativa.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Neurotransmissores
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O sistema nervoso central (SNC) apresenta diferentes estruturas em sua
divisdo anatbmica, que se conectam funcionalmente através de vias e projecdes
neuronais (Xu et al., 2016). As funcles fisiologicas do SNC sdo mediadas por
neurotransmissores (Studhof, 2008), moléculas sintetizadas e armazenadas no
neurbnio pré-sinaptico que, quando liberadas, estabelecem uma comunicacao
quimica através de uma ligacdo com receptores de membrana especificos (Lovinger,
2008).

Existem diversos tipos de neurotransmissores, como a acetilcolina, glicina,
glutamato, norepinefrina, epinefrina, serotonina, GABA, histamina e dopamina,
(Lodish et al.,, 2000). Cada neurbnio geralmente possui um anico tipo de
neurotransmissor (Lodish et al., 2000), contudo ha relatos que um mesmo neurénio
pode realizar o armazenamento e liberagdo de um ou mais neurotransmissores
(Sdmano et al., 2012), o que torna essa interacdo ainda mais complexa (Granger et
al., 2017).

O sistema dopaminérgico esta envolvido em diversas func¢des, como
regulacdo da pressdo arterial, movimentos, comportamentos direcionados a
objetivos, cognicdo, atencdo, motivacdo e aprendizado (Viggiano et al., 2003). A
dopamina é derivada da descarboxilacdo da tirosina (Rodwell, 2003), e a parte mais
proeminente de neurdnios dopaminérgicos esta localizada no mesencéfalo,
enviando projecdes a diferentes areas do sistema nervoso central (Chinta et al.,
2005).

A dopamina age através de cinco diferentes tipos de receptores: D1, D2, D3,
D4 e D5. Apesar disso, 0s receptores sdo agrupados em duas subcategorias, sendo
que D1 e D5 fazem parte do grupo D1; e D2, D3 e D4 fazem parte do grupo D2
(Jaber et al.,, 1996), de acordo com suas similaridades estruturais e funcionais
(Strange, 1993).

Em revisédo de EI-Ghundi e colaboradores, evidéncias sugerem que o sistema
dopaminérgico age em conjunto com outros sistemas de neurotransmissdo no
processo de aprendizagem, ressaltando a importancia de entender essa interacao
(EI-Ghundi et al., 2007). Nowak sugeriu que a presenca de receptores
histaminérgicos em terminais nervosos estriatais dopaminérgicos tem a capacidade
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de modular a liberacdo de dopamina (Nowak, 1985), e outros estudos mostraram
que ha uma possivel interacdo entre histamina e dopamina na modulacdo de
funcbes motoras pelo sistema nervoso central (Paul et al.,, 2000), e em funcodes
basicas como ansiedade (Medalha et al., 2007).

Os neurdnios histaminérgicos tém origem no nucleo tuberomamilar
hipotalamico, que envia projecdes a diversas estruturas do SNC (Panula et al.,
1993). A histamina é uma amina biogénica sintetizada a partir da descarboxilacdo da
histidina (Schneider et al., 2014) que, além de atuar no SNC, tem participacdo em
outros sistemas corporais, como o cardiovascular, gastrointestinal, imunologico e
reprodutor (Haas et al.,, 2008), agindo através de quatro tipos de receptores
acoplados a proteina G: H1, H2, H3 e H4 (Haas et al., 2008; Panula et al., 2015).

Os receptores H1 e H2 sdo excitatérios (Haas et al., 2008), ao passo que o
receptor H3 apresenta atividade pré-sinaptica inibitoria sobre a sintese e liberacdo
de histamina (Leurs et al., 1995; Panula et al., 2015). O receptor H4 é encontrado
em maior quantidade em tecidos periféricos (Haas et al.,, 2008), porém sua
participacdo no SNC foi recentemente relatada (Galleoti et al., 2013) e ainda vem

sendo discutida.

2.2. Cerebelo

O cerebelo, importante estrutura do SNC, apresenta diferentes tipos de
divisbes. A divisdo anatdbmica, na qual é dividido em hemisférios e vérmis; a
ontogenética que o divide em lobos anterior, posterior e fléculo-nodular; a
filogenética que o divide em arquicerebelo, paleocerebelo e neocerebelo; e a
longitudinal, em faixa mediana, intermediéaria e lateral (Machado, 2005; Engelhardt e
Moreira, 2009).

Algumas regibes cerebelares apresentam fortes correlagcbes com funcgdes
especificas, tanto motoras quanto ndo motoras. Estudos mostram que o vérmis
cerebelar e areas adjacentes sao predominantemente relacionadas com
processamento afetivo e regulacdo de emocdes primarias, o lobo anterior com o
controle motor e movimentos automaticos, e o lobo posterior com a cognigdo e
funcdo executiva (Schmahmann et al., 2007; Adamaszek et al, 2016).
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O cerebelo interage com mais de vinte tipos de aminas e neuropeptidios (Li et
al., 2014), dentre eles a histamina e dopamina. Alguns estudos mostram que oS
neurénios aferentes histaminérgicos tém papel importante no cerebelo (Li et al.,
2014), e que a histamina cerebelar participa da modulacdo de funcdes motoras,
como equilibrio e coordenacgéo (Song et al., 2006) e ndo motoras, COmo 0 pProcesso
de consolidacdo da memoria emocional (Gianlorenco et al., 2015; Silva-Marques et
al., 2016). No que diz respeito ao sistema dopaminérgico, um estudo utilizou de
técnicas imuno-histoquimicas e mostrou que o cortex cerebelar de ratos expressa 0s
cinco subtipos de receptores de dopamina até hoje descritos (Barili et al., 2000), e
que o cerebelo é capaz de modular a liberacdo de dopamina em outras estruturas,
como o cortex pré-frontal (Mittleman et al., 2008).

Classicamente, o cerebelo é definido como uma estrutura com importante
participagdo em processos motores, como controle postural (Yamaura et al., 2013),
equilibrio (Surgent et al., 2019), coordenacdo motora (Paulin, 1993) e marcha
(Hoogkamer et al., 2017). Contudo, recente revisdo sugeriu que o cerebelo esta
envolvido em funcées ndo motoras (Adamaszek et al., 2017), como cognicdo (Van
Overwalle et al., 2015), processos emocionais (Sachetti et al., 2009), linguagem
(Marién & Beaton, 2014) e memo¢éria (Shiroma et al., 2016).

Estudos clinicos foram essenciais para a investigacao da funcao ndo motora
do cerebelo. Em 2007, Schmahmann e Sherman relataram situacdes clinicas que
evidenciavam a relagdo de lesdes cerebelares e sintomas neuropsicologicos, como
ansiedade, transtorno do panico, desinibicdo e falta de limites, agressividade,
comportamento obsessivo repetitivo, perda de memoria e incapacidade de explicitar

emocdes (Schmahmann et al., 2007).

2.3. Sistema histaminérgico e dopaminérgico cerebelar

Nosso grupo tem investigado os efeitos do sistema histaminérgico cerebelar
em fungbes motoras e ndo motoras. Gianlorenco e colaboradores mostraram que a
microinjecdo intravérmis cerebelar de histamina prejudicou a consolidagdo de
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memoria emocional em camundongos re-expostos ao labirinto em cruz elevado
(Gianlorenco et al., 2011), e que esse déficit foi mediado pela acédo de receptores
histaminérgicos H1 (Gianlorenco et al., 2012). Além disso, a histamina intravermis
cerebelar facilitou a retengcdo da memoria no teste de esquiva inibitéria (Gianlorenco
et al., 2013), e a injecdo de agonista e antagonista seletivos de receptor H2
mediaram essa funcdo (Gianlorenco et al., 2015). Silva-Marques e colaboradores
mostraram que a histamina cerebelar ndo afetou a consolidacdo de memoéria em
comportamentos de fuga, contudo apresenta efeito facilitatério sobre a consolidacéo
da memdéria quando os animais sdo submetidos a esquiva inibitéria com reexposicéo
ao labirinto em T elevado (Silva-Marques et al., 2016). Ainda, a histamina cerebelar
nao provocou efeitos sobre o comportamento em campo aberto, mas a injecao
cerebelar de antagonistas de receptores H1 e H4 aumentaram significativamente o
comportamento locomotor e exploratorio neste aparato (Guilherme et al., 2018), e a
injecdo de antagonistas de receptores H4 prejudicou a consolidacdo de memodria
motora em camundongos (Fernandes et al. 2021). Por fim, foi observado um
possivel efeito facilitatério da histamina na aprendizagem motora e performance no
Rotarod (Silva-Marques et al., submetido).

Estudos mostram que o sistema dopaminérgico tem participacdo no
aprendizado emocional (Kobayashi, 2001), na formacdo de memoria emocional
frente a estimulos aversivos na amidala basolateral (Zheng et al., 2008), além de
mediar a plasticidade sinaptica no giro denteado, processo importante na formacao
de memoria hipocampal (Hamilton et al., 2010). Além disso, Locke e colaboradores
mostraram que a inibicdo de neurbnios positivos para receptores dopaminérgicos D1
localizados no nudcleo cerebelar lateral prejudica a memoéria espacial e de trabalho
em camundongos (Locke et al., 2018), contudo ndo foram encontrados estudos
sobre a participacdo da dopamina intra vérmis cerebelar nessas fungées.

Pouco se sabe sobre a interacdo do sistema histaminérgico e dopaminérgico
em processos como aprendizagem e memoria. Sabemos que a memoria € um
processo complexo, e sua formacao pode ser diretamente influenciada por diversos
fatores, como envelhecimento (Bettio et al., 2017), experiéncias emocionais (Tyng et
al.,, 2017) ou alteracdes em sistemas de neurotransmissdo, como o histaminérgico
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(Passani et al., 2017) e dopaminérgico (Lauzon et al., 2013). Com o objetivo de
investigar processos de memoria em camundongos knockout de receptores
histaminérgicos H1 (H1R-KO), Dere e colaboradores (2008) mostraram que esses
animais apresentam um déficit de memoria episddica e memoéria de procedimento de
longo prazo, que coincidem com um déficit nos niveis de dopamina cerebelares
(Dere et al., 2008), o que indica a influéncia dos sistemas histaminérgico e
dopaminérgico no cerebelo.

Poucos estudos verificaram a interacdo entre antagonistas dopaminérgicos e
histamina. Santangelo e colaboradores (2017) mostraram que a deplecdo aguda de
histamina aumenta a complexidade de padrdes exploratorios de camundongos
expostos ao campo aberto, que € revertida com a administracao intraventricular
lateral de baixas doses de sulpiride (Santangelo et al., 2017). Além disso, Bananej e
colaboradores (2011) verificaram que microinjecdes intra-BLA de SCH 23390 ou
sulpiride combinadas com doses elevadas de histamina previnem os efeitos
ansiogénicos causados pela histamina no labirinto em cruz elevado (Bananej et al.,
2012). Contudo, ndo existem estudos que verifiguem essa interacdo em nivel
cerebelar.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo investigar o papel do sistema
dopaminérgico cerebelar em funcdes motoras e ndo motoras, assim como sua acao
moduladora junto ao sistema histaminérgico nos processos de aprendizagem e
memoria. Essa investigacdo foi realizada através da administragdo intravérmis
cerebelar isolada ou combinada de histamina e dos antagonistas dopaminérgicos D1
SCH 23390 (Nasehi et al., 2016) e D2 eticlopride (Sutoo, Akiyama, 1999) e avaliacéo
comportamental em modelos de aprendizagem motora e memaoria emocional.

Dadas evidéncias que ambos os sistemas histaminérgico e dopaminérgico
estdo intimamente relacionados as funcdes cerebelares, e que o cerebelo tem
participagdo no comportamento motor e ndo motor, acreditamos que ocorra uma
interacdo entre esses dois sistemas de neurotransmissao na modulacédo de fungbes
como desempenho motor, aprendizagem motora e memoria emocional.

Dessa forma, essa investigagdo pode promover um maior entendimento sobre
0 processamento de informagdes nos circuitos cerebelares nas funcbes de
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aprendizagem motora e memoéria emocional, aléem de embasar estudos futuros que
auxiliem na compreensdo de aspectos clinicos que podem estar presentes em

pacientes com disfungdes cerebelares.

3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo geral investigar o papel do sistema
dopaminérgico em funcdes motoras e ndo motoras em camundongos, assim como a

interacao dos sistemas histaminérgico e dopaminérgico nas mesmas funcoes.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar os efeitos dose dependentes da microinjecéo isolada de dopamina
nodesempenho motor, aprendizagem motora e memaria emocional em
camundongos (experimentos la e 2a).

o Avaliar os efeitos dose dependentes da microinjecéo isolada de SCH 23390
(antagonista do receptor dopaminérgico D1) no desempenho motor,
aprendizagem motora e memaoria emocional em camundongos (experimentos 1b
e 2b), e selecionar de dose utilizada no protocolo de injecdo combinada.

o Avaliar os efeitos dose dependentes da microinjecdo isolada de Eticlopride
(antagonista do receptor dopaminérgico D2) no desempenho motor,
aprendizagem motora e memoria emocional em camundongos (experimentos 1c
e 2c), e selecionar de dose utilizada no protocolo de inje¢cdo combinada.

o Avaliar dos efeitos da microinjecdo combinada de histamina e SCH 23390 no
desempenho motor e aprendizagem motora em camundongos (experimento 3a).

o Avaliar dos efeitos da microinjecdo combinada de histamina e SCH 23390 na
aquisicdo de memadria emocional em camundongos (experimento 3b)

o Avaliar dos efeitos da microinjecdo combinada de histamina e eticlopride no
desempenho motor e aprendizagem motora em camundongos (experimento 4a).

o Avaliar dos efeitos da microinjecdo combinada de histamina e eticlopride na

aguisicao de memoéria emocional em camundongos (experimento 4b).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ASPETOS ETICOS E LOCAIS DE PESQUISA

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica na Experimentacio
Animal da Universidade Federal de S&o Carlos (processos CEUA n° 1625270818 e
4486110220). Os experimentos comportamentais foram realizados no Laboratorio de
Neurociéncias do Departamento de Fisioterapia, na Universidade Federal de Séo
Carlos, UFSCar.

4.2. AMOSTRA

A amostra foi composta de camundongos ingénuos (Suico Albino) pesando
entre 25 e 35g provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sao
Carlos. Os animais permaneceram agrupados em até 5 animais por caixa
(31x20x13 cm) em ambiente com ciclo de luz de 12 horas (com as luzes acesas as
06:00h), temperatura (23 *1°C) controlados. Alimento e agua permaneceram
disponiveis até o inicio dos testes, que foram realizados na fase clara.

4.3. TRATAMENTO FARMACOLOGICO

Para todos os experimentos, os farmacos foram dissolvidos em solugdo salina
estéril (0,9%), e as solu¢cbes foram mantidas refrigeradas em tubos codificados, até
o momento de sua utilizagdo, de modo que o experimentador ndo tivesse
conhecimento do conteiddo no momento do experimento e durante a analise de
dados. Todas as drogas foram microinjetadas em volume de 0,1l.

Experimentos la e 2a: os animais receberam microinjecdo de solucdo salina
ou Dopamina nas doses 0.29, 0.86 ou 1.5 nmol / 0.1pl.

Experimentos 1b e 2b: os animais receberam microinje¢éo de solucdo salina
ou antagonista de receptor D1 SCH23390 nas doses 0.31, 0.92 ou 1.54 nmol / 0.1pl.

Experimentos 1c e 2c: 0s animais receberam microinjecdo de solucao salina

ou antagonista de receptor D2 Eticlopride nas doses 0.26, 1.32 ou 2.65 nmol / 0.1pl.

28



Experimentos 3a e 4a: em protocolo de injecdo combinada, os animais
receberam Histamina na dose 6.8 nmol/0.1ul (Gianlorenco et al., 2011), e SCH
23390 na dose 1.54 nmol / 0.1pl (selecionada com base nos resultados dos
experimentos 1b e 2b). O grupo controle recebeu solucao salina.

Experimento 3b: Em protocolo de injecdo combinada, os animais receberam
Histamina na dose 6.8 nmol/0.1ul (Gianlorenco et al., 2011), e Eticlopride na dose
2.65 nmol / 0.1pl (Selecionada no experimento 1c). O grupo controle recebeu
solucéo salina.

Experimento 4b: Em protocolo de injecdo combinada, os animais receberam
Histamina na dose 6.8 nmol/0.1ul (Gianlorenco et al., 2011), e Eticlopride na dose
1.32 nmol / 0.1ul (Selecionada no experimento 2c). O grupo controle recebeu

solucéo salina.

4.4, CIRURGIA E MICROINJECAO

Os animais receberam implantacéo craniana de canula-guia (25 gauge) de 7
mm de comprimento no vérmis cerebelar, apés anestesia com Cloridrato de
Cetamina (100mg/Kg) e Xilazina (10 mg/kg). 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 1).
O mandril foi inserido no interior da canula-guia para evitar problemas de obstrucéo
e para reduzir contaminacdo. Logo ap0s a cirurgia, os animais foram tratados com
acetaminofeno (200mg/ml) adicionado a agua, com uma razdo de 0,2 ml de
acetaminofeno para 250 ml de agua. (Messier et al, 1999; Nunes-De-Souza et al,
2008).
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Figura 1: representacdo esquemética do procedimento cirdrgico.

A agulha de injecédo, cujo comprimento ultrapassa 1,0 mm a ponta da canula-
guia, foi inserida dentro da canula guia para a infusdo das solu¢cdes no vérmis
cerebelar. A agulha de injecdo era conectada por meio de tubo de polietileno (PE-
10) & microsseringa Hamilton de 5 pl, que por sua vez era acoplada a uma bomba
de infusdo (Insight Bl 2000 — Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil), programada
para injetar 0,1 ul de solugado durante 60 segundos. O procedimento de microinjecao
consistiu na remocdo dos mandris, insercdo da agulha de injecdo, injecdo da
solugcdo por 60 segundos, e permanéncia da agulha de injecdo por 60 segundos
apos o término das injec6es. O movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de
polietileno antes, durante e depois da injecao confirmava o fluxo da solucdo (Canto-
De-Souza et al., 2002).

4.5. EQUIPAMENTOS
4.5.1. Rota-rod

O Rota-rod automatizado (Insight Equipamentos Cientificos, Brasil) consiste
em uma caixa de acrilico com um cilindro de 8 cm de diametro, instalado
transversalmente a aproximadamente 20 cm do piso do equipamento, mantido em
rotacdo através de um motor. O equipamento é dividido em cinco baias, de
aproximadamente 10 cm de largura, permitindo a analise de cinco animais
simultaneamente (Figura 2). A laténcia de queda dos animais & mensurada

automaticamente por sensor localizado na base do aparato.
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Figura 2: representacéo esquematica de teste em Rotarod.

4.5.2. Trave de equilibrio

A trave de equilibrio consiste em uma placa de madeira (100 cm x 2.8 cm),
elevada a 50 cm do chdo por suportes de acrilico. Com o objetivo de amortecer
possivel queda do animal, uma protecdo de tecido € colocada abaixo do
equipamento. Para o teste, o animal € colocado em uma extremidade da trave
elevada até que chegue a outra das extremidades do equipamento, onde se
encontra uma caixa preta com maravalha de sua caixa moradia (Figura 3). O tempo

transcorrido durante a travessia é mensurado por sensores localizados nas

extremidades da trave.

Figura 3: fotografia de teste em trave de equilibrio.
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4.5.3. Caixa de Esquiva Inibitéria

A caixa de esquiva inibitéria é confeccionada em acrilico (48x24,5x25 cm) e
composta por dois compartimentos de mesma dimensao: um claro, sob iluminagao
de 450 Ix, e outro escuro, com acrilico preto dotado de tampa (1 Ix). Uma abertura
na forma de porta guilhotina de 10x9 cm (base x altura) localiza-se ao nivel do piso
e no centro da divisdo dos dois ambientes; seu acionamento se da através do
programa instalado em computador em resposta aos sensores de infravermelho. O
piso é constituido por barras de aco inoxidavel (2,5 mm de diametro) distanciadas 1
cm entre si, que liberam choques elétricos com a intensidade de 1,5 mA por 5

segundos (Figura 4).

=)

i

O] | GRAPH

L ]

Figura 4: representagéo esquematica de teste de esquiva inibitoria.

4.6. TESTES COMPORTAMENTAIS

4.6.1. Desempenho motor e aprendizagem motora

O uso combinado do Rotarod e trave de equilibrio permitem a avaliacdo
simultanea de funcdo motora grossa, equilibrio e coordenacdo motora (Song et al.,
2006; Curzon et al., 2009). O protocolo comportamental foi baseado em metodologia
de Song et al. (2006) e He et al. (2014), com adaptacdes.

O procedimento foi dividido em cinco etapas, nomeadas habituacéo,
microinjecdo, estagio 1, estagio 2, e estagio 3. Na habituacdo os animais foram
posicionados no cilindro do Rota-rod na velocidade 8 por 120 s ou até cairem, e na
trave de equilibrio até cruzarem o aparato em direcéo a caixa moradia, possibilitando

0 contato inicial dos animais com o0s aparatos. Vinte e quatro horas apos a
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habituacdo, o procedimento de microinjecdo foi realizado conforme descrito
anteriormente. Cinco minutos apdés a microinjecdo 0s camundongos foram
submetidos ao estagio 1; 4 horas apds a microinjecdo ao estagio 2; e 24 horas apos
ao estdgio 3. Em cada estagio, o animal foi submetido ao Rota-rod em rotacao
crescente (8 a 20 rpm) por até 5 minutos, permaneceu na caixa moradia por pelo
menos 5 minutos de descanso, e entdo foi submetido a trave de equilibrio, por um
periodo de até 5 minutos (Figura 5). No total, foram realizados trés estagios no
Rotarod e trés estagios na trave de equilibrio, perfazendo nove exposicdes a cada

aparato ao longo de todo o protocolo experimental.

Teste completo:

Habituagao Microinjegao Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3 Eutanasia

5 minutos

4 horas

24 horas

Cada estagio:

Rotarod Descanso | Rotarod | Descanso Trave Descanso | Rotarod | Descanso Trave Descanso

Descanso Trave

Primeira exposic&o Segunda exposicdo Terceira exposig&o

Figura 5: Representacdo esquematica do protocolo experimental para os testes de desempenho

motor e aprendizagem motora.

4.6.2. Teste de Esquiva Inibitoria

Cinco minutos apos o procedimento de microinje¢cdo, cada animal foi
transportado individualmente até a caixa de esquiva e posicionado no centro da
parte iluminada por 5 segundos. Entdo, a porta guilhotina foi aberta e o tempo de
laténcia para o animal atravessar para o compartimento escuro foi medido. Depois
que o animal atravessou com as quatro patas para o compartimento escuro, a porta

guilhotina foi fechada e o animal retirado do aparato. O treino de habituacdo foi
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repetido 30 minutos depois, e apds esse mesmo intervalo foi realizada a sessdo de
aquisicdo. Na aquisicdo, imediatamente apds o animal entrar no compartimento
escuro a porta guilhotina foi fechada e choques nas patas (50 Hz, 1,5mA por 5s)
foram liberados. Apds 20 segundos, o animal foi removido do aparato. Dois minutos
depois, o animal foi testado seguindo o mesmo procedimento, e o tempo gasto para
atravessar para 0 compartimento escuro indicou se a aquisicdo da resposta de
esquiva foi obtida. ApGs esses procedimentos, o animal foi retirado do aparato e

colocado em sua caixa moradia (Figura 6).

30 min Estimulo 2 min Teste de
aversivo aquisicao

5 min 30 min

Microinjegao Habituagdo 1 Habituagdo 2 Eutanasia

Figura 6: Representacdo esquematica do protocolo experimental para os testes de meméria

emocional.

4.7. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Seis experimentos foram realizados para verificar o efeito dose dependente
da administracao isolada de Dopamina, SCH23390 (antagonista dopaminérgico D1),
e Eticlopride (antagonista dopaminérgico D2) sobre o desempenho motor,
aprendizagem motora e memaria emocional aversiva em camundongos.

Quatro experimentos foram realizados para verificar o efeito da administracao
combinada de Histamina e SCH23390, e Histamina e Eticlopride, sobre o
desempenho motor, aprendizagem motora e memoéria emocional aversiva em

camundongos.

4.7.1. Experimentos 1a, 1b e 1c
Esses experimentos foram realizados a fim de compreender a acao isolada do

sistema dopaminérgico cerebelar no desempenho motor e aprendizagem motora de
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camundongos, e de definir a dose dos antagonistas D1 e D2 utlizadas nos
experimentos 3a e 4a.

Experimento la: Os animais receberam injecdo intravermis cerebelar de
solugéo salina (0.9%) ou Dopamina (0.29, 0.86 ou 1.5 nmol/0.1pul), cinco minutos
antes de serem submetidos ao estagio 1 em Rotarod e trave de equilibrio (Tabela 1).

Experimento 1b: Os animais receberam injecdo intravermis cerebelar de
solugéo salina (0.9%) ou SCH 23390 (0.31, 0.92 ou 1.54 nmol/0.1pl), cinco minutos
antes de serem submetidos ao estagio 1 em Rotarod e trave de equilibrio (Tabela 1).

Experimento 1c: Os animais receberam injecao intravermis cerebelar de
solucéo salina (0.9%) ou Eticlopride (0.26, 1.32 ou 2.65 nmol/0.1ul), cinco minutos
antes de serem submetidos ao estagio 1 em Rotarod e trave de equilibrio (Tabela 1).

4.7.2. Experimentos 2a, 2b e 2c

Esses experimentos foram realizados a fim de compreender a acao isolada do
sistema dopaminérgico cerebelar na aquisicdio de memoria emocional de
camundongos, e de definir a dose dos antagonistas D1 e D2 utilizadas nos
experimentos 3b e 4b.

Experimento 2a: Os animais receberam injecdo intravermis cerebelar de
solucéo salina (0.9%) ou Dopamina (0.29, 0.86 ou 1.5 nmol/0.1ul), cinco minutos
antes de serem submetidos ao protocolo de esquiva inibitéria (Tabela 1).

Experimento 2b: Os animais receberam injecdo intravermis cerebelar de
solucéo salina (0.9%) ou SCH 23390 (0.31, 0.92 ou 1.54 nmol/0.1pl), cinco minutos
antes de serem submetidos ao protocolo de esquiva inibitéria (Tabela 1).

Experimento 2c: Os animais receberam injecdo intravermis cerebelar de
solucédo salina (0.9%) ou Eticlopride (0.26, 1.32 ou 2.65 nmol/0.1pl), cinco minutos

antes de serem submetidos ao protocolo de esquiva inibitéria (Tabela 1).

Tabela 1. Grupos experimentais — efeitos do sistema dopaminérgico sobre o desempenho motor,

aprendizagem motora e memaria emocional de camundongos.

Tratamento Dose N (aprendizagem N (esquiva
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motora) inibitéria)
Experimento2a  Salna = - 7 8
Dopamina 0.29 nmol /0.1 pl 8 14
Dopamina 0.86 nmol / 0.1 pl 8 9
Dopamina 1.5 nmol /0.1 pl 8 11
Experimento 2b  Salina - 6
SCH 23390 0.31 nmol /0.1 pl 7 9
SCH 23390 0.92 nmol / 0.1 pl 7 10
SCH 23390 1.54 nmol / 0.1 yl 7 9
Experimento 2¢  Saliha - 8 9
Eticlopride 0.26 nmol / 0.1 pl 8 9
Eticlopride 1.32 nmol / 0.1 pl 8 8
Eticlopride 2.65 nmol / 0.1 yl 9 7

4.7.3. Experimento 3a

A dose mais alta e subefetiva do antagonista dopaminérgico D1 SCH23390
no experimento 1lb foi selecionada para o0s experimentos combinados com
histamina. Os animais receberam injecao intravérmis cerebelar combinada de Salina
ou SCH 23390 (1.54 nmol/0.1ul) + Salina ou Histamina (6.8 nmol/0.1ul) (Gianlorenco
et al., 2012), cinco minutos antes de serem submetidos ao estagio 1 em Rotarod e

trave de equilibrio (Tabela 2).

Tabela 2: Grupos experimentais — experimento 3a

GRUPOS DROGA 1 DOSE 1 DROGA 2 DOSE 2 N
Controle Salina Salina - 8
1 Salina Histamina 6.9 nmol /0.1ul 9
2 SCH 23390 1.54 nmol /0.1 pl Salina - 9
3 SCH 23390 1.54 nmol / 0.1 pl Histamina 6.8 nmol/0.1pl 10

4.7.4. Experimento 3b

A dose mais alta e subefetiva do antagonista dopaminérgico D2 Eticlopride no
experimento 2b foi selecionada para os experimentos combinados com histamina.

Os animais receberdo injecdo intravérmis cerebelar combinada de Salina ou



Eticlopride + Salina ou Histamina (6.8 nmol/0.1pl) (Gianlorenco et al., 2012), cinco
minutos antes de serem submetidos ao estagio 1 em Rotarod e trave de equilibrio
(Tabela 3).

Tabela 3: Grupos experimentais — experimento 3b

GRUPOS DROGA 1 DOSE 1 DROGA 2 DOSE 2 N
Controle Salina - Salina - 8
1 Salina - Histamina 6.8 nmol/0.1l 10
2 Eticlopride 2.65 nmol / 0.1 pl Salina - 9
3 Eticlopride 2.65 nmol / 0.1 pl Histamina 6.8 nmol/0.1pl 11

4.7.5. Experimento 4a

A dose mais alta e subefetiva do antagonista dopaminérgico D1 SCH23390
no experimento 1c foi selecionada para os experimentos combinados com histamina.
Os animais receberam injecao intravérmis cerebelar combinada de Salina ou SCH
23390 (1.54 nmol/0.1ul) + Salina ou Histamina (6.8 nmol/0.1ul) (Gianlorengo et al.,
2012), cinco minutos antes de serem submetidos ao protocolo de esquiva inibitoria
(Tabela 4).

Tabela 4: Grupos experimentais — experimento 4a

GRUPOS DROGA 1 DOSE 1 DROGA 2 DOSE 2 N
Controle Salina - Salina - 6
1 Salina - Histamina 6.8 nmol/0.1pl 9
2 SCH 23390 1.54 nmol/0.1pl Salina - 9
3 SCH 23390 1.54 nmol/0.1pl Histamina 6.8 nmol/0.1ul 9

4.7.6. Experimento 4b

A dose mais alta e subefetiva do antagonista dopaminérgico D2 Eticlopride no
experimento 2c foi selecionada para os experimentos combinados com histamina.
Os animais receberdo injecdo intravérmis cerebelar combinada de Salina ou
Eticlopride + Salina ou Histamina (6.8 nmol/0.1pl) (Gianlorenco et al., 2012), cinco

minutos antes de serem submetidos ao protocolo de esquiva inibitéria (Tabela 5).
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Tabela 5: Grupos experimentais — experimento 4b

GRUPOS DROGA 1 DOSE 1 DROGA 2 DOSE 2 N
Controle Salina - Salina - 9
1 Salina - Histamina 6.8 nmol/0.1pl 8
2 Eticlopride 1.32 nmol/0.1pl Salina - 9
3 Eticlopride 1.32 nmol/0.1pl Histamina 6.8 nmol/0.1pl 9

4.8. EUTANASIA

Apos o final dos experimentos, todos os animais receberam uma profunda
dose de anestesia com Cloridrato de Cetamina (300mg/Kg) e Xilazina (30mg/kg). Os
encéfalos foram removidos e armazenados refrigerados imersos em solugéo fosfato
salina por pelo menos 24 horas.

Os encéfalos foram seccionados coronalmente na espessura de 40
micrémetros (um) utilizando um micrétomo de lamina vibratéria (Leica VT 1200S), e
o local de cirurgia foi verificado. O indice de acerto da cirurgia foi de 80%. Animais

com posicionamento incorreto da canula foram excluidos deste estudo.

4.9. PERDAS E EXCLUSOES DE ANIMAIS DO ESTUDO

Durante os experimentos, perdas e exclusdes de animais se deram pelos seguintes
motivos: 1) morte durante ou pds cirurgia; 2) oclusdo da canula; 3) soltura da canula;
4) falha técnica em equipamento de esquiva inibitéria; e 4) posicionamento

inadequado da canula.

4.10. ANALISE DE DADOS
4.10.1. Testes comportamentais

Para os experimentos de desempenho motor e aprendizagem motora, foram
guantificadas as laténcias de queda (Rota-rod) e de cruzamento (trave de equilibrio)
durante os estagios 1, 2 e 3.

Nos experimentos de memodria emocional feitos com o teste de esquiva
inibitéria, foram quantificadas as laténcias de cruzamento do compartimento claro
para 0 compartimento escuro em todas as exposicoes.
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4.10.2. Anaélise estatistica

A andlise estatistica dos dados comportamentais foi feita por meio do
software GraphPad Prism 9.0. Os dados foram analisados pelo método ROUT
(Q=1%) para a identificacdo de possiveis outliers (Zeng et al., 2019). A analise de
variancia de medidas repetidas foi utilizada para comparacdo entre grupos de
laténcia de cruzamento da trave de equilibrio, laténcia de queda do rotarod, e
laténcia de cruzamento para o compartimento escuro do teste de esquiva inibitoria.
O teste post hoc de Tukey foi utiizado em caso de diferencas significativas na
analise de variancia. Em todos os casos, o nivel de significancia adotado foi p <
0,05.

5. RESULTADOS

5.1. EFEITOS DE SUBSTANCIAS DO SISTEMA DOPAMINERGICO
CEREBELAR SOBRE O DESEMPENHO MOTOR E APRENDIZAGEM EM
CAMUNDONGOS

5.1.1. Experimento 1a) Efeitos da microinjecao intravermis cerebelar de

Dopamina sobre o desempenho motor e aprendizagem motora de
camundongos
Os dados de média e desvio padrao de laténcia em segundos de queda do

rotarod e de travessia da trave de equilibrio foram apresentados na tabela 6.

Nenhum outlier foi identificado na analise comportamental em Rotarod, e 9 outliers

foram identificados e removidos na analise comportamental na trave de equilibrio. A

andlise estatistica indicou diferenca significativa em todos o0s grupos entre 0s

estagios, o que infere um aumento na laténcia de queda do Rotarod (Fi.842,49,74 =

1,39; p < 0,0001) e uma diminuicdo no tempo de cruzamento da trave de equilibrio

(F1o284337 = 4,18; p = 0.02) ao longo dos trés estagios. Contudo, ndo houve

diferencas significativas entre os grupos que receberam Dopamina em diferentes

doses e o grupo controle, tanto para as exposi¢oes ao rotarod (Fs27 = 1,74; p = 0.27)
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(Figura 7), quanto a trave de equilibrio (Fs27 = 1,74; p = 0.18) (Figura 8) , indicando
gue a microinjecdo no vermis cerebelar de Dopamina nas doses 0.29, 0.86 e 1.5
nmol/0.1ul ndo apresentou efeitos comportamentais no desempenho motor,

equilibrio e aprendizagem motora em camundongos neste estudo (Tabela 6).

Rotarod
300 . .
= T 0 sa
g 2007 X | @ Dop 0.29 nmol/o. 1l
3 ) i T *I. @ Dop 0.86 nmol/o 1pl
-: T = . @ Dop 1.5 nmolfo 1l
S 100 . 1
o v 4 - .
= T B | .
[ s & -
0 T T
Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3

Figura 7: Média das trés tentativas para cada estagio (pool) com dispersao e erro padrdo da média

para os grupos controle e Dopamina em diferentes doses submetidos ao Rotarod, p = 0.27.
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Trave de equilibrio
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Figura 8: Média das trés tentativas para cada estagio (pool) com dispersao e erro padrdo da média

para os grupos controle e Dopamina em diferentes doses submetidos a trave de equilibrio, p = 0.18.

5.1.2. Experimento 1b) Efeitos da microinjecé&o intravermis cerebelar do
antagonista de receptor dopaminérgico D1 SCH 23390 sobre o
desempenho motor e aprendizagem motora de camundongos

Os dados de média e desvio padrao de laténcia em segundos de queda do

rotarod e de travessia da trave de equilibrio foram apresentados na tabela 6.

Nenhum outlier foi identificado nesse grupo experimental. A analise de variancia

indicou diferenca significativa ao longo dos trés estagios, sugerindo que todos o0s
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grupos apresentaram um aumento na laténcia de queda do Rotarod (Fi.900,45.77 =
20,39, p < 0,0001) e diminuicdo do tempo de travessia da trave de equilibrio
(F1.4944577 = 4,12; p = 0,03). No entanto, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos que receberam o antagonista de receptor dopaminérgico D1 SCH 23390 em
diferentes doses e o grupo controle expostos ao rotarod (Fs23 = 0,44; p = 0.72)
(Figura 9) e a trave de equilibrio (Fs23 = 2,16; p = 0.12) (Figura 10). Esses resultados
demonstram que a microinjegao intravermis cerebelar de SCH 23390 ndo promoveu
alteracbes no desempenho motor, equilibrio e aprendizagem motora de

camundongos nas doses utilizadas (Tabela 6).

Rotarod
3004 - - e, « s & &
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v
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g 1004 . 3 2
c
‘B . B
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0 T T T
Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3

Figura 9: Média das trés tentativas para cada estagio (pool) com dispersao e erro padrdo da média

para os grupos controle e SCH 23390 em diferentes doses submetidos ao Rotarod, p = 0,72.
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Figura 10: Média das trés tentativas para cada estagio (pool) com disperséo e erro padrdo da média

para os grupos controle e SCH 23390 em diferentes doses submetidos a trave de equilibrio, p = 0,12.

5.1.3. Experimento 1c) Efeitos da microinjecao intravermis cerebelar do
antagonista de receptor dopaminérgico D2 Eticlopride sobre o
desempenho motor e aprendizagem motora de camundongos.

Os dados de média e desvio padrao de laténcia em segundos de queda do
rotarod e de travessia da trave de equilibrio foram apresentados na tabela 6. Cinco
medidas outliers foram identificadas e removidas no grupo rotarod, e quatro no
grupo trave de equilibrio. Todos 0s grupos apresentaram um aumento na laténcia de
queda do Rotarod (F1.99352.83 = 53,54; p < 0.0001) e queda no tempo de cruzamento
da trave de equilibrio (F1.s47,49,86 = 7,53; p = 0.001) ao longo dos trés estagios. Nao
foram encontradas diferencas significativas entre 0os grupos que receberam o
antagonista de receptor dopaminérgico D2 Eticlopride em diferentes doses e o0 grupo
controle, para os testes comportamentais em Rotarod (Fs 29 = 0,49; p = 0,69) (Figura
11) e trave de equilibrio (Fs29 = 1,15; p = 0.35) (Figura 12). Esses dados sugerem
que a microinjecdo no vérmis cerebelar de Eticlopride nas doses 0.26, 1.32 e 2.65
nmol/0.1ul ndo interferiu no desempenho motor, equilibrio e aprendizagem motora

de camundongos, nas doses citadas (Tabela 6).
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Figura 11: Média das trés tentativas para cada estagio (pool) com dispersédo e erro padrdo da média

para os grupos controle e Eticlopride em diferentes doses submetidos ao Rotarod, p = 0,69.
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Figura 12: Média das trés tentativas para cada estagio (pool) com disperséo e erro padrédo da média

para os grupos controle e Eticlopride em diferentes doses submetidos a trave de equilibrio, p =

0.35.portugues

Tabela 6: Média da laténcia das trés tentativas para cada estagio (pool) e erro padrdo da média para

0s grupos submetidos ao Rotarod e trave de equilibrio apos microinjecdo de Dopamina (DA), SCH

23390 (SCH), Eticlopride (ETI) ou salina (SAL).
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Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3
Rotarod Trave de Rotarod Trave de Rotarod Trave de
Equilibrio Equilibrio Equilibrio
SAL 36.77 £13.73  41.38+£19.62 107.36 £ 42.60 36.14 + 149.35+34.73 26.51 +
16.21 12.02
DA 0.29 5422 +38.26 35.35+12.78 95.92+22.34 20.87+7.41 182.17+3591 20.60%*6.45
DA 0.86 41.77 +7.42 22.1+8.15 118.62 £ 23.69 9.73+1.58 179.46 £ 28.97 15.91 + 4.65
DA 1.5 84.05 +17.50 17.11 £ 2.96 178.21+£21.95 943+13 209,0+27.78 11.85+2.52
SAL 142.58 £ 38.39 29.47 +7.68 198.59 +£40.82 18.54+4.83 246.9+2557 26.06 +8.22
SCHO0.31 103.28 +32.38 18.91 +2.65 182.32 £ 40.75 14.6 +2.06 211.30+35.08 17.22+4.74
SCHO0.92 96.41+39.74 20.95+ 4.56 223.99+10.01 12.08+3.73 195.61+34.68 10.54+1.12
SCH 154 130.7+30.47 22.83+481 218.15+34.29 13.0+ 3.27 236.39+34.81 27.59+3.64
SAL 130.98 £24.81 14.91+241 190.37 £35.70 12.92+2.70 241.85+35.64 12.83+2.20
ETI 0.26 117.28+£354  17.68 +2.94 208.29+£36.65 12.99+1.83 235.33+33.46 10.22+1.93
ETI 1.32 108.59 £ 24.71 18.90 + 2.93 182.54 £ 32.89 16.95+3.86 197.57+45.24 18.46+2.14
ETI 2.65 66.73+2239 2991+74 173.85+31.21 24.31+843 227.18+31.16 21.31+8.59
5.2. EFEITOS DE SUBSTANCIAS DO SISTEMA DOPAMINERGICO
CEREBELAR SOBRE A MEMORIA EMOCIONAL EM CAMUNDONGOS
5.2.1. Experimento 2a) Efeitos da microinjecao intravermis cerebelar de

Dopamina sobre a memdéria emocional de camundongos

Os dados de média e desvio padrao de laténcia em segundos do cruzamento

para o lado escuro do teste de esquiva inibitéria foram apresentados na tabela 7. Um
outlier foi identificado e removido do grupo experimental. A analise estatistica
identificou que todos os grupos apresentaram um aumento da laténcia de
cruzamento para o lado escuro da caixa ap0s a administracdo do choque nas patas
(Fi37 = 54,12; p < 0.0001), sinalizando o0 sucesso na aquisicdo da memoaria
emocional aversiva. Contudo, ndo houve diferengas entre os grupos que receberam
Dopamina em diferentes doses e o0 grupo controle para a laténcia de cruzamento
(Fs;38 = 2,35; p = 0.09) (Figura 13), indicando que a microinjecao no vérmis cerebelar
de Dopamina nas doses 0.29, 0.86 e 1.5 nmol/0.1ul n&o apresentou efeitos
comportamentais na aquisicdo de memoéria emocional em camundongos neste
estudo (Tabela 7).

45



Esquiva inibitoria
300 4
O sal
= . @ Dop 0.29 nmolio.1pl
s 200 :
§ . @ Dop 0.86 nmolio. 1yl
E T g & ’ @ Dop 1.5 nmalio 1l
100 4 .
: ' 4+
i . B i i
oL i ) i oo |
Estimulo aversivo Teste de aquisi¢do

Figura 13: Média da laténcia de cruzamento com disperséo e erro padréo da média para 0s grupos
controle e Dopamina em diferentes doses submetidos ao teste de esquiva inibitéria, p=0.31.

5.2.2. Experimento 2b) Efeitos da microinjegé&o intravermis cerebelar do
antagonista de receptor dopaminérgico D1 SCH 23390 sobre a
memaoria emocional de camundongos

Os dados de média e desvio padrao de laténcia em segundos do cruzamento

para o lado escuro do teste de esquiva inibitéria foram apresentados na tabela 7.

Dois outliers foram identificados e removidos deste grupo experimental. A

comparacao intragrupo mostrou um aumento da laténcia de cruzamento para o lado

escuro da caixa apés a administracdo do choque nas patas em todos os grupos

(F120 = 21,68; p < 0.0001), sinalizando o sucesso na aquisicdo da memoria

emocional aversiva. Além disso, analise de comparac¢des multiplas revelou uma

diferenca na laténcia de cruzamento ao longo dos trés estagios entre 0s grupos

(F3,31 =4,07; p = 0,01). Contudo, ndo houve diferenca entre os grupos tratados com

SCH 23390 e o grupo controle para a laténcia de cruzamento. Os grupos que

receberam SCH 23390 nas doses mais baixas (0,31 e 0,92 nmol/0,1ul)

apresentaram uma laténcia de cruzamento menor quando comparados ao grupo que

recebeu a dose mais alta de 1,54 nmol/0,1ul (F3,32=1.37; p=0.27) (Figura 14),

(Tabela 7).
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Figura 14: Média da laténcia de cruzamento com disperséao e erro padrdo da média para 0s grupos
controle e SCH 23390 em diferentes doses submetidos ao teste de esquiva inibitéria, p = 0.01. *

Diferenca significativa comparado ao grupo SCH 1,54 nmol/0,1ul.

5.2.3. Experimento 2c) Efeitos da microinjecao intravermis cerebelar do
antagonista de receptor dopaminérgico D2 Eticlopride sobre a
memaoria emocional de camundongos.

Os dados de média e desvio padrao de laténcia em segundos do cruzamento

para o lado escuro do teste de esquiva inibitéria foram apresentados na tabela 7.

Nenhum outlier foi identificado nesse grupo experimental. A andlise estatistica

identificou que todos o0s grupos apresentaram um aumento da laténcia de

cruzamento para o lado escuro da caixa ap6s a administracdo do choque nas patas

(F120 = 64,23; p < 0.0001), sinalizando o sucesso na aquisicdo da memoria

emocional aversiva. Além disso, a ANOVA de medidas repetidas apontou diferencas

para a laténcia de cruzamento entre os grupos (Fs29 = 4,15; p = 0.01). O post hoc de

Tukey identificou que o grupo que recebeu a dose mais alta de Eticlopride de 2.65

nmol/0.1ul apresentou um significante aumento na laténcia de cruzamento quando

comparado ao grupo controle (p = 0.002) e ao grupo que recebeu a menor dose de

Eticlopride 0.26 nmol/0.1ul (p = 0.002) (Figura 15), indicando que a microinje¢cao no

vérmis cerebelar de Eticlopride na dose 2.65 nmol/0.1ul provocou melhora na
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aquisicdo de memoria emocional no teste de esquiva inibitria em camundongos

neste estudo (Tabela 7).
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Figura 15: Média da laténcia de cruzamento com disperséao e erro padrdo da média para 0s grupos

controle e Eticlopride em diferentes doses submetidos ao teste de esquiva inibitéria, * p = 0.01.

Tabela 7: Média da laténcia de cruzamento e erro padrao da média para os grupos submetidos ao

teste de aquisicdo de memodria de esquiva inibitéria apdés microinjecdo de Dopamina (DA), SCH
23390 (SCH), Eticlopride (ETI) ou salina (SAL).

Habituagéo 1 Habituagéo 2 Aquisicédo Teste de aquisi¢ado

SAL 2044 +£3.91 2741 +4.14 21.81+£5.01 115.54 £ 22.40
DA 0.29 46.56 +12.80 23.01+4.92 29.02 £5.87 77.54 +19.29
DA 0.86 51.54 + 15.01 26.45+5.14 23.18+£4.73 81.93+12.45
DA 1.5 33.51 +9.53 20.62 +4.28 1473 £1.58 61.73 + 14.69
SAL 29.05+6.91 27.62 +6.83 2413 +£5.26 86.16 + 22.59
SCH 0.31 34.84 + 7.56 18.09 £ 6.45 22.23+7.38 65.77 £ 31.47*
SCH 0.92 47.29+17.35 20.26+£4.92 18.43 £5.23 61.15 + 26.94*
SCH 1.54 39.95+11.54 1419+ 3.63 23.59+6.64 144.96 £ 40.51
SAL 53.66 £10.39 29.50 + 3.79 24.04 £4.38 102.17 £13.61
ETI 0.26 54,17 £15.71 25.10 + 3.95 16.90 £ 5.90 102.27 £ 30.85
ETI 1.32 25.64 £5.12 28.00 + 4.88 35.61 +10.41 122.96 £ 21.79
ETI 2.65 36.11 +5.61 39.22+7.35 46.76 £ 5.20 199.91 +28.96 *
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5.2.4. Selecao de doses para os experimentos 3a, 3b, 4ae 4b

Os experimentos 1a, 1b, 1c, 2a, 2b e 2c forneceram informacdes sobre a
acédo isolada da microinjecao intravermis cerebelar de Dopamina e de antagonistas
dopaminérgicos D1 e D2 em diferentes doses sobre o desempenho motor,
aprendizagem motora e memoaria emocional de camundongos, descritas nos itens
5.1. e 5.2. deste estudo.

Assim, para a avaliagdo dos efeitos da injecdo combinada de Histamina e
SCH 23390 (antagonista dopaminérgico D1) sobre o desempenho motor,
aprendizagem motora e memaria emocional de camundongos, selecionamos a dose
mais alta e sub-efetiva observada nos experimentos 1b e 2b, de 1.54 nmol/0.1pl.

A avaliagcdo dos efeitos da injecdo combinada de Histamina e Eticlopride
(antagonista dopaminérgico D2) sobre o desempenho motor e aprendizagem motora
de camundongos foi feita com a administracdo da dose mais alta e sub-efetiva do
experimento 1lc, de 2.65nmol/0.1ul. Para avaliagdo dos efeitos combinados de
Histamina e Eticlopride sobre a memoria emocional, utilizamos a dose mais alta e

sub-efetiva do experimento 2c, de 1.32 nmol/0.1ul.

5.3. EFEITOS DA INJECAO COMBINADA DE HISTAMINA E ANTAGONISTAS
DOPAMINERGICOS SOBRE O DESEMPENHO MOTOR E APRENDIZAGEM
MOTORA DE CAMUNDONGOS

5.3.1. Experimento 3a: Efeitos da microinjecao intravermis cerebelar
combinada de Histamina e do antagonista de receptor dopaminérgico
D1 SCH23390 sobre o desempenho motor e aprendizagem motora de
camundongos.

Os dados de média e desvio padrao de laténcia em segundos de queda do
rotarod e de travessia da trave de equilibrio foram apresentados na tabela 8.
Nenhum outlier foi identificado no grupo Rotarod e trave de equilibrio. A analise
intragrupo indicou que todos 0s grupos apresentaram um aumento na laténcia de
gueda do Rotarod (Fz9 = 22,76, p < 0,0001) e de travessia da trave de equilibrio
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(F296 = 13,26; p < 0,0001) ao longo dos trés estagios, indicando aprendizagem
motora dentro do protocolo experimental aplicado.

A andlise de variancia indicou que houve diferenca para a laténcia de queda
do rotarod entre os grupos (Fses = 3,17; p = 0,027), e o teste de comparacdes
multiplas identificou que os grupo que receberam apenas Histamina (6,8nmol/0,1ul)
ou apenas SCH23390 (1,54nmol/0,1ul) ndo apresentaram diferencas do grupo
controle, porém o grupo que recebeu a injecdo combinada de Histamina e
SCH23390 apresentou piora no desempenho e aprendizado motor no rotarod,
representado pelo menor tempo de permanéncia no aparato (p = 0,024) (Figura 16).
N&o houve diferenca entre os grupos na avalicAo de desempenho na trave de
equilibrio (Fse = 2,350; p = 0.07) (Figura 17), porém os valores obtidos na analise
estatistica indicam uma tendéncia ao aumento do tempo de travessia da trave de
equilibrio para o grupo que recebeu a injecdo combinada de Histamina e
SCH233390, indicando uma possivel piora na coordenagdo motora e equilibrio
nesse aparato (Tabela 8).
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Figura 16: Média das trés tentativas para cada estagio (pool) com disperséo e erro padrdo da média

para os grupos submetidos ao Rotarod, p = 0.024.
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Figura 17: Média das trés tentativas para cada estagio (pool) com disperséo e erro padrdo da média

para os grupos submetidos a trave de equilibrio, p = 0.07.

5.3.2. Experimento 3b: Efeitos da microinjecéo intravermis cerebelar
combinada de Histamina e do antagonista de receptor dopaminérgico
D2 Eticlopride sobre o desempenho motor e aprendizagem motora de
camundongos.

Os dados de média e desvio padrao de laténcia em segundos de queda do
rotarod e de travessia da trave de equilibrio foram apresentados na tabela 8.
Nenhum outlier foi identificado nos grupos submetidos ao Rotarod e trave de
equilibrio. A analise estatistica ndo identificou diferenca entre os grupos para a
laténcia de queda do rotarod nos trés estagios (p=0.8), assim como ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos para o tempo de travessia na
trave de equilibrio (p=0.8), indicando que as microinjecdes intravermis cerebelar de
histamina e Eticlopride ndo provocaram efeitos na aprendizagem motora neste
estudo (Figuras 18 e 19) (Tabela 8).
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Figura 18: Média das trés tentativas para cada estagio (pool) com disperséo e erro padrdo da média

para os grupos submetidos ao rotarod, p = 0.08.
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Figura 19: Média das trés tentativas para cada estagio (pool) com disperséo e erro padrdo da média

para os grupos submetidos a trave de equilibrio, p = 0.8.

Tabela 8: Média da laténcia das trés tentativas para cada estagio (pool) e erro padrdo da média para
os grupos submetidos ao Rotarod e trave de equilibrio apés protocolo de microinjecdo combinada de

Histamina e/ou SCH23390; Histamina e/ou Eticlopride.
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Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3
Rotarod Trave de Rotarod Trave de Rotarod Trave de
Equilibrio Equilibrio Equilibrio
SAL+SAL 102,9+19,7 11,8+1,6 198,7 £ 18,2 8,2+0,8 262,7+21,3 68+1,1
SAL + HIS 147,1+£224 112+1,2 228,5+19,5 7,0£0,5 266,2+21,0 7,714
SAL+SCH 156,2+30,6 10,0+0,9 195,5+ 33,1 6,6 £0,6 255,2 + 24,3 49+0,3
HIS+ SCH 89,6 +£24,0 9,4+0,9 180,1+ 24,4 99+1,0 195,7 + 30,1* 88+14
SAL+SAL 104,1+180 119+14 168,0 + 30,9 10,2+ 1,8 198,1 £35,4 9,9+2,0
SAL + HIS 1142+226 124+1,0 127,8 £ 19,2 84+1,2 189,7 + 30,9 6,3+0,7
SAL + ETI 101,2+24,6 13,2+23 130,3 £ 30,0 9,2+0,8 181,0 + 35,8 95+15
HIS + ETI 111,6 +30,6 10,6+0,7 143,3 £ 26,9 7,1+0,5 117,3+ 34,0 7,1+1,0

5.4. EFEITOS DA INJEQAO COMBINADA DE HISTAMINA E ANTAGONISTAS
DOPAMINERGICOS SOBRE A MEMORIA EMOCIONAL DE
CAMUNDONGOS

5.4.1. Experimento 4a: Efeitos da microinjecao intravermis cerebelar

combinada de Histamina e do antagonista de receptor dopaminérgico
D1 SCH23390 sobre a memoria emocional de camundongos.
Os dados de média e desvio padrao de laténcia em segundos do cruzamento

para o lado escuro do teste de esquiva inibitéria foram apresentados na tabela 9.

Nenhum outlier foi identificado nesse grupo experimental. A comparagao intragrupo

mostrou um aumento da laténcia de cruzamento para o lado escuro da caixa apos a

administracao do choque nas patas em todos os grupos (Fi,5s = 75,92; p < 0.0001),

sinalizando o sucesso na aquisicdo da memdria emocional aversiva. A andlise de

comparacdes identificou que ndo houve diferenca na laténcia de cruzamento ao

0,12; p = 0,94). (Figura 20),

indicando que a microinjecdo no vérmis cerebelar de histamina e de SCH23390 nédo

longo dos trés estagios entre os grupos (Fsss =

provocou efeitos na aquisicdo de memaoria emocional neste estudo.
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Figura 20: Média da laténcia de cruzamento com disperséo e erro padréo da média para 0s grupos

submetidos ao teste de esquiva inibitéria.

5.4.2. Experimento 4b: Efeitos da microinjecé&o intravermis cerebelar
combinada de Histamina e do antagonista de receptor dopaminérgico
D2 Eticlopride sobre a memaéria emocional de camundongos.
Os dados de média e desvio padrao de laténcia em segundos do cruzamento
para o lado escuro do teste de esquiva inibitéria foram apresentados na tabela 9.
Nenhum outlier foi identificado nesse grupo experimental. A comparacao intragrupo
mostrou um aumento da laténcia de cruzamento para o lado escuro da caixa apos a
administracdo do choque nas patas em todos os grupos (p < 0.0001), sinalizando o
sucesso na aquisicdo da memoria emocional aversiva. Além disso, a ANOVA de
medidas repetidas apontou diferencas para a laténcia de cruzamento entre 0s
grupos (Fs 31 = 2,55; p = 0.007). O post hoc identificou que o grupo que recebeu a
microinjecdo combinada de Eticlopride e Histamina apresentou um significante
aumento na laténcia de cruzamento na fase de teste pos aquisicdo de memoaria
emocional quando comparado aos grupos gue receberam solucédo salina (p = 0.02),
somente Eticlopride (p = 0,004) e somente histamina (p = 0,005) (Figura 21),

indicando que a microinjecdo combinada de Eticlopride e Histamina no vérmis
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cerebelar provocou melhora na aquisicdo de memaoria emocional no teste de esquiva

inibitéria em camundongos neste estudo.
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Figura 21: Média da laténcia de cruzamento com disperséao e erro padréo da média para 0s grupos

submetidos ao teste de esquiva inibitéria.

Tabela 9: Média da laténcia de cruzamento e erro padrdo da média para os grupos submetidos ao

teste de aquisicdo de memdria de esquiva inibitéria apds protocolos de microinjecdo combinada de

Histamina e/ou SCH23390; Histamina e/ou Eticlopride.

Habituagéo 1 Habituagéo 2 Aquisi¢éo Teste de aquisicdo

SAL + SAL 25,33 +5,99 33,72+10,53 26,05+ 7,60 168,05 + 30,63
SAL + HIS 28,70 £ 5,79 29,02 £ 9,33 31,70+ 8,18 172,75 £ 42,35
SAL + SCH 34,24 + 4,39 29,92 + 9,06 30,42 £ 6,25 192,86 + 32,18
HIS + SCH 40,63 +12,29 37,77 £6,10 20,88 £ 3,11 194,90 + 22,88
SAL + SAL 34,78+ 11,42 23,59 +9,46 18,29 £ 5,55 116,12 + 31,44
SAL + HIS 22,05+ 3,61 19,58 + 1,97 26,10 £ 7,50 95,86 + 27,29

SAL + ETI 38,73 + 8,26 27,28 + 9,48 21,78 £ 5,60 96,55 + 37,20

HIS + ETI 36,33+10,40 24,09 +5,37 34,93 +10,08 213,07 £ 30,39 *

Tabela 10: sintese dos resultados apresentados

Experimento

Farmacos

Aprendizagem motora

Memoria aversiva
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1Ae 22 DOP (0.29,0.86 | Dopamina ndo apresentou efeitos | Dopamina ndo apresentou efeitos
ou 1.5) nas doses utilizadas nas doses utilizadas
1Be 2B SCH (0.31,0.92 | SCH23390 nao apresentou efeitos | SCH233390 ndo apresentou efeitos
ou 1.54) nas doses utilizadas nas doses utilizadas
1Ce2C ETI (026, 1.32 | Eticlopride ndo apresentou efeitos | Dose mais alta de Eticlopride
0u 2.65) nas doses utilizadas provocou melhora da aquisicdo de
memoria aversiva.
3Ae 42 HIS (&.8) Histamina e SCH23390 néo | Histamina e SCH23390 isoladas ou
SCH (1.54) apresentaram efeitos nas doses | combinadas ndo apresentaram
utilizadas. HIS + SCH provocou | efeitos nas doses utilizadas.
piora no desempenho e
aprendizado motor.
3Be 4B HIS (.9) Histamina e Eticlopride isoladas ou | Histamina e  Eticlopride néo
ETI (265132 | combinadas ndo apresentaram | apresentaram efeitos nas doses
efeitos nas doses utilizadas. utilizadas. HIS + ETI provocou
melhora na aquisicdo de memoria
aversiva.

6. DISCUSSAO

Neste estudo, buscamos compreender os efeitos da acdo isolada de
componentes do sistema dopaminérgico cerebelar em diferentes doses sobre a
aprendizagem motora e memoéria emocional de camundongos, assim como
investigar o efeito da interacdo das mesmas drogas em doses sub-efetivas com a
administragdo combinada de histamina intracerebelar. Observamos que a
administragao intravermis cerebelar isolada de Dopamina e SCH 23390 né&o
apresentou efeitos sobre o comportamento motor, aprendizagem motora e memaoria
emocional nesse estudo. A microinjecéo de Eticlopride ndo apresentou efeitos sobre
0 comportamento motor e aprendizagem motora, porém a dose mais alta provocou
melhora na aquisicdo de memoria emocional em tarefa de esquiva inibitoria
(p=0.01). A injecdo combinada de Histamina e SCH23390 nao apresentou efeitos
sobre a aquisicdo de memaoria emocional na esquiva inibitéria. No entanto, animais
que receberam essa combinacdo de drogas apresentaram uma piora no

desempenho e aprendizagem motora. A injecdo combinada de Histamina e
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Eticlopride ndo apresentou efeitos sobre a aprendizagem motora, porém provocou
melhora na aquisicdo de memaoria emocional aversiva.

No que se refere ao papel dos agentes dopaminérgicos no aprendizado
motor, nés observamos que a microinjecdo isolada de diferentes doses de
Dopamina, antagonista dopaminérgico D1 SCH23390, e antagonista dopaminérgico
D2 Eticlopride, ndo provocou mudancas significantes no desempenho motor em
camundongos submetidos aos testes comportamentais Rotarod e trave de equilibrio
ao longo dos trés estagios do protocolo de aprendizagem motora realizado no
presente estudo.

A investigacdo dos efeitos da injecdo combinada de Histamina e/ou
SCH23390, no entanto, mostrou que o grupo que recebeu a injecdo combinada de
Histamina e SCH23390 apresentou piora no desempenho e aprendizado motor,
representado pelo menor tempo de permanéncia no Rotarod, e tendéncia do
aumento do tempo de travessia na trave de equilibrio. A injecdo combinada de
Histamina e/ou Eticlopride n&o apresentou efeitos neste modelo experimental.

Alguns estudos tém investigado o papel do sistema dopaminérgico na funcao
motora. Por exemplo, a administracdo i.p. de antagonistas de receptor D1 foi
relacionada a déficits de coordenacao motora (Avila-Luna et al., 2016), e a auséncia
de receptores D2 leva a severos comprometimentos na coordenacdo motora,
locomocéo e aprendizado motor (Bello et al., 2017; Lim et al., 2019). Além disso, a
administracdo de antagonistas de D1 e D2 no cértex motor prejudica a aquisi¢do de
habilidades motoras e plasticidade sinaptica (Molina-Luna et al., 2009; Rioult-Pedotti
et al., 2015).

Sabe-se que a administracéo intracerebelar de antagonistas D2 apresenta um
efeito imediato de diminuicAo do movimento espontaneo (Boulay et al., 2000;
Waclaw; Maj, 2001; Barik; Beaurepaire, 2005; Kolasiewicz; Ossowska, 2008;
Shimizu et al., 2014), mas nenhum estudo foi encontrado a respeito da influéncia
desses agentes dopaminérgicos intracerebelares no aprendizado motor.

A relacdo entre os sistemas histaminérgico e dopaminérgico vem sendo cada
vez mais investigada. Em uma revisdo de literatura, Brabrant e colaboradores
mostraram que a histamina pode inibir ou estimular o sistema dopaminérgico
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mesencefalico por meio de mecanismos distintos. Em contrapartida, a ativacdo de
receptores D2 parece ser capaz de modular a liberacdo de histamina no hipotalamo
relacionada a comportamentos de recompensa (Brabant et al., 2010).

Em estudos com animais geneticamente modificados para a falta de
histamina, evidenciou-se que a deficiéncia de histamina foi capaz de gerar
modulacdes pré e pos-sinapticas no sistema dopaminérgico estriatal, além de
mudancas no comportamento motor e exploratério, evidenciando a interacdo
histamina-dopamina na via nigroestriatal (Abdurakhmanova et al., 2019; Koski et al.,
2020). De forma semelhante, a falta de receptores histaminérgicos H3 €& um
importante regulador sensoério-motor, capaz de modificar a sinalizacao
dopaminérgica estriatal (Ferrada et al., 2008; Vanhanen et al., 2016).

No que se refere a investigacdo da aquisicdo de memoria aversiva, nés
observamos que camundongos que receberam uma injecao intravermis cerebelar
isolada do antagonista de receptor D2 Eticlopride na dose de 2.65 nmol/0,1ul
apresentaram uma melhora na aquisicdo de memadria emocional, demonstrada pela
supresséo de sua preferéncia inata pelo compartimento escuro do equipamento de
esquiva inibitéria apds a administracdo de choque nas patas na fase de aquisicéo.
Contudo, as doses mais baixas de Eticlopride, e a microinjecdo de Dopamina e
SCH23390 nao apresentaram efeitos no mesmo teste comportamental, amplamente
utilizado para avaliacdo de memoria emocional em roedores (Gold, 1986; Izquierdo,
Medina, 1997; Arawaka, 2019).

Ainda, observamos que a microinjecdo combinada de dose subefetiva de
Eticlopride e Histamina no vérmis cerebelar provocou melhora na aquisicdo de
memoria emocional no teste de esquiva inibitoria quando comparados aos grupos
gue receberam apenas Histamina, apenas Eticlopride, ou apenas solucdo salina. A
combinagdo de Histamina e/ou SCH23390 nao provocou efeitos neste modelo
comportamental.

Teorias recentes sugerem que, assim como o aprendizado motor que ocorre
por meio da integracdo de diferentes estruturas do sistema nervoso central, como
cerebelo, cértex pré-frontal e nacleos da base, o controle psicolégico envolvendo
comportamentos de medo e ansiedade é sinérgico e integrado, no qual diferentes
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estimulos aversivos podem estimular diferentes niveis hierarquicos do sistema
defensivo (McNaughton; Coor, 2004).

Estudos prévios demonstraram que o sistema de neurotransmissao
dopaminérgico tem um papel importante em processos de aprendizagem e memaria
(Saito et al., 2020; Steinberg et al., 2020). Em uma revisédo de literatura, Likktik e
Johansen (2019) apontaram que neurbnios dopaminérgicos tém origem em regides
mesencefalicas, como a area tegmental ventral (VTA) e a substancia negra (SN), e
se projetam para amidala central e lateral, modulando o aprendizado aversivo, por
meio de respostas a situacdes inesperadas e pistas que os predizem. De forma
similar, VTA envia projecdes dopaminérgicas para o cOrtex cerebelar (lkai et al.,
1994) e recebe projecdes provenientes de células de Purkinje (Snider et al., 1976) e
dos nucleos cerebelares (Watabe-Uchita et al., 2012; Carta et al., 2019), o que pode
representar um importante circuito pelo qual o cerebelo modula informacfes de
outras estruturas relacionadas ao sistema limbico (lkai et al., 1996). Além disso, o
cerebelo parece ser capaz de exercer controle inibitorio (Gil-Miravet et al., 2019) e
modular niveis de dopamina no cértex pré-frontal (PFC) (Rogers et al., 2011), uma
estrutura importante para o processamento de memarias aversivas (Canto-de-Souza
et al.,, 2016). Por sua vez, o cortex pré-frontal tem influéncia sobre as projecdes
dopaminérgicas provenientes da VTA que inervam amidala e hipocampo (Izquierdo
et al., 2016). Dessa forma, acreditamos que o circuito cerebelo-VTA-PFC possa ser
um elemento chave na modulagdo de memarias aversivas.

Sabe-se que um estimulo aversivo é capaz de aumentar a ativacao de vérmis
cerebelar (Ernst et al., 2019), mas a forma como o sistema dopaminérgico cerebelar
age no processamento de memoria aversiva € desconhecida. Um recente estudo fez
um mapeamento da tirosina hidroxilase — um precursor de dopamina — em diferentes
regides do cerebelo, incluindo o vérmis cerebelar. Os autores mostraram que a
sinalizacdo catecolinérgica, dentro de um subconjunto de células de Purkinje, pode
modular o condicionamento aversivo sem afetar a funcdo motora grossa no teste em
Rotarod (Locke et al., 2020). Baseado nesses achados e nos resultados do presente
estudo, acreditamos que o receptor dopaminérgico D2 possam exercer um papel na
modulacéo cerebelar de memdéria emocional.
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Mesmo que a microinjecdo intravermis cerebelar de Dopamina e do
antagonista dopaminérgico D1 SCH23390 n&o tenham provocado mudancas
comportamentais significativas no protocolo de avaliacdo de memdria aversiva por
meio da esquiva inibitéria no presente estudo, seus efeitos ndo podem ser
negligenciados. A dose mais alta de Dopamina levou a uma diminuicdo de
aproximadamente 46% na média de laténcia de cruzamento para o compartimento
escuro quando comparado ao grupo controle, enquanto a dose mais alta de
SCH23390 causou um aumento de cerca de 40% na mesma variavel em
comparacao ao grupo controle. Dessa forma, interpretamos que os dados obtidos
neste estudo ndo podem excluir completamente a possibilidade de participacdo dos
receptores dopaminérgicos D1 na aquisicao de memdéria aversiva.

De acordo com Fujita e colaboradores (2020), o vérmis cerebelar possui
diversos mddulos ao longo dos diferentes lobulos, que podem se conectar com
diferentes nucleos e de diferentes formas no tronco encefélico, facilitando uma
variedade de funcdes. Acreditamos que o cerebelo € uma estrutura chave na
modulacdo do comportamento adaptativo. Nossa hipétese é que o cerebelo — por
meio de suas conexdes com outras estruturas do SNC, e se valendo de suas
projecbées dopaminérgicas e histaminérgicas — pode atuar produzindo ajustes
comportamentais de forma semelhante ao mecanismo utilizado para o ajuste de

movimentos.

7. CONCLUSAO

Neste estudo identificamos que a administracdo de dopamina nas doses 0.29,
0.86 e 1.5 nmol / 0.1pl, antagonista de receptor dopaminérgico D1 SCH233390 nas
doses 0.31, 0.92 e 1.54 nmol / 0.1pl, antagonista de receptor D2 Eticlopride nas
doses 0.26, e 1.32 nmol / 0.1ul doses nao provocaram efeito comportamental nos
modelos experimentais utilizados.

Ainda, identificamos que a administracdo de combinada de Histamina na dose
na dose 6.8nmol/0.1pl foi capaz de potencializar a acado de doses sub efetivas dos
antagonistas dopaminérgicos D1 e D2 em diferentes modelos experimentais, o que
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fortalece a hipotese de acdo conjunta desses sistemas no processamento de
funcbes motoras e ndo motoras. Receptores D1 parecem ser predominantemente
relacionados a processos de aprendizagem motora, enquanto receptores D2
parecem ser predominantemente relacionados ao processamento de memorias
aversivas. Contudo, o circuito cerebelar envolvido no processamento de tais funcdes

precisa ser melhor investigado.
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