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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi investigar o papel dos receptores
histaminérgicos H; sobre o déficit de evocacdo da memdria emocional induzido pela L-
histidina. Para essa investigacéo, foi verificado o efeito da Clorfeniramina (CPA), antagonista
H;, administrada na amidala, sobre a ansiedade e a evocacdo da memoria emocional em
camundongos submetidos ao labirinto em cruz elevado (LCE). Foram utilizados 117
camundongos machos da cepa Sui¢o-Albino, pesando entre 25 e 32 g. O teste comportamental
foi realizado em dois dias consecutivos: teste 1 (T1) e teste 2 (T2). Em ambos os dias, as
drogas foram administradas pré-teste. Os animais receberam injecéo intraperitoneal (i.p) de L-
histidina (LH), precursor histaminérgico, na dose de 500mg/kg, e duas horas depois
receberam injecdes na amidala (i.a) de SAL ou CPA, nas doses de 0,016nmol/0,1 pl;
0,052nmol/0,1pl e 0,16 nmol /0,1ul. Apos cinco minutos da injecdo central os animais foram
expostos ao LCE. Para cada dose de CPA administrada os animais foram divididos
aleatoriamente em 4 grupos experimentais de acordo com o tratamento farmacoldgico:
controle (injecdo i.p SAL e i.a SAL); LH-SAL (injecdo i.p LH e i.a SAL); SAL-CPA (injecédo
I.p SAL e i.a CPA); LH-CPA (injecéo i.p LH e i.a CPA). Os dados foram analisados usando a
ANOVA de duas vias e o teste post hoc de Fisher LSD. A injecdo i.p de LH e a infusdo de
CPA ndo induziram diferengas significativas entre os grupos em T1 para as medidas de
ansiedade (%entradas nos bracos abertos, %EBA; % tempo gasto nos bracos abertos, % TBA),
nas diferentes doses de CPA utilizadas (ANOVA, p > 0.05), indicando que as drogas néo
induziram efeitos nas medidas de ansiedade. Em T2 houve uma reducdo significativa na
exploracdo dos bracos abertos (%EBA e %TBA) em relacdo a T1, para 0s grupos controle e
SAL-CPA nas doses de CPA de 0,016 nmol e 0,052 nmo/0,1 ul (p < 0,05), sugerindo uma
evocacdo da aprendizagem aversiva relacionada aos bracos abertos. Os grupos LH que
receberam infusdo de SAL (LH-SAL) ou CPA (LH-CPA) nao diminuiram significativamente
as %EBA e %TBA (ANOVA, p > 0,05) nas trés doses de CPA. Adicionalmete, na maior dose
de CPA (0,16 nmol/0,1 pl), apenas o grupo controle diminuiu as %EBA e %TBA (p < 0,05)
em T2. Nd houve mudancas significativas nas entradas dos bragos fechados (EBF)
(ANOVA, p > 0,05), medida representativa da atividade locomotora dos animais. N0ss0S
resultados sugerem que a L-histidina e os receptores H; presentes na amidala ndo participam
dos estados de ansiedade, mas estdo envolvidos no comprometimento da memdria emocional
em camundongos reexpostos ao LCE.

Palavras-chave: camundongos, ansiedade, memdria emocional, clorfeniramina, amidala,
labirinto em cruz elevado.



ABSTRACT

This study investigated the role of H; amygdala receptors in state-dependent
memory deficits induced by L-histidine (LH).To address this question, we investigated the
effects of H; antagonist chlorpheniramine (CPA) microinjected into the amygdala on anxiety
and emotional memory retrieval in mice submitted to the EPM. Experimental subjects were
117 adult male Swiss mice weighing 25-32g at testing. Tests using an elevated plus-maze
(EPM) were performed on two consecutive days: Trial 1 (T1) and Trial 2 (T2). Before each
trial, mice were intraperitoneally (IP) injected with LH (500mg/kg), a histaminergic
precursor. Two hours later, they were microinjected with chlorpheniramine (CPA; 0.016,
0.052, or 0.16 nmol/ 0.1 pl), or saline (SAL) into the amygdala, and five minutes later re-
exposed to the EPM. For each CPA dose administered, the animals were randomly assigned
to four groups based on drug treatment: control (i.p injection and i.a SAL), LH-SAL (i.p
injection LH and i.a SAL), SAL-CPA (i.p injection SAL and i.a CPA) and LH-CPA (i.p
injection of LH and i.a CPA). The data were analyzed using two-way analysis of variance
(ANOVA) and Fisher LSD tests. IP injection of LH and microinjection of CPA into the
amygdala did not induce significant T1 differences between groups for percentages of open
arm entries (%OAE) or open arm time (%OAT) (ANOVA, p > 0.05), which indicated that the
drugs did not affect anxiety. In T2, the control group and the groups that received IP injection
of SAL and an 0.016- or 0.052-mnol infusion of CPA (SAL-CPA) demonstrated significant
reductions in open arm exploration (%OAE and %OAT) (p < 0.05), suggesting a retrieval of
aversive information concerning the open arms. Importantly, the LH groups that received an
injection of SAL (LH-SAL) or CPA (LH-CPA) did not exhibit decreased open arm activity;
no significant differences in %OAE and %OAT (p > 0.05) were observed between T1 and T2,
suggesting that the LH-induced deficit in emotional memory retrieval was not reversed by
CPA injection. Furthermore, animals that received IP injections of SAL and 0.16 nmol
infusion of CPA (SAL-CPA) did not exhibit decreased open arm exploration in T2 compared
to T1 (p > 0.05). No significant changes were observed in the number of enclosed arm entries
(EAE), an EPM index of general exploratory activity. Taken together, these results suggest
that the Hy receptors in the amygdala are not implicated in anxiety-like behaviors but are
involved in emotional memory deficits induced by the T1/T2 EPM protocol in mice.

Keywords: mice; anxiety, emotional memory, chlorpheniramine, amygdala, elevated plus-
maze;



LISTA DE FIGURAS

Pag

Figura 1. Divisdo nuclear e subdivisdes da amidala de rato...........c.ccccevvrerererninncnns 16

Figura 2. (A) Figura esquematica da distribuicdo das fibras nervosas histaminérgicas nos
encéfalos de ratos (seccdo sagital). (B) Sistema neural histaminérgico no encéfalo de
PUIMENOS. ...ttt bbb bbb et e b et sbenbenbesbeareereas 20

Figura 3. Labirinto em cruz elevado.............ccooviieiie e 30

Figura 4. Representacdo esquematica dos locais de injecdo dentro da amidala de
camundongo. Os cortes estdo entre -1.06 mm e -1.46 mm do bregma de acordo com o
Atlas de Franklin e Paxinos (2001). O numero de pontos € menor do que o total de
camundongos devido @ SODrEPOSICAD. .........ccvveiiiiiiiece e 33

Figura 5. Efeitos da injecdo i.p de LH (500mg/kg) e intra-amidala (i.a) de SAL ou CPA
(0,016 nmol/0,1 ul) nas porcentagens de entradas (%EBA) (A) e tempo gasto nos bracos
abertos (%TBA) (B) durante T1 e T2 no LCE. Ambas as drogas foram administradas
antes do teste. Grupos: controle: SAL-SAL (injecdo i.p e i.a de SAL); LH-SAL (injecédo
i.p de LH e i.a de SAL); SAL-CPA (injecdo i.p de SAL e i.a de CPA) e LH-CPA (injecédo
i.p de LH e i.a de CPA). * p< 0,05, para T1 comparado com T2. (ANOVA seguida do
TESLE 08 FISNET LSD)......eiiiiiiiiiiiieiieiee ettt 37



Figura 6. Efeitos da injecdo i.p de LH (500mg/kg) e intra-amidala (i.a) de SAL ou CPA
(0,052 nmol/0,1 ul) nas porcentagens de entradas (% EBA) (A) e tempo gasto nos bracos
abertos (%TBA) (B) durante T1 e T2 no LCE. Ambas as drogas foram administradas
antes do teste. Grupos: controle: SAL-SAL (injecdo i.p e i.a de SAL); LH-SAL (injecdo
i.p de LH e i.a de SAL); SAL-CPA (injecdo i.p de SAL e i.a de CPA) e LH-CPA (injecéo
i.p de LH e i.a de CPA). * p< 0,05, para T1 comparado com T2. (ANOVA seguida do
teSte de FISNEN LSD)....c.eiiiecie ettt et nneens 41

Figura 7. Efeitos da injecdo i.p de LH (500mg/kg) e intra-amidala (i.a) de SAL ou CPA
(0,016 nmol/0,1 ul) nas porcentagens de entradas (% EBA) (A) e tempo gasto nos bracos
abertos (%TBA) (B) durante T1 e T2 no LCE. Ambas as drogas foram administradas
antes do teste. Grupos: controle: SAL-SAL (injecdo i.p e i.a de SAL); LH-SAL (injecdo
i.p de LH e i.a de SAL); SAL-CPA (injecdo i.p de SAL e i.a de CPA) e LH-CPA (injecéo
i.p de LH e i.a de CPA). * p< 0,05, para T1 comparado com T2. (ANOVA seguida do
teSte de FISNEr LSD).......iciiii ettt 45



LISTA DE TABELAS

Pag

Tabela 1. Grupos Experimentais submetidos ao LCE- tratamento pré-T1 (exposicao) e
pré- T2 (reexposicdo) de injecdo i.p LH (500mg/kg) e central de SAL ou CPA.............. 31

Tabela 2. Efeitos da injecdo i.p de LH (500mg/kg) e da infusdo de CPA (0,016nmol) na
amidala, ambas as drogas administradas pré-teste, nos comportamentos de camundongos
eXPOoStos € reexXPosStos @0 LCE. ... 39

Tabela 3. Efeitos da injecdo i.p de LH (500mg/kg) e da infusdo de CPA (0,052nmol) na
amidala, ambas as drogas administradas pré-teste, nos comportamentos de camundongos
eXPOStOSs € reeXPoStoS 0 LCE........coiii i 43

Tabela 4. Efeitos da injecéo i.p de LH (500mg/kg) e da infuséo de CPA (0,16 nmol) na
amidala, ambas as drogas administradas pré-teste, nos comportamentos de camundongos
eXPOStos € reexXPostos @0 LCE. ... 47



LISTA DE ABREVIATURAS

ACh
AV
BAs
CaMKIlI
BL
CPA
EBF
EBA
% EBA
ET
GABA
HA

i.p
LCE
LH
NE
™
LTP
PKA
PKC
Sal

SNH

Acetilcolina

Via amidalofugal ventral
Bracos abertos

Proteina cinase Il dependente de célcio e calmodulina
Basolateral

Clorfeniramina

Entrada nos bracos fechados
Entradas nos bragos abertos
% entradas nos bragos abertos
Estria terminal

Acido gama-aminobutirico
Histamina

Intraperitoneal

Labirinto em cruz elevado
L-histidina

Norepinefrina

Nucleo tuberomamilar
Potenciacgéo de longa duragéo
Proteina cinase A

Proteina cinase C

Salina

Sistema neural histaminérgico



SNC  Sistema nervoso central

T1 Teste 1

T2 Teste 2

TBA  Tempo nos bragos abertos
%TBA % tempo nos bragos abertos
TBF  Tempo no brago fechado

TC Tempo no centro



SUMARIO

1 INTRODUCAO 13
1.1 A mem©ria e as emocdes 13
1.1.1 Amidala 14

1.2 Memoria emocional: modulagdo na amidala 17
1.3 Sistema neural histaminérgico 20
1.4 Papel dos receptores histaminérgicos H; sobre os comportamentos emocionais. ____ 23
1.5 Modelo experimental: labirinto em cruz elevado 24
2 OBJETIVOS 27
3 MATERIAIS E METODOS 28
3.1 Sujeitos experimentais 28
3.2 Drogas 28
3.4 Aparato e Procedimento geral 29
3.5 Tratamento farmacoldgico 30
3.6 Analise comportamental 31
3.7 Histologia 32
3.8 Andlise estatistica 33
3.9 Etica 34

4 RESULTADOS 35

4.1 Efeito da injecdo i.p LH (500mg/kg) e da infuséo intra-amidala de SAL ou CPA (0,016
nmol/0,1 ul) nos comportmentos de camundongos expostos (T1) e reexpostos (T2) ao LCE._ 35

4.2 Efeitos da injecdo i.p de LH (500mg/kg) e infusdo intra-amidala de SAL ou CPA (0,052

nmol/0,1 1) nos comportamentos de camundongos expostos e reexpostos ao LCE. 40
4.3 Efeitos da injecdo i.p de LH (500mg/kg) e infusdo intra-amidala de SAL ou CPA (0,16
nmol/0,1 1) nos comportamentos de camundongos expostos e reexpostos ao LCE. 44
5. DISCUSSAO 48
5.1 Efeitos da administragéo i.p de LH (500mg/kg) e da infuséo de SAL ou CPA nas doses de
0,016nml; 0,052 nmol; 0,16 nmol/0,1 sobre as respostas de ansiedade. 48
5.2 Modelos experimentais e memdria emocional: modulagdo da amidala. 50
5.3 Efeitos da administragéo i.p de L-histidina e da microinfuséo de CPA (0,016nml; 0,052
nml; 0,16nmol) sobre a memaoria emocional. 52

5.4 Interacgdo do sistema histaminérgico e colinérgico na modulacdo da memaria emocional 54



5.5 Modulacao tonica do sistema histaminérgico nos comportamentos emocionais.
6. CONCLUSAO

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

55
58

59



13

1 INTRODUCAO

1.1 A memoria e as emogdes

A memoria é um processo cognitivo critico para se estabelecer uma identidade
como individuo, ou seja, ela nos ajuda a definir quem somos. Além disso, é através da
memoria que percorremos 0s Varios caminhos, nos quais, nossas experiéncias passadas sdo
usadas para interpretar e agir sobre nossas experiéncias futuras (CURRAN & MINTZER,
2006). O arquivo de informacgdes que possuimos e a facilidade em acessa-lo através da
memoria sdo vitais para que possamos interpretar o que acontece em nossa volta, e tomar
decisdes. Portanto, qualquer déficit no processamento da memoria, seja por razdes naturais,
como no envelhecimento, ou devido as doencas degenerativas, como ocorre na doenca de
Alzheimer, compromete a capacidade de intera¢cdo com o mundo (HASS & CANLLI, 2008).

InvestigacBes sistematicas em relacdo as regifes encefélicas que estariam
envolvidas com as emoces tiveram inicio no século XX. O anatomista James Papez (1883-
1953) foi um dos pesquisadores que propds, em 1837, a primeira teoria sobre um circuito
neural que constituiria o substrato para a expressao e a experiéncia emocional. O circuito
proposto por Papez era formado por estruturas interligadas, como o hipocampo, 0s corpos
mamilares, os nlcleos talamicos anteriores, e o giro do cingulo. O hipotalamo era o elemento
fundamental para a expressdo emocional, enquanto o giro do cingulo era considerado como
uma area cortical receptiva para as experiéncias emocionais. MacLean (1952) introduziu na
literatura a expressdo sistema limbico, que incluiria as estruturas inicialmente propostas por
Papez, e outras regifes, como a amidala, o septo, e o cortex pré-frontal. Atualmente, a
expressdo sistema limbico continua sendo usada e se refere a um conjunto de estruturas
encefélicas que participa da coordenagdo subjetiva e comportamental das emocGes
(CANTERAS & BITTENCOURT, 2008).

Ultimamente, uma atencdo consideravel tem sido direcionada para o
entendimento do impacto das emocOes nos sistemas cerebrais envolvidos com o
processamento da memoria. Estudos comportamentais apontam uma associacdo entre as

emocdes e a memoria, demonstrando forte ligagdo entre diferentes estados emocionais e 0
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armazenamento, consolidacdo e a evocacdo das memorias (HASS & CANLI, 2008). Segundo
Damésio (1996), “A emo¢ao modula constantemente a forma como os dados e os
acontecimentos sdo guardados na memoria”. Quando uma pessoa Vvivencia mudancgas no seu
estado emocional ou humor, ha mudancas concomitantes na sua maneira de processar as
informagdes provenientes do meio externo. Assim, a memoria para eventos com um forte
componente emocional torna-se mais eficiente em termos adaptativos, em relacdo aquelas
para eventos neutros, uma vez que estimulos emocionais apetitivos (recompensa) ou aversivos
(defesa contra um perigo e luta com um predador) mostram-se essenciais para a sobrevivéncia
do individuo e de sua espécie (QUEVEDO et al, 2003; LEDOUX, 2000). Por outro lado, nas
desordens emocionais, como no estresse pds-traumatico, ocorre uma persisténcia de eventos
das memorias traumaticas vivenciadas (BREWIN et al. 2007). Segundo Gerritsen et al (2011),
a recordacdo persistente das memorias com valéncia emocional negativa parece estar
associada ao estado de humor. Individuos com estado de humor deprimido apresentam uma
tendéncia a se lembrarem de recordagdes tristes ou pessimistas mais facilmente. Além disso,
a vivéncia constante de memodrias com cunho negativo tem sido considerada um dos
principais indicios para o desenvolvimento da depresséo.

Dentre as regides cerebrais envolvidas com a modulacdo das emogdes no
processamento da memoria, encontra-se 0 complexo amidaloide. Estudos realizados em
humanos por Gerritsen et al (2011) mostraram que individuos saudaveis ndo depressivos com
uma tendéncia maior a lembrancas de memdrias negativas apresentavam um volume maior da
amidala e volume menor do hipocampo ao exame de ressonancia magnética. Estudos prévios
em roedores sugerem uma influéncia da estimulacdo emocional na memoria através de
mecanismos neurobiolégicos na amidala, além da sua interacdo com outras regifes cerebrais,
como por exemplo, o hipocampo, nos mecanismos de memoria (RICHARDSON et al., 2004;
ALVAREZ & RUARTE, 2002).

1.1.1 Amidala

O estudo das emocbes em neurociéncias tornou-se possivel através do
mapeamento dos sistemas neurais envolvidos nas respostas emocionais (PESSOA, 2008).
Paralelamente, investigacdes comportamentais tém identificado a amidala como uma estrutura
chave nos mecanismos neurobioldgicos das emocgOes, e apontam para a modulacdo dos

nacleos da amidala, principalmente o ndcleo BL, nos comportamentos emocionais
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(MCGAUGH, 2004; KNAPSKA et al, 2007; SAH et al., 2003). Os estudos de Knapska et al
(2007) e Sah et al (2003) sugerem, ainda, a presenga de circuitos inter e intra-neurais, nessa
estrutura, essenciais no processamento da memaoria emocional.

A amidala é considerada, dentre outras regifes do sistema nervoso central
(SNC), uma estrutura importante na aquisi¢cdo e no armazenamento da memdria emocional,
uma vez que participa das intermediagOes entre as informacgdes sensoriais e as respostas
comportamentais e fisiologicas, principalmente, durante as experiéncias emocionais
(MCNAUGHTON & CORR, 2004; KNAPSKA et al., 2007). Estudos comportamentais
sugerem a participacdo da amidala nos processos gerais relacionados com as emocoes:
expressao facial (VICTOR, et al., 2010), comportamento sexual (MARAS & PETRULIS,
2010) e no estresse poOs-traumatico (SHIN & LIBERZON, 2010). Além das funcdes
relacionadas com as emoc0es, varios estudos apontam para a contribuicdo da amidala na
modulagdo dos processos cognitivos, particularmente na aprendizagem emocional (PARE et
al., 2004; EHRLICH et al., 2009), e tomada de decisdo (GUPTA et al., 2011).

Em relacdo a sua anatomia, a amidala € um complexo de nucleos localizado na
porcdo antero-medial de cada lobo temporal. Apresenta forma de améndoa e é composta por
aproximadamente treze nucleos (complexo amidaloide), cada um com sitio distinto de
conexdo no encéfalo humano e de outras espécies animais. Os nucleos da amidala sdo
divididos em subdivisdes que apresentam extensivas conexdes internucleares e intranucleares.
Esses nucleos e os subndcleos sdo diferenciados conforme a sua citoarquitetura, histoquimica
e, nas suas conexdes (SAH et al., 2003).

Segundo a nomenclatura proposta por Knapska (2007) os nucleos da amidala
sdo divididos em grupos especificos (FIGURA 1):

- grupo centromedial (nucleos: central e centromedial);
- grupo profundo ou basolateral (nucleos: lateral, basal e basal acessorio);
- grupo superficial ou cortical ( nucleos: cortical e trato olfatério lateral);

Além dos grupos acima citados, 0s mesmos autores sugerem, ainda, um grupo
de nucleos separados, que ndo se enquadram dentro das divisdes propostas, e sdo
denominados de massas celulares intercaladas e area amidala hipocampal (PARE et al., 2004;
KNAPSKAS, 2007).



16

U e

medal «f ) laters

FIGURA 1. Diviséo nuclear e subdivisdes da amidala de
rato. Os nucleos amidalares séo divididos em 3 grupos: o
centromedial (laranja), profundo ou basolateral (verde) e
cortical (marrom). Na regido cinza escuro os nucleos
intercalados estdo indicados. CEc, nulcleo central
subdivisdo nuclear; CEL, nucleo central, subdivisdo
lateral; CEM nucleo central, subdivisdo medial; Coa,
nucleos cortical, subdivisdo anterior; COp, n0cleo
cortical, subdivisdo posterior; BOT, ntcleo vermelho do
trato  olfatério; Bi, nlcleo basal, subdivisdo
intermediaria; Bpc, nacleo  basal, subdivisdo
parvocelular; BMmc, nucleo basomedial, subdiviséo
magnoceular; BMpc, nucleo basomedial, subdivisdo
parvocelular; Ld, nicleo lateral, subdivisdo dorsal; Lvm,
nucleo lateral subdivisdo ventromedial; Lvl, ndcleo
lateral, subdivisdo ventrolateral; Md, nlcleo medial,
subdivisdo dorsal; Mv, nicleo medial, subdivisdo
ventral; In, nucleo intercalado; Pir, cortex piriforme.
Fonte: KNAPSKA, 2007.

Segundo Kalin (2004) e Sah et al (2003), a amidala participa de uma rede
neural bem organizada, conectando-se com estruturas mesencefalicas e prosencefalicas. As
aferéncias que chegam a amidala, principalmente nos nucleos basolaterais (BL), podem ser
divididas em aquelas provenientes do cortex cerebral e tdlamo, fornecendo informagfes das
areas sensoriais, e das estruturas relacionadas com os sistemas de memdria; enquanto aquelas
provenientes das estruturas prosencefalicas, como o hipotalamo e o tronco cerebral, carregam
informagdes comportamentais e dos sistemas autondmicos. Essas aferéncias projetam-se de
forma especifica para os nucleos do complexo amigdaloide, e as interconexdes dentro da
amidala permitem a integracdo das informacOes provenientes principalmente do coértex

sensorial, através de conexdes glutamatérgicas.
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Os nucleos amidaloides emitem eferéncias através da via amidalofugal ventral
(AV) e a estria terminal (ET), que sdo os dois principais feixes de fibras que conectam a
amidala com outras areas encefalicas (KNAPSKA et al, 2007). Os feixes de fibras da ET
surgem principalmente dos nacleos do grupo corticomedial e emitem fibras para estruturas
subcorticais como hipotalamo ventromedial, septo, e area pré-Optica medial (LEONARD &
SCOTT apud Knapska et al, 2007); enquanto a via AV apresenta-se difusa, permitindo a
conexdo entre 0s nucleos basolaterais da amidala, com o talamo, hipotalamo, septo, ndcleo
acumbente, giro parahipocampal, cortex cingular e orbitofrontal. Adicionalmente, a area
perirrinal juntamente com o cortex frontal recebe aferéncias dos ndcleos amidaloides. Outra
via eferente de extrema importancia parte do complexo BL e apresenta substancial projecédo
para o lobo temporal medial, regido responsavel pela mediacdo dos mecanismos de memoria
(KNAPSKA et al, 2007).

Ainda, segundo Price (2003), a abordagem funcional permite dividir as

conexdes do complexo amidaloide em trés principais sistemas:

1) sistemas de entradas (aferéncias) sensoriais: proporciona informacdes
sensoriais para a amidala, modulando o processamento sensorial, composto
principalmente de projecdes reciprocas entre a amidala com o cortex
olfatorio e vias ascendentes viscerais;

2) sistemas de saidas (eferéncias); do complexo amidaloide para o hipotdlamo
e estruturas do tronco encefélico, que modulam as fungdes viscerais
relacionadas a significancia emocional provenientes dos estimulos internos
e externos;

3) sistemas de conexdes: conexdes da amidala com areas do cértex pré-frontal
ventromedial, insular e temporal, assim como, nucleos talamicos mediais e
nacleos da base. Essas conexdes permitem que essa estrutura participe
diretamente da regulacdo dos comportamentos emocionais, e influencie

respostas motoras somaticas;

1.2 Memoria emocional: modulacdo na amidala
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O progresso das pesquisas em areas mais especificas como a biologia celular
tem permitido uma visdo mais abrangente dos principais mecanismos envolvidos com o
processamento da memoria, como por exemplo, a influéncia da liberacdo de hormonios e a
expressao de proteinas, relacionados com a formacdo e a evocacdo da memoria durante
experiéncias com alto estimulo emocional (HU et al., 2007).

Estudos comportamentais tém investigado o envolvimento da amidala em
mediar os efeitos da liberacdo de hormonios durante situacfes de estresse, sugerindo que
varios sistemas neuromodulatorios regulam os processos de memoria (MCGAUGH, 2004).
Dentre os sistemas envolvidos com a expressdao dos comportamentais emocionais estdo 0s
adrenérgicos (epinefrina e norepinefrina), e os horménios esteroides (cortisol/corticosterona).
Além disso, evidéncias comportamentais sugerem que a amidala facilita os processos
emocionais através das acOes integradas comuns a ativacao noradrenérgica e colinérgica dos
ndcleos BL, e ainda, dos nucleos do tronco encefalico e do locus coeruleos promoveriam a
ativacdo direta da amidala mediada pela norepinefrina (MCGAUGH, 2004). Durante a
estimulacdo emocional, a Norepinefrina (NE) é liberada por neurdnios provenientes do locus
coeruleos e area tegmentar lateral do tronco. Esses neurdnios enviam projecoes para regides
encefélicas envolvidas na formacdo da memaria, como o hipocampo e a amidala, indicando a
participacdo da estimulacdo adrenérgica na expressao da memoria emocional (MCGAUGH,
2004). Estudos conduzidos por Mcgaugh & Roozendaal (2002) mostraram que a liberacao de
NE e a ativacdo de receptores adrenérgicos na amidala basolateral sdo criticas para a
regulacdo dos hormonios liberados durante as experiéncias emocionais, promovendo uma
modulagdo nos mecanismos da memoria emocional em animais e humanos. Resultados
semelhantes foram encontrados por Roozendaal et al (2008), que demonstraram um efeito
facilitatério da NE administrada na amidala de ratos, na consolidacdo da memdria no teste de
reconhecimento de objetos. Outros estudos mostraram que a administracdo de antagonistas
adrenérgicos na amidala prejudica os processos de memoria (FERRY et al. 1999; HATFIELD
& MCGAUGH, 1999). Portanto, os estudos acima citados indicam um importante papel da
ativacdo noradrenérgica na amidala na modulacdo dos mecanismos da memdria emocional.

Paralelamente aos efeitos na formag¢do da memoria, a NE e a estimulacdo f-
adrenérgica desempenham uma modulacdo determinante sobre a indugdo da potenciacdo de
longa duragdo (LTP). Esse mecanismo consiste de uma intensificagdo duradoura da
magnitude da resposta sindptica de um neurdnio, apos uma estimulacdo aferente de alta
frequéncia. Além disso, investigagdes mostram que a LTP é uma importante forma de

plasticidade sinéptica, portanto, um substrato celular nos mecanismos de memdria (LYNCH,
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2004; HAAS et al., 2008). Adicionalmente, dentre os mecanismos envolvidos na plasticidade
sinaptica via LTP encontram-se a estimulacdo dos receptores glutamatérgicos (NMDA), o
influxo de célcio na espinha dendritica pds-sinaptica, e finalmente a ativacdo de proteinas
cinases relacionadas a plasticidade, como por exemplo, a proteina cinase Il dependente de
calcio e calmodulina (CaMKII), a proteina cinase A (PKA), e a proteina cinase C (PKC)
(LYNCH, 2004; HAAS et al, 2008).

Além da NE, a histamina também facilita a LTP através da ativacdo dos
receptores H;, promovendo o aumento dos niveis de calcio intracelular, e a subsequente
ativagcdo da PKC, ambos requeridos na inducdo da LTP (HAAS et al., 2008). Estudo in vitro
conduzido por Jiang et al (2005) sugere que a histamina pode aumentar a transmissao
sinaptica excitatoria na amidala, e, ainda, que esta modulacdo da atividade neuronal esta
relacionada com os processos fisiologicos e patofisiolégicos mediados por essa estrutura,
como a aprendizagem emocional e as desordens afetivas. Desta forma, o sistema neural
histaminérgico (SNH) participa do processamento da memdria emocional, através da
plasticidade sinaptica, em regides do SNC relacionadas com as emocdes, como por exemplo,
a amidala.

Como mencionado acima, a participa¢do da amidala num circuito neural bem
organizado, permite-lhe integrar e coordenar as principais atividades sensoriomotoras,
atuando efetivamente na modulagéo dos estados emocionais (MISSLIN, 2003). Por exemplo,
em ambas as situacdes de medo e ansiedade, o0 complexo amidaloide é a estrutura alvo para 0s
estimulos ameacadores, além de ser o local onde o sistema septo-hipocampal age para
aumentar o valor emocional de tais estimulos levando assim a inibicdo comportamental
(MCNAUGHTON & CORR, 2004). Além disso, essa estrutura parece representar o local
para a integracdo das informacGes sensoriais polimodais, participa efetivamente nos processo
de memoria através do armazenamento das informacdes adquiridas durante as experiéncias
emocionalmente relevantes (MCGAUGH et al., 2004). Adicionalmente, integra o circuito
neural relacionado com o estresse (CUI et al., 2008), e ndo apenas detecta e organiza as
respostas ao perigo, mas também, é o centro de aprendizagem para novas ameacas (LABAR,
1996).

O processamento da memoria emocional € mediado pelo complexo amidaloide
sob a influéncia de diversos sistemas de neurotransmissores, como 0 adrenérgico e 0
colinérgico (MCGAUGH, 2004; DEBIEC et al., 2011). Esses neurotransmissores influenciam
a estimulacdo neural na amidala, tornando-a alvo potencial para a atuacdo de agentes

farmacologicos como, por exemplo, as drogas histaminérgicas. Além disso, investigagoes
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comportamentais apontam para o0 importante papel do SNH na modulagdo dos
comportamentos emocionais, principalmentem a aprendizagem e a memdria emocional em

roedores.

1.3 Sistema neural histaminérgico

Os neurdnios que sintetizam e liberam a histamina encontram-se localizados no
ndcleo tuberomamilar (TM), especificamente na porgéo posterior do hipotalamo (YANAY &
TASHIRO, 2007). Esse grupo de neurbnios recebe aferéncias, principalmente, das areas
limbicas, como a area pré-Optica do hipotdlamo e septo, e enviam projecdes difusamente para
regides do SNC, como medula espinhal, tdlamo, hipotadlamo, nlcleos da base, septo,
hipocampo, amidala e cortex (HAAS et al., 2008). Esse padrdo difuso de distribuicdo das
fibras nervosas histaminérgicas pode ser observado em roedores e humanos, conforme

ilustrado na Figura 2 A, B.

Cerebral cortex

To hippocampus
and amygdala

To midiine
thalamic areas

To poster
Tuberomamillary nucleus

To ventral tegmentum

and substantia nigrz
and substantia nigra Cerebellum

Figura 2. (A). Figura esquematica da distribuicdo das fibras nervosas histaminérgicas
no cérebro de ratos (seccdo sagital). Abreviagdes: Ch: cerebelo; CC: cértex cerebral;
Hi: Hipocampo; Hy: hipotdlamo; IC: coliculo inferior; MO: medula oblonga; OB:
bulbo olfatério; Pi: pituitaria; SC: coliculo superior; SP: medula espinal; St: nucleo
estriado; Th: tdlamo; TM: nlcleo tuberomamilar. (YANAI & TASHIRO, 2007). (B)
Sistema neural histaminérgico no encéfalo de humanos (HASS & PANULA, 2003).



21

A Histamina (HA) €é uma amina (4-(2ominoetio) imizadol (O J
imidazolelitamina) sintetizada e transportada no encéfalo da maioria das espécies animais.
Essa amina é sintetizada a partir da histidina, pela enzima histidina descarboxilase (HDO) que
converte o aminoacido histidina em histamina, através da descarboxilacdo oxidativa. O
término da acdo da HA no encéfalo ocorre através de seu catabolismo para telemetilhistamina
pela enzima histamina N-metiltransferase (LIN et al., 1991).

Assim como outros neurotransmissores, a histamina atua por meio de
receptores acoplados a proteina G. Esses receptores ativam uma classe de proteinas através de
ligantes especificos, e desta forma, iniciam uma cascata de eventos que vdo regular a
atividade de enzimas intracelulares ou canais i0nicos (LEURS et al., 1995). Os efeitos da
histamina sobre os sistemas bioldgicos sdo mediados por 4 tipos distintos de receptores (H; a
H,4) metabotropicos e associados a segundos mensageiros, que serdo apresentados abaixo.

Os receptores H;, H, e H; sdo localizados principalmente no SNC, e a
expressdao de um quarto tipo de receptores (H,) foi demonstrada incialmente nos tecidos
periféricos, como por exemplo, nos leucdcitos (MORGAN et al., 2007). Entretanto, estudo
recente sugere a existéncia dos receptores H, também no SNC de ratos e humanos
(STRAKHOVA et al., 2009). Geralmente, os receptores H; e H, excitam ou potencializam 0s
impulsos excitatdrios (HAAS et al., 2008), enquanto a ativacdo dos receptores Hz inibem a
sintese e a liberacdo de histamina (HAAS et al., 2008; BROWN et al., 2001).

Os receptores histaminérgicos H; sdo metabotropicos, acoplados a proteina G,
(HAAS et al, 2008), e a sua estimulacdo ativa a fosfolipase C que leva a producdo de dois
segundos mensageiros, como o inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) (LEURS et al.,
1995). Os efeitos intracelulares da ativacdo desses receptores sao mediados por segundos
mensageiros envolvidos com o armazenamento do calcio. Além disso, a ativacdo desses
receptores provoca uma cascata de sinaliza¢do, como a producdo de mensageiros retrogrados,
como por exemplo, o &cido araquidonico e 6xido nitrico, assim como fatores de transcri¢do de
genes. Portanto, a estimulagédo dos receptores H; ativa uma cascata intracelular de sinalizagédo
pré e pos-sinaptica implicando na plasticidade neural (BLISS & COLLINGRIDGE, 1993). Os
receptores H; tém significativa expressdo no cortex, hipocampo, amidala, tdlamo, nucleo
estriado e cerebelo (RYU et al., 1995; LINTUNEN et al. 1998).

Os receptores H, apresentam ampla expressao no enceéfalo e medula espinhal, e
sdo encontrados particularmente nos nucleos da base e em parte do sistema limbico
(hipocampo e amigdala) (BROWN et al., 2001). Esses receptores também sdo acoplados a

proteina G e quando estimulados ativam a adenil ciclase, e a liberacéo de segundo mensageiro
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como adenosina monofosfato ciclico (AMPc), e subsequentemente ativacdo da PKA (LEURS
et al., 1995). Da mesma maneira que o0s receptores H;, a estimulagdo dos receptores H, pode
disparar cascatas intracelulares e ativar reguladores chaves, responsaveis pelas mudancas
funcionais e estruturais nas sinapses (BAKKER et al., 2004; ATZORI et al., 2000).

Os autorreceptores Hs apresentam-se heterogeneamente distribuidos nas areas
cerebrais e estdo localizados nos dendritos e terminais dos neurénios. A estimulacdo desses
receptores leva a inibicdo da ativacdo da adenil ciclase, e consequente diminuicdo da
producdo do segundo mensageiro AMPc. No ndcleo TM, esses receptores agem como
autorreceptores modulando a liberacdo e a sintese de histamina. Como heterorreceptores pré-
sinapticos, modulam de maneira negativa a liberacdo de outros neurotransmissores incluindo
a acetilcolina, dopamina, glutamato e acido gama-aminobutirico (GABA). No encéfalo, sdo
encontrados no cortex cerebral, hipocampo, amidala, nGcleo acumbente, ndcleo estriado,
substancia negra, e cerebelo (BROWN et al., 2001).

A Ultima classe de receptores, 0 H4, é acoplada a proteina G e dentre suas
funcGes podemos destacar a mediacdo da mobilizacdo de calcio, e da quimiotaxia de
mastocitos e basofilos (LING et al.,, 2004). Outra funcdo dessa classe de receptores é a
propriedade antipruridica dos antagonistas Hj, indicando sua possivel acdo terapéutica nas
manifestacdes pruridicas crénicas em humanos (DUNFORD et al., 2007). Strakhova e
colaboradores (2009) verificaram a presenca desses receptores no SNC de ratos, com exce¢do
ao hipocampo e hipotalamo. No mesmo estudo, foi verificado a existéncias desses receptores
em regides do SNC de humanos, incluindo o hipocampo, o cértex cerebral, o talamo, amidala
e medula espinhal. A partir desses achados, os autores sugerem que devido a sua distribuicéo,
0s receptores Hy podem estar envolvidos em mecanismos relacionados a dor (STRAKHOVA
etal., 2009).

Devido a ampla distribuicdo dos receptores histaminérgicos no SNC, a HA
participa de varias fungdes cerebrais. Esse neurotransmissor esta envolvido nas funcgdes
cognitivas, aprendizagem e formacgdo da memdria, atencdo, e no controle do ciclo do sono e
vigilia (HAAS et al., 2008; VAN RUITENBEEK et al., 2010; MOCHIZUKI et al., 1992), e
da memoria emocional (GIANLORENCO et al., 2011; SERAFIM et al., 2010; ALVAREZ,
2009). Evidéncias comportamentais tém sugerido também, a atuacdo do SNH na ansiedade
(MALMBERG-AIELLO et al., 2002; KUMAR et al., 2007; ZARRINDAST et al., 2010).

Além da participacdo do SNH nas fungdes acima citadas, estudos recentes
indicam algumas evidéncias sobre o potencial das drogas histaminérgicas como recurso

terapéutico em doencas neuroldgicas e desordens cognitivas, como por exemplo, na doenca de
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Parkinson, Alzheimer, narcolepsia, desordem de déficit de atencdo e hiperatividade
(BLANDINA et al, 2010; BENARROCH et al., 2010).

Estudos comportamentais demonstram a participacdo do SNH na modulacgéo
dos comportamentos emocionais, principalmente a aprendizagem e memoria emocional,
através das lesdes e tratamentos farmacoldgicos nos nucleos tuberomamilares (KLAPDOR et
al., 1994; FRISCH et al.,, 1999), e em outras estruturas encefalicas decisivas nesses
comportamentos como hipocampo, a amidala e cerebelo (ALVAREZ & BANZAN, 2008;
CANGIOLI et al., 2002; GIANLORENCO et al., 2011b). Qutros estudos tém ainda
investigado o papel dos receptores histaminérgicos H; e H, na memoria e plasticidade
sinaptica em camundongos geneticamente modificados para esses receptores (DAL et., 2006;
DERE et al., 2003).

Entretanto, os resultados dos estudos referentes aos processos de aprendizagem
e memoria, e o papel do SNH durante a aquisi¢do, armazenamento da informacgdo e a
evocagdo da memoria permanecem contraditorios (DA SILVA et al., 2006).

1.4 Papel dos receptores histaminérgicos H; sobre os comportamentos emocionais.

Muitas das regides cerebrais que expressam 0s receptores histaminérgicos H;
estdo relacionadas com as funcgdes cognitivas. Dentre essas regifes, encontra-se a amidala.
Além disso, como ja descrito anteriormente, a ativacdo dos receptores Hj regula vias de
sinalizacdo intracelular e modula mudancas plasticas como a plasticidade neural, ambos 0s
eventos envolvidos nos processos cognitivos como a aprendizagem e a memoria (LINTUNEN
et al. 1998).

Estudos comportamentais tém investigado o papel dos receptores H; na
ansiedade e memoria emocional em roedores. A HA, administrada na amidala de ratos
submetidos ao LCE, parece ter um efeito ansiogénico que pode ser revertido pela acdo do
antagonista Hj, pirilamina, mas ndo pelo antagonista H,, cimetidina. Esses estudos apontam
para a atuacdo dos receptores H; presentes na amidala na modulacdo da ansiedade
(ZARRINDAST et al., 2005). Yanay e colaboradores (1998) demonstraram que camundongos
knouckout para os receptores H; apresentaram uma frequéncia menor de comportamentos

relacionados com a ansiedade no LCE, sugerindo que a estimulacdo dos receptores H; esta
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relacionada com um efeito ansiogénico. Com relacdo aos processos de memoria, estudos
utilizando animais geneticamente modificados, com mutacdo do gene que codifica 0s
receptores H; e H,, demonstraram um comprometimento no teste de reconhecimento de
objetos, e no teste de memoria, indicando que os receptores H; e H, estdo envolvidos nos
mecanismos de aprendizagem e memoria (DAI et al., 2006; ZLOMUZICA et al., 2009).

Os estudos acima citados sugerem que o SNH apresenta um papel modulatério
sobre 0s mecanismos de ansiedade e aprendizagem emocional e que os receptores Hj
presentes na amidala, participam desses mecanismos (ALVAREZ & RUARTE, 2009).
Embora haja na literatura estudos investigando os efeitos dos agentes histaminérgicos
administrados na amidala nos comportamentos emocionais, ndo ha evidéncias de outros
grupos de pesquisa conduzindo investigacdes sobre a participacdo dos receptores H; da
amidala na aprendizagem e memoria emocional utilizando como modelo o protocolo (T1/T2)
no LCE.

1.5 Modelo experimental: labirinto em cruz elevado

O modelo experimental utilizado no presente estudo foi o LCE, que é um teste
classico utilizado para avaliar os efeitos de drogas sobre os estados de ansiedade em roedores.
(FILE et al., 1992; PELLOW et al., 1985). O LCE foi validado para ratos (HANDLEY &
MITHANI, 1984; PELLOW et al., 1985) e camundongos (STEPHENS et al., 1986; LISTER,
1987), e se baseia no repertério comportamental dos roedores frente a uma situacdo de
conflito resultante da tendéncia natural dos animais de explorarem ou de evitarem situagoes
perigosas (CRUZ-MORALES et al., 2002). Evidéncias comportamentais sugerem que 0s
espacos abertos sdo considerados os principais estimulos ansiogénicos quando comprados
com a altura, ou a novidade (TREIT et al.,, 1993; SIMON et al., 1994). De acordo com
Carobrez e Bertoglio (2005), o LCE induz um estado de medo espontaneo dado que durante a
sessdo de teste, com livre exploracdo do labirinto, ha uma clara preferéncia dos animais em
permanecerem nos bragos fechados em relacdo aos bragos abertos. Além disso, segundo Treit
et al (1993), os roedores preferem os bragos fechados do labirinto em relacdo aos bracos

abertos devido a possibilidade de realizarem tigmotaxia. Porém estudo realizado por Martinez
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et al. (2002) mostrou que modificagdes nos bracos abertos do LCE permitindo a realizagéo
de tigmotaxia ndo provocaram aumento na exploracdo dessas &reas, ndo corroborando,
portanto, esta hipotese.

Ultimamente, a sua utilizacdo tem se difundido para o entendimento das bases
biologicas das emocdes relacionadas com a memoria (CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005),
devidos as mudancas comportamentais, como por exemplo, o aumento da esquiva dos bragos
abertos (BAs), observadas durante a reexposi¢do no LCE (BERTOGLIO & CAROBREZ,
2002; CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005). O aumento da esquiva dos BAs na segunda
exposicdo pode estar relacionado com a memoria emocional dessas areas do labirinto,
consideradas potencialmente perigosas (CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005). A experiéncia
nos BAs induz um aumento significativo dos niveis sanguineos de corticosterona em ratos,
guando comparado aos animais expostos aos bracos fechados. Desta forma, os BASs
representam uma area com um significado emocional mais pronunciado dentro do campo
exploratério dos animais no LCE (DAL-COL et al., 2003).

Diferentes estudos tém investigado a relacdo entre as emogdes e a cognicdo no
repertorio comportamental de roedores através da utilizacdo do protocolo exposicdo (T1) e
reexposicdo (T2) no LCE (CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005; DAL-COL et al., 2003).
Segundo Galvis-Alonso et al (2010), os animais adquirem informacdes a respeito das areas
seguras e potencialmente perigosas do labirinto durante o teste, e a utilizacdo de uma
exposicdo subsequente permite inferir aquisicdo e retencdo da memoria. Adicionalmente,
exposicoes repetidas induzem mudancas comportamentais (diminui¢do das entradas e tempo
gasto nos BAs; aumento do tempo gasto no centro e nos bragos fechados) dependentes da
experiéncia prévia no LCE. Além disso, a diminuicdo da exploragdo dos BAs pode ser
observada até mesmo depois de um periodo de 9 e 33 dias apds a primeira exposicdo
(GALVIS- ALONSO et al., 2010), indicando que a analise da atividade nos BAs, numa
segunda exposicdo, permite inferir aprendizagem e memoria emocional em roedores
(JURGENSON et al.,, 2010; GIANLORENCO et al.,, 2011a; SERAFIM et al., 2010;
BERTOGLIO & CAROBREZ, 2002). Portanto, o uso do protocolo T1/T2 no LCE é um
método efetivo para avaliar a participacdo de neurotransmissores, como a histamina, na
modulacdo dos comportamentos emocionais.

O sistema histaminérgico promove um importante mecanismo para ativacao
refinada da amidala, e pode participar da modulacdo desta estrutura relacionada a processos
bioldgicos (JIANG et al.,, 2005), tais como ansiedade, aprendizagem e memoria
(HASENOHRL et al., 2001; ALVAREZ & RUARTE, 2002). Apesar da acdo da histamina e
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de componentes relacionados sobre os estados de ansiedade e mecanismos de aprendizagem e
memoria, ja terem sido analisados em algumas regides cerebrais de ratos, como o hipocampo
(ALVAREZ et al., 2002; ROSTAMI et al., 2006), amidala (PASSANI et al., 2001;
ZARRINDAST et al., 2005), nlcleo acumbente (ALVAREZ et al., 2002; HASENOHRL et
al., 2001), coliculo inferior e substancia periaquedutal (SANTOS et al., 2001), ha poucas
investigacGes do efeito do sistema histaminérgico na amidala de camundongos durante a
reexposicéo no LCE.

O nosso grupo de pesquisa tem demonstrado a participacdo do SNH sobre a
aprendizagem emocional em camundongos (SERAFIM et al., 2010; GIANLORENCO et al.,
2011a; GIANLORENCO et al., 2011b). Esses resultados corroboram estudos anteriores que
apontavam para uma atuacdo desse sistema na modulacdo da memoria emocional
(CANGIOLI et al., 2002. Estudos prévios realizados em nosso laboratério mostraram que
camundongos que receberam injecdo i.p de LH pré-T1 e pré-T2, ndo reduziram a atividade
dos bracos abertos, apos 24 horas de T1. A partir desse dado, podemos inferir que houve um
comprometimento na habilidade de evocar a memoria durante a re-exposi¢do, quando 0s
animais estavam sob o efeito da HA (SERAFIM et al., 2010). Adicionalmente, os resultados
do estudo acima citado mostraram que a LH ndo induziu efeitos sobre a aquisicédo e 0
armazenamento da memoria, uma vez que o grupo LH-SAL (inje¢do i.p pré-T1 de LH, e i.p
pré-T2 de SAL) reduziu a atividade exploratéria dos bracos abertos durante a re-exposicao,
indicando que a aprendizagem ocorreu na primeira exposicdo para esse grupo, e que a
memoria foi evocada em T2.

Diante dos resultados encontrados no nosso laboratério surgiu o
questionamento de quais receptores histaminérgico estariam envolvidos no déficit da
evocacdo da memoria emocional em camundongos re-expostos ao LCE. Assim, considerando
o papel central da amidala sobre a expressao das memdrias emocionais (MCGAUGH, 2004,
2004), e tendo em vista que o efeito do sistema histaminérgico nessa regido encefalica ainda
ndo esta bem elucidado, o presente trabalho teve como objetivo auxiliar no esclarecimento do
papel dos receptores histaminérgicos H; presentes na amidala na modulacdo da ansiedade e na

aprendizagem emocional de camundongo, em modelo de LCE.
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2 OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi verificar se o déficit da evocacdo da memoria
emocional estado dependente induzido pela L-histidina em camundongos € mediado pelos
receptores H; na amidala. Assim, foram investigados os efeitos da clorfeniramina,
microinjetada na amidala, sobre a ansiedade e a evocacdo da memoria emocional em

camundongos pré-tratados com LH, expostos e reexpostos ao LCE.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Sujeitos experimentais

Foram utilizados camundongos machos da cepa Sui¢o-Albino provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), pesando entre 25 e 32g.
Os animais foram agrupados em 4 animais por caixa (31x20x13 cm) em ambiente controlado
com ciclo de luz (ciclo claro escuro de 12/12 horas, luzes acesas as 7:00 e apagadas as 19:
horas), temperatura (21 = 1°C) e umidade. Os testes foram conduzidos na fase clara entre
(900-1600h) do ciclo. Todos os animais eram experimentalmente ingénuos.

3.2 Drogas

As drogas utilizadas foram a L-histidina (LH) (Research Biochemicals
International, USA) injetada i.p no volume de 2ml/kg de peso corporal e dose final de
500mg/kg (KUMAR et al., 2007; SERAFIM et al, 2010), e o maleato de clorfeniramina -
CPA (Sigma Chemical Co, St Louis, MO), antagonista do receptor Hi, microinjetada num
volume de 0,1ul e dose final (0,016nmo/0,1ul; 0,052 nmol/0,1ul; 0,16nmol/0,1ul). As doses
utilizadas foram baseadas em estudos prévios em ratos (PRIVOU et al., 1998) e definidas
através de estudo piloto.

Todas as drogas foram dissolvidas em solugéo salina estéril (0.9%). Os animais
dos grupos controles receberam solugéo salina em volume equivalente ao da droga. Ambas as
drogas e salina foram colocadas em tubos eppendorf codificados sob-refrigeracdo. Esta
codificagdo era desconhecida pelo experimentador no momento do teste e da anélise

comportamental.

3.3 Cirurgia e Microinjecao
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Os animais receberam implantacdo intra-craniana de canulas-guia (25 gauge)
de 7 mm de comprimento, bilateralmente na amidala, apo6s anestesia com solucdo de
Cloridrato de Ketamina (40-80mg/kg) e Xilasina (5-10mg/kg). O procedimento cirdrgico foi
realizado em aparelho estereotéxico (Stoelting Co, Illinois, USA), e as coordenadas tiveram
por base os valores (-0.8mm posterior ao bregma, + 2,7 mm lateral & sutura sagital) e 3,7 mm
ventral a superficie craniana (FRANKLIN & PAXINOS, 2001). As canulas foram fixadas no
cranio do animal com cimento acrilico (JET resina e liquido polimerizante). Os mandris
foram inseridos no interior das canulas-guia para evitar problemas de obstrucao e para reduzir
contaminacgdo. Para a analgesia pds-operatdria, os animais receberam 0,2 ml de paracetamol
infantil (200mg/ml) em 250 ml de agua (concentracdo final de 0,16 mg/ml), adicionado a
agua por um periodo de 3 dias (MESSIER, et al, 1999; NUNES-DE-SOUZA, et al, 2008).

O procedimento de microinjecdo ocorreu ap6s um periodo de trés dias de
recuperacdo dos animais e consistiu na remocao dos mandris, insercéo das agulhas de injecéo,
injecdo da solucdo por 60 segundos na amidala direita e esquerda, permanéncia das agulhas de
injecdo por 90 segundos apds o término das injecOes, e insercdo dos mandris enquanto o
animal foi contido manual e gentilmente pelo experimentador. As agulhas de injecdo tinham
comprimento de 8mm (33 gauge), e foram conectadas, por meio de tubo de polietileno (PE-
10), as microsseringas Hamilton de 5 pl. Uma bomba de infusdo (Insight BI 2000 —
Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil) foi programada para injetar 0,1 pl de solugdo durante
60 segundos na amidala. O movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de polietileno

antes, durante e depois da inje¢do confirmava o fluxo da solucdo.

3.4 Aparato e procedimento geral

O equipamento utilizado foi o Labirinto em Cruz Elevado (LCE) formado por
dois bracos abertos (30 x 6 x 0,6 cm) unidos por uma plataforma central (6 x 6 cm) a dois
bracos fechados constituidos de acrilico cinzal (30 x 6 x 15,5 cm) (Figura 2). O aparato fica
elevado do solo a 38,5 cm (modificado de LISTER, 1987).
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FIGURA 3. Labirinto em Cruz Elevado.

O experimento foi realizado em dois dias consecutivos, teste 1 (T1) e teste 2
(T2). Em T1, os animais foram injetados de acordo com o tratamento farmacoldgico (Tabela
1), e depois de esperado cinco minutos ap6s a injecdo central, cada camundongo foi
transportado numa caixa individual de paredes opacas (33x15x13cm) até o labirinto. Os
animais foram colocados individualmente no centro do labirinto com a face voltada para o
brago aberto, e 0 teste teve duracdo de cinco minutos. Depois de cada teste o labirinto foi
limpo com &lcool 20%. Os animais foram injetados 24 horas depois da realizacdo de T1, e
reexpostos ao LCE (T2), seguindo-se 0os mesmos procedimentos acima descritos.

Uma camera posicionada a 90°C do labirinto e acoplada a um computador a
uma sala adjacente a sala de teste permitiu os registros dos testes (T1 e T2) através do
programa GeoVision GV-600 System. Os comportamentos foram avaliados através da anélise
das imagens por um observador treinado, utilizando-se um software (X-Plot-Rat) (GARCIA
et al., 2005).

3.5 Tratamento farmacoldgico

Os animais receberam injecdo i.p de LH (500mg/kg), e apds 2 horas, tempo
estimado para a metabolizagdo da L-histidina em histamina no SNC (HUANG et al., 2003;
ISAYAMA et al., 2001), os animais foram microinjetados bilateralmente com CPA (0,016

nmol /0,1 pl; 0,052 nmol /0,1 ul; 0,16nmol/0,1 pl) através de injecdo central na amidala, e
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apos 5 minutos submetidos ao LCE. Ambas as drogas foram administradas pre-T1 e pre- T2,
sob as mesmas condicdes experimentais. O tratamento farmacoldgico foi realizado conforme

exibido na tabela 1:

Tabela 1. Grupos Experimentais submetidos ao LCE- tratamento pré-T1
(exposicao) e pré-T2 (reexposicdo) de injecdo i.p LH (500mg/kg) e central de

SAL ou CPA
Tratamento Farmacolégico
Grupos Exposi¢do (T1) Reexposi¢do (T2)
Experimentais
Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento
Sistémico Central Sistémico Central
Controle SAL SAL SAL SAL
LH - SAL LH SAL LH SAL
SAL-CPA SAL CPA SAL CPA
LH-CPA LH CPA LH CPA

3.6 Analise comportamental

Os comportamentos analisados envolveram tanto os pardmetros convencionais
(LISTER, 1987), quanto os etoldgicos (CRUZ et al., 1994; RODGERS & JOHNSON, 1995).
Medidas Convencionais: Frequéncia de entradas nos bracos abertos e fechados (EBA, EBF) (a
entrada em um brago definida quando as quatro patas dos animais estiverem fora da area
central) e duragdo do tempo gasto nestes compartimentos (TBA, TBF) e na plataforma central
(TC). Estes dados foram usados para o célculo das porcentagens de entradas e de tempo gasto
nos bragos abertos (Entradas: [aberto/total] x 100; Tempo: [tempo no compartimento/300] x
100). Medidas complementares: Foram registrados a frequéncia de levantamentos (Rearing-
elevacdo do corpo sobre as patas traseiras); os mergulhos (head-dipping- movimentos
exploratérios da cabeca/ombros em direcdo ao solo); as posturas de esticar o corpo [
(stretched attend postures (SAP)— movimentos que consistem em esticar o corpo e retrai-lo a

posicdo original, sem ocorréncia de locomogdo]. Como os sinais de tigmotatismo séo
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importantes para a exploragédo no LCE, os comportamentos de mergulhar a cabega e esticar o
corpo sdo diferenciados quanto ao local de sua ocorréncia no labirinto. Os bragos fechados e a
plataforma central foram considerados areas “protegidas” do labirinto enquanto os bragos
abertos como “areas desprotegidas” (TREIT et al., 1993; RODGERS & JOHNSON, 1995).

3.7 Histologia

Apo6s o término do experimento, 0s animais receberam microinjecéo bilateral
de 0,1 pl de uma solugdo de 1% de azul de metileno de acordo com o procedimento descrito
para a injecdo das drogas. Apds receberem uma dose profunda de solucdo de Ketamina e
Xilasina, os animais foram decapitados e seus encéfalos removidos e acomodados em
recipientes contendo solucdo de formalina (10%). Depois de fixados em formalina por no
minimo trés dias, os encéfalos permaneceram em solugdo de sacarose 20% por 24 horas sob
refrigeracdo. Em seguida, a solucdo foi trocada por outra com concentracdo de 30%, e oS
frascos contendo o material foram levados novamente a geladeira por mais 24 horas.
Posteriormente, os encefalos foram seccionados atraves de cortes coronais de 80 micrémetros
(um) ao longo do trajeto da canula utilizando um micrétomo criostato (criostato ANCAP
300). Finalmente, as seccBes foram inspecionadas através de um microscopio (Olympus
B202) e a visualizacdo da dispersdo do azul de metileno indicou o local da inje¢do. Os
animais onde as inje¢es ndo atingiram a amidala, de modo bilateral, foram excluidos do
estudo.

A figura 4 consiste numa representacdo esquematica dos sitios de microinjecdo
na amidala. A analise histologica confirmou que 117 camundongos tiveram canulacdo
positiva bilateral na amidala (FIGURA 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica dos locais de
injecdo dentro da amidala de camundongo. Os
cortes estdo entre -1.06mm e -1.46mm do bregma
de acordo com o Atlas de Franklin e Paxinos
(2001). O namero de pontos é menor do que o total
de camundongos devido a sobreposicao.

3.8 Analise estatistica

Inicialmente, todos os dados foram submetidos ao teste de Levene para
verificar a sua homogeneidade.

Os resultados foram analisados usando a ANOVA de duas vias para medidas
repetidas (fator 1: tratamento e o fator 2: dias de teste). As diferencgas indicadas por valores
significativos de F foram verificadas através do teste post hoc de Fisher. O nivel de
significancia adotado foi p < 0,05. Todos os testes foram realizados pelo programa GB-STAT.



34

3.9 Etica

Os procedimentos experimentais realizados neste estudo foram submetidos e
aprovados pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal da Universidade Federal de S&o
Carlos- UFSCar (028/2007). Todos os procedimentos estavam de acordo com 0s preceitos da
Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC) e da Sociedade Brasileira
de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). .
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4 RESULTADOS

Cento e dezessete camundongos, cuja analise histoldgica dos encéfalos foi
positiva, foram utilizados para investigar os efeitos da injecdo sistémica de LH e diferentes
doses da microinjecdo intra-amidala de CPA sobre os comportamentos no LCE. Os grupos
descritos a seguir foram distribuidos de acordo com os tratamentos i.p de LH e intra-amidala
de CPA na exposicéo e reexposi¢do: [CPA 0,016 nmol/0,1 ul: controle (n = 11), LH-SAL (n =
11), SAL-CPA (n =10), LH-CPA (n = 8); CPA 0,052 nmol/0,1 pl: controle (n = 11), LH-SAL
(n = 11), SAL-CPA (n = 9), LH-CPA (n = 8); CPA 0,16 nmol/0,1 ul: controle (n = 10), LH-
SAL (n=11), SAL-CPA (n=9), LH-CPA (n = 8)].

4.1 Efeito da injecdo i.p LH (500mg/kg) e da infusdo intra-amidala de SAL ou CPA
(0,016 nmol/0,1 pul) nos comportmentos de camundongos expostos (T1) e reexpostos (T2)
ao LCE.

A Figura 5 (A,B) mostra o efeito do tratamento da injecdo i.p de LH (500 mg/kg)
e da infusdo de SAL ou CPA (0,016nmol/0,1ul) na amidala, pré-T1 e pré-T2, nos
comportamentos emocionais. A ANOVA nao revelou efeitos significativos para as %EBA
[F(z36) = 2,44, p > 0,05] e %TBA [F36 = 1,30, p > 0,05] assim como para as EBA [F36) =
4,23, p > 0,05] e TBA [F(36 = 0,80, p > 0,05] em T1 (TABELA 2), indicando que as drogas
ndo induziram mudangas nos estados de ansiedade. Adicionalmente, o tratamento néo
provocou alteragoes significativas para as outras medidas: TE [F(36) = 2,83, p > 0,05], EBF
[F36) = 2,48, p > 0,05], TBF [F336) = 2,33, p > 0,05] e TC [F(336) = 0,68, p > 0,05] em T1,

como mostrado na Tabela 2.
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Em T2, a ANOVA confirmou uma reducdo na exploracdo dos bracos abertos representada
pelas medidas %EBA [F1 36 = 12,17, p < 0,05], %TBA [F(1,36 = 34,38, p < 0,05] (FIGURA 5
A, B), EBA F(136) = 34,98, p < 0,05] e TBA [F36) = 13,24, p < 0,05] e uma interagéo entre os
fatores tratamento e dia de teste para a EBA [F(1,36) = 5,31, p < 0,05] e %TBA [F13 = 7,81, p
< 0,05]. O teste post hoc indicou uma diminuicdo significativa da atividade nos bracos
abertos (%EBA, %TBA, EBA e TBA) para os grupos controle e SAL-CPA, e uma
diminuicdo da EBA para o grupo LH-SAL (TABELA 2). Nao houve diminuicdo das %EBA e
%TBA para 0s grupos LH-SAL e LH-CPA em T2 (FIGURA 5A, B). Além disso, como
indicado na Tabela 2, houve um aumento do TBF [F(,3) = 20,09, p < 0,05] em T2, para o0s
grupos controle e LH-SAL, enquanto nas EBF [F 36 = 0,31, p > 0,05] n&o foram observadas
mudancas significativas para nenhum grupo experimental. A ANOVA indicou alteracfes
significativas paras as medidas TE [F(13 = 12,43, p < 0,05] e TC [F(36 = 12,14, p < 0,05]
em T2 comparado a T1. O teste post hoc Fisher LSD indicou que houve uma diminui¢do do
TE para os grupos controle, LH-SAL e SAL-CPA, e para o TC houve uma diminuigao
significativa para os grupos controle e LH-SAL (TABELA 2).
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FIGURA 5. Efeitos da injecdo i.p de LH (500mg/kg) e intra-amidala
(i.a) de SAL ou CPA (0,016 nmol/0,1 ul) nas porcentagens de
entradas (%EBA) (A) e tempo gasto nos bracos abertos (%TBA) (B)
durante T1 e T2 no LCE. Ambas as drogas foram administradas antes
do teste. Grupos: controle: SAL-SAL (injecdo i.p e i.a de SAL); LH-
SAL (injecdo i.p de LH e i.a de SAL); SAL-CPA (injecdo i.p de SAL
e i.ade CPA) e LH-CPA (injecdo i.p de LH e i.a de CPA). * p< 0,05,
para T1 comparado com T2. (ANOVA seguida do teste de Fisher
LSD).
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De acordo com a Tabela 2, a injecéo i.p de LH e infusdo de CPA (0,016
nmol/0,1ul) ndo induziram diferencas significativas entre os grupos em T1 para 0S
comportamentos de T. Estic [F 36 = 2,55, p > 0,05], Estic. Prot. [F 336 = 0,83, p > 0,05], T.
Merg. [Fi36 = 1,30, p > 0,05], Merg. Prot [F 36 = 3,22, p > 0,05] e Levantar [F 36 = 2,71, p
> 0,05]. A ANOVA de duas vias mostrou que o fator dia de teste provocou alteragdes em
todos os comportamentos etologicos avaliados: T. de esticadas [F 3 = 20,55, p < 0,05], Est.
Prot [F36 = 21,34, p < 0,05], T. de Merg [Fq 36 = 19,52, p < 0,05], Merg. Prot. [F(,36) =
18,33, p < 0,05] e Levantar [F 36 = 17,42, p < 0,05]. O teste post hoc mostrou que houve
uma diminuicdo da frequéncia dos comportamentos T. de esticadas, Est. Prot e T. de Merg
para o grupo controle e SAL-CPA, e somente o grupo SAL-CPA apresentou uma diminuicao

significativa da frequéncia de Merg. Prot e Levantar.



Tabela 2. Efeitos da injegdo i.p de LH (500mg/kg) e da infusdo de CPA (0,016nmol/0,1 ul) na amidala, ambas as drogas administradas pré-teste, nos
comportamentos de camundongos expostos e reexpostos ao LCE.

comportamentos Controle (n =11) LH-5AL (n=11) SAL-CPA (n=10) LH-CPA (n=28)
Tl 12 T1 12 T1 12 Tl 12

TE 1712 43 £09* 80=09% 47+ 038* 71=09 41£09* 81=03 101 =24
EBYF 4408 J6=08 48053 3007 3909 3307 4803 6718
EBA 32=05 0.8 £01* 3.1=04 1.7+ 02* 32=02 0.8 £ 03* 32=02 33=07
TBA H0=66 45+ 16% 495 =135 32175 3o 79 B84+ 42% 3339592 430=113
TBF 1920174 2687 101*% 1752+ 134 2461 £ 13 4% 2279+ 105 2503 £ 157 1952+ 194 2161 £ 169
TC 639169 26,7 £ 9.6* 7522131 21,7+ 86* 39695 412135 714=90 408753
T.Esticar 16626 7.1£19*% 187=42 161=18 18322 52+£10% 22062 204=59
Est. Prot. 141 =25 59+ 20% 15927 13521 157338 95+ 2.1* 13222 14833
T.Mers. 2306 0.5 £ 0.4* 3710 14=01 2508 04+ 02* 2508 1.3=04
Mergz. Prot. 1.1+04 09=02 l4=04 1.,0=01 1.7=038 04+ 02* 2906 12=03
Levantar 42£20 3315 40£12 27+ 05 45+13 1.7+ 09* 42 £24 68 =38

Valores representam as Médias + Erro Padrdo. TE = total de entradas; EBF = entradas nos bragos fechados; EBA = entradas nos bragos abertos; TBA = tempo
gasto nos bragos abertos; TBF = tempo gasto nos bragos fechados; TC = tempo gasto na area central; T. Esticar = total de esticadas; Est. Prot = esticadas

protegidas; T. Merg = total de mergulhos; Merg. Prot = mergulhos protegidos. * p < 0,05 para T1 comparado com T2 (ANOVA).

39
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4.2 Efeitos da injecdo i.p de LH (500mg/kg) e infusdo intra-amidala de SAL ou CPA
(0,052 nmol/0,1 i) nos comportamentos de camundongos expostos e reexpostos ao LCE.

A Figura 6 (A,B) mostra o efeito do tratamento da injecdo i.p de LH (500
mg/kg) e infusdo intra-amidala de SAL ou CPA (0,052 nmol/0,1 ul), pré-T1 e pré-T2, nos
comportamento emocionais. A ANOVA revelou que ndo houve efeito significativo dos
tratamentos nas medidas de ansiedade: %EBA [F 35 = 0,27, p > 0,05], % TBA [F(335 = 2,38,
p > 0,05], EBA [F@35 = 0,60, p > 0,05] e TBA [F35 = 3,00, p > 0,05] em T1 (TABELA 3),
indicando que as drogas ndo induziram efeito sobre os estados de ansiedade. A Tabela 3
mostra que também ndo houve diferengas significativas entre 0s grupos experimentais para as
outras medidas TE [Fg3s) = 0,35, p > 0,05], EBF [F@z3s) = 0,30, p > 0,05], TBF [F(3.35) = 2,15,
p>0,05] e TC [Fz35 = 2,29, p>0,05] em T1.

Como indicado na Figura 6 (A,B) o fator dia de teste induziu alteracdes
significativas na atividade dos bracos abertos em T2 representada pelas medidas: %EBA
[Fass = 6,37, p < 0,05] e %TBA [Fu35 = 7,48, p < 0,05], assim como nas EBA [F 35 =
21,64, p <0,05] e TBA [Fq 35 = 14,14, p < 0,05], mas ndo houve interagéo entre o tratamento
e dia de teste para essas medidas (ANOVA, p > 0,05). O teste post hoc indicou uma
diminuicdo na %EBA e %TBA para os grupos controle e SAL-CPA, enquanto o grupo LH-
SAL exibiu apenas uma diminuicdo significativa na EBA em T2. Por outro lado, 0s grupos
LH (LH-SAL e LH-CPA) ndo apresentaram diferencas significativas nas %EBA e % TBA
entre T1 e T2. Em T2, a ANOVA revelou aumento significativo no TBF [Fq 35 = 5,66, p <
0,05] para os grupos controle e LH-SAL e uma diminuigédo da EBF [F( 35 = 19,99, p < 0,05]
para 0s grupos SAL-CPA e LH-CPA. A ANOVA mostrou diferencas significativas no TE
[Fi35 = 23,43, p < 0,05] e TC [Fr1 .35 = 15,02, p < 0,05] em T2. O teste post hoc Fisher LSD
mostrou que somente o grupo LH-CPA n&o exibiu diminuicdo significativa no TE e TC
(TABELA 3).
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FIGURA 6. Efeitos da inje¢do i.p de LH (500mg/kg) e intra-amidala (i.a)
de SAL ou CPA (0,052 nmol/0,1 pl) nas porcentagens de entradas
(%EBA) (A) e tempo gasto nos bragos abertos (%TBA) (B) durante T1 e
T2 no LCE. Ambas as drogas foram administradas antes do teste. Grupos:
controle: SAL-SAL (injecdo i.p e i.a de SAL); LH-SAL (inje¢do i.p de LH
e i.a de SAL); SAL-CPA (injecdo i.p de SAL e i.a de CPA) e LH-CPA
(injecdo i.p de LH e i.a de CPA). * p< 0,05 para T1 comparado com T2.
(ANOVA seguida do teste de Fisher LSD).
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Com relacdo as medidas etoldgicas ndo houve diferencas significativas entre os
grupos em T1 para os todos os comportamentos avaliados: T. Estic [F( 35 = 2,55, p > 0,05],
Estic. Prot. [F@3s) = 0,89, p > 0,05], T. Merg. [F35 = 1,50, p > 0,05], Merg. Prot [F(3s) =
1,22, p > 0,05] e Levantar [F3s) = 3,30, p > 0,05]. Em T2, a ANOVA indicou que 0s grupos
controle e SAL-CPA diminuiram significativamente o T. de Esticadas [F 35 = 0,83, p < 0,05]
e T. Merg. [Fq3s = 4,79, p < 0,05], e somente o grupo LH-CPA diminuiu a frequéncia de
levantar [F(,35) = 0,90, p < 0,05] em T2 (TABELA 3). A ANOVA, também, mostrou que ndo
houve diferencas significativas entre T1le T2, para os comportamentos Est. Prot [F 35 = 1,95,
p > 0,05] e Merg. Prot [F35) = 1,60, p > 0,05].
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Tabela 3. Efeitos da injecdo i.p de LH (500mg/kg) e da infusdo de SAL ou CPA (0,052nmol/0,1 ul) na amidala, ambas as drogas administradas pré-teste, nos
comportamentos de camundongos expostos e reexpostos ao LCE.

comportamentos Controle (n=11) LH-5AL (n=11) SAT-CPA (n=9) LH-CPA (n=8)
T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2

TE 6409 3507 80009 47+£08* 8820 3.1+£12% 85x+22 42+£09
EEBF 3608 30035 48+£05 3007 535+1.2 2.1+ 08* 6016 2806
EBA 28+03 05x+02* 3104 1,7+ 0.2* 3304 1.0+ 04* 2507 1305
TBA 31.1+£58 29+ 12* 495+ 135 321+£75 33.0£753 jox 14* 243+ 83 265+ 11.1
TBF 1854+ 242 2744+ 88* 1752+ 134 2461 £ 154% 2187+ 23.1 2856+33 2180+ 23,1 2361+ 198
TC 834+£72 225+ 85% 752+ 13,1 21.7 £ 8.6% 478+ 168 10,7+ 2.3* 576+ 1635 373+£115
T.Esticar 147+ 42 7.1+ 138* 187+42 16118 21.1£35 116+27* 15714 1253+ 28
Est. Prot. 141+25 139+20 159+ 27 135+21 151+29 05+21 18741 145+23
T. Merg. 28006 06 +£0,1* 3710 1.4+0.1 35+1.0 1.0+ 0.3* 3508 1304
Merg. Prot. 1.1+ 04 0,9+02 1.4+04 1.,0+£0.1 1.8+ 0.5 09+03 29+06 1.2+ 0.3
Levantar 42+ 20 33+ 15 40+£1.2 27+ 05 59006 40 £05 38x13 0,8+ 0.2*

Valores representam as Médias + Erro Padrdo. TE = total de entradas; EBF = entradas nos bracos fechados; EBA = entradas nos bragos abertos; TBA = tempo gasto
nos bragos abertos; TBF = tempo gasto nos bracos fechados; TC = tempo gasto na &rea central; T. Esticar = total de esticadas; Est. Prot. = esticadas protegidas; T.
Merg. = total de mergulhos; Merg. Prot. = mergulhos protegidos. * p < 0,05 para T1 comparado com T2 (ANOVA).
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4.3 Efeitos da injecdo i.p de LH (500mg/kg) e infusdo intra-amidala de SAL ou
CPA (0,16 nmol/0,1 p) nos comportamentos de camundongos expostos e reexpostos
ao LCE.

Os efeitos do tratamento da injecdo i.p de LH (500 mg/kg) e infusdo
intra- amidala de SAL ou CPA (0,16 nmol/0,1 pl) sdo mostrados na Figura 7 (A, B). A
ANOVA mostrou que ndo houve efeito significativo para as medidas de ansiedade
%EBA [F@z34 = 1,87, p > 0,05], %TBA [F(34) = 0,40, p > 0,05], EBA [F@3s = 1,72, p
> 0,05] e TBA [Fi34) = 0,40, p > 0,05] em T1 (TABELA 4), indicando que as drogas
ndo afetaram os estados de ansiedade. Além disso, os tratamentos ndo induziram
mudancas significativas nas medidas: TE [F34) = 0,28, p > 0,05], EBF [F334) = 0,32, p
> 0,05], TBF [F(s34 = 0,04, p > 0,05] e TC [F(334) = 0,28, p > 0,05] em T1 (TABELA
4).

A ANOVA indicou diferencas significativas entre as exposi¢cdes apenas
para o grupo controle que diminuiu as %EBA [F1,34 = 8,51, p < 0,05] € %TBA [F(1,34)=
2,17, p < 0,05], assim como as EBA [F 34 = 23,93, p < 0,05] e TBA [F1,34 = 2,17, p <
0,05] em T2, e uma interacdo entre os fatores tratamento e dia de teste na %EBA [F1 34
= 5,39, p < 0,05]. O teste post hoc indicou que o grupo LH- SAL diminuiu as EBA em
T2, enquanto que 0s outros grupos experimentais (SAL-CPA; LH-CPA) néo
modificaram significativamente a exploracdo nos bracos abertos em T2. A Tabela 4
demonstra que para as outras medidas convencionais, houve um aumento significativo
do TBF [Fu34 = 25,70, p < 0,05] para os grupos controle, LH-SAL e LH-CPA,
enquanto somente o grupo SAL-CPA ndo diminuiu o0 TC [Fq 34 = 20,62, p < 0,05].
Como indicado na Tabela 4 ndo houve alteracdes significativas para as EBF [Fq 34y =
0,35, p > 0,05] para nenhum dos grupos experimentais em T2 comparado a T1, mas
houve uma diminuigdo no TE [F( 34 = 16,09, p < 0,05] para os grupos controle e LH-
SAL.
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FIGURA 7. Efeitos da injecdo i.p de LH (500mg/kg) e intra-amidala
(i.a) de SAL ou CPA (0,16 nmol/0,1 ul) nas porcentagens de
entradas (%EBA) (A) e tempo gasto nos bragos abertos (% TBA) (B)
durante T1 e T2 no LCE. Ambas as drogas foram administradas
antes do teste. Grupos: controle: SAL-SAL (injecdo i.p e i.a de
SAL); LH-SAL (injecdo i.p de LH e i.a de SAL); SAL-CPA (injecédo
i.p de SAL e i.a de CPA) e LH-CPA( injecdo i.p de LH e i.a de
CPA). * p< 0,05 para T1 comparado com T2. (ANOVA seguida do
teste de Fisher LSD).
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Com relacdo as medidas etoldgicas que constam na Tabela 4, a ANOVA néo
indicou diferencas significativas nos comportamentos: T. Estic [F(334) = 1,50, p > 0,05], Estic.
Prot. [F(334 = 0,90, p > 0,05], T. Merg. [F24) = 1,50, p > 0,05], Merg. Prot [F(34 = 0,40, p >
0,05] e Levantar [F@z3s = 2, 20, p > 0,05] na exposi¢cdo. A ANOVA mostrou diferengas
significativas na frequéncia de T. Merg. (F,34= 30,11, p < 0,05) em T2 em relagéo a T1. O
teste post-hoc Fisher LSD mostrou que apenas o grupo LH-CPA apresentou uma reducdo na
frequéncia deste comportamento. N&o houve diferengas estatisticamente significativas entre
os dias de teste para os comportamentos T. Estic [F(1,3s) = 1,50, p > 0,05], Estic. Prot. [F(1 34y =
0,50, p > 0,05], Merg. Prot [F(134) = 3,40, p > 0,05] e Levantar [Fq 34 = 3, 40, p > 0,05] em

todos 0s grupos experimentais.



Tabela 4. Efeitos da injecdo i.p de LH (500mg/kg) e da infusdo de CPA (0,16 nmol/0,1 ul) na amidala, ambas as drogas administradas pré-teste, nos

comportamentos de camundongos expostos e reexpostos ao LCE.
comportamentos Controle (n=10) LH-SAL (n=11) SAL-CPA (n=9) LH-CPA (n=8)

T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2

TE 6.9+ 12 40+ 08* 80009 47+ 08* 6.2+ 09 5111 6.7+ 0.7 41£03
EBF 28205 2605 48+05 3007 37206 3408 4707 3002
EBA 41£08 1.2 £ 0.4* 3104 1.7+ 02* 24£03 1.6£03 20£03 1.1 =01
TBA 401+113 104 £ 5.1* 495+ 135 321+ 75 20941 382139 43I+ 118 0541
TIEBF 1625303 2513 +£162% 1752+ 134 2461 £ 13 4% 1991 £182 2276169 1648223 2469 41%
IC 883266 382+ 123* 752 £ 13.1 21,7 £ 8.6* 798 £ 16.8 341+£141 100.7 £ 26,9 225+£33*
T.Esticar 14109 14309 18742 16118 13012 132+ 1.0 14812 12411
Estic.Prot. 11205 10201 15927 135£21 10,6 £ 03 11004 105£02 104£03
T. Merg. 28206 1603 3710 14=01 22£03 1.3£02 111 0.5 + 0.4*
Merg.Prot. 12006 13£02 14+ 04 1.1=0.1 1602 1.8 £ 0.1 10+£14 12+£02
Levantar 2206 24009 4013 2705 1.8 =006 2811 1.6 =07 22£08

Valores representam as Médias + Erro Padrdo. TE = total de entradas; EBF = entradas nos bracos fechados; EBA = entradas nos bracos abertos; TBA
tempo gasto nos bragos abertos; TBF = tempo gasto nos bragos fechados; TC = tempo gasto na area central; T. Esticar = total de esticadas; Est. Prot.
esticadas protegidas; T. Merg. = total de mergulhos; Merg. Prot. = mergulhos protegidos. * p < 0,05 para T1 comparado com T2 (ANOVA).
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5. DISCUSSAO

Os principais resultados do presente estudo demonstraram que a inje¢édo
sisttmica da L-histidina (500mg/kg) e a infusdo de Clorfeniramina (CPA) na amidala,
nas doses de 0,016nml; 0,052 nmol; 0,16 nmol/0,1ul ndo induziram efeitos na
ansiedade. A infusdo intra-amidala de CPA ndo reverteu o déficit da evocacdo da
memoria estado-dependente provocado pela injecdo i.p de LH. Adicionalmente, a dose
mais alta de CPA (0,16nmol/0,1ul) comprometeu a expressdo da memdria emocional
em camundongos reexpostos ao labirinto em cruz elevado. Importante relatar que as
drogas ndo induziram alteracfes na atividade locomotora representada pelas entradas
nos bracos fechados dos animais expostos ao LCE. Portanto, os resultados apresentados

foram obtidos sem alteracdo da atividade locomotora.

5.1 Efeitos da administracdo i.p de LH (500mg/kg) e da infuséo de SAL ou CPA
nas doses de 0,016nml; 0,052 nmol; 0,16 nmol/0,1 sobre as respostas de ansiedade.

Nossos resultados demonstraram que a injecdo i.p de LH na dose de (500
mg/kg), pré-T1 ndo provocou efeitos nas respostas de ansiedade, uma vez que nao
houve diferencas significativas na atividade exploratdria dos bracos abertos (Y%EBA e
%TBA) entre os grupos controle e LH-SAL, durante a primeira exposi¢do dos animais
ao LCE. Nossos resultados sdo consistentes com estudos prévios realizados em nosso
laboratério, que indicaram que a injecdo i.p de LH (500mg/kg) ndo induziu efeitos na
ansiedade em camundongos submetidos ao LCE (GIANLORENCO et al., 2011a;
SERAFIM et al., 2010). Por outro lado, resultados diferentes foram obtidos por Kumar
e colaboradores (2007) que mostraram que a injecdo i.p de LH em diferentes doses
(200, 500 e 1000mg/kg), pré-teste, induziu um efeito ansiogénico dose dependente em
camundongos expostos ao LCE. Outros estudos mostraram que a histamina
administrada na amidala e no hipocampo induz, também, um efeito ansiogénico em
ratos (ZARRINDAST et al., 2005; ZARRINDAST et al., 2010). As discrepancias dos
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resultados acima citados podem estar relacionadas aos comportamentos relacionados
com a aversdo aos BA(s) durante a exposicdo dos animais ao LCE. Adicionalmente,
estudos indicam que a aversdo aos bragos abertos parece ser influenciada por varios
fatores como horario do dia em que o teste € realizado (GRIEBEL et al., 1993), e o
nivel de iluminacdo (GARCIA et al., 2011).

Ainda com relacdo aos efeitos das drogas histaminérgicas sobre a
ansiedade, nossos resultados sugerem que a infusdo intra-amidala de CPA parece nédo
afetar os comportamentos relacionados com a ansiedade, uma vez que ndo houve
diferencas significativas entre os grupos controle e o grupo SAL que recebeu infusdo de
CPA (SAL-CPA), nas diferentes doses. As investigacbes comportamentais do
envolvimento dos receptores histaminérgicos H; nas respostas de ansiedade, ainda,
apresentam resultados contraditérios. Privou e colaboradores sugerem que a injecdo
unilateral de CPA nas doses de 0,1 ug ou 20ug no nucleo acumbente e nicleo basal
magnocelular causou efeito ansiolitico em ratos. Resultados semelhantes foram
encontrados por Miyata et al (2011), uma vez que a injecdo de CPA na regido medial do
cortex pré-frontal atenuou as respostas de ansiedade e medo, através da ativacdo da
serotonina em camundongos. Entretanto, outro estudo proveniente do nosso grupo de
pesquisa indicou que a injecao sisttmica de CPA (16mg/kg) em camundongos provocou
uma diminuicdo da atividade nos bracos abertos durante a primeira exposi¢do no LCE,
sugerindo um efeito ansiogénico (SERAFIM et al, 2011, resultados ndo publicados).

Nossas principais evidéncias relacionadas as categorias etologicas
indicaram que o tratamento sisttmico com LH, e a infusdo de CPA n&o provocaram
efeitos nos comportamentos: total de esticadas, esticadas protegidas, total de mergulhos,
mergulho protegido e levantar, entre 0s grupos experimentais em T1. Os resultados da
analise etoldgica adicionados a ndo observancia de diferencas significativas na atividade
exploratoria dos bracos abertos entre 0os grupos experimentais na primeira exposicao,
sustentam nossos resultados de que a LH e a CPA, nas diferentes doses, ndo induziram
efeitos sobre a ansiedade. Segundo Rodgers e colaboradores (1997), devido a
importancia das pistas tigmotaticas, os comportamentos etolégicos sdo divididos em
protegidos ou desprotegidos, dependendo da area do labirinto em que acontecem, ou
seja, as areas protegidas seriam os bragos fechados (BF) e o centro, e as areas
desprotegidas seriam os BAs. Além disso, outros estudos sugerem que a analise da

frequéncia das medidas complementares nas areas protegidas, juntamente com a



50

atividade nos bragos abertos sdo os melhores indicadores das respostas de ansiedade em
roedores submetidos ao LCE (CRUZ, 1994; ESPEJO et al., 1997).

Os resultados divergentes encontrados na literatura sugerem que a
atuacdo do sistema histaminérgico na ansiedade depende das condigcdes experimentais,
sitios de injecdo e os métodos utilizados durante os testes. Outra explicacdo para 0s
resultados diferentes encontrados na literatura surge das evidéncias comportamentais
apontando para os efeitos modulatorios da histamina, através da sua interagdo com
outros neurotransmissores, como a acetilcolina (ACh). Estudos conduzidos por Prast et
al. (1999) sugerem que a histamina modula a liberacdo da acetilcolina através da
estimulacdo dos receptores Hi. Os mesmos autores mostraram em um estudo in vitro,
que a perfusdo com o antagonista Hy no nucleo estriado ventral de ratos diminuiu a
liberacdo de ACh (PRAST et al., 1999). Além disso, outras evidéncias sugerem que 0s
niveis de ACh estdo relacionados com o estado de ansiedade, uma vez que, 0 aumento
da liberacdo desse neurotransmissor diminui a ansiedade em roedores e humanos
(DEGROOT & TREIT, 2002). Achados clinicos sugerem que, em humanos, niveis
aumentados de ACh resultam em diminuicdo da ansiedade. A relacdo entre a ACh e
ansiedade apresenta suporte nas investigacoes realizadas com pacientes com doenca de
Alzheimer, ja que eles apresentam perda progressiva dos neurbnios colinérgicos
responsaveis pela modulacdo dos processos cognitivos, e 33% deles sofrem com
transtornos de ansiedade (DEGROOT & TREIT, 2002). Apesar do presente estudo nédo
ter testado a interacdo entre o sistema histaminérgico e colinérgico nas respostas de
ansiedade, pesquisas futuras que explorem esta interagdo poderdo contribuir no
esclarecimento das contradi¢fes que aparecem na literatura a respeito do papel do

sistema histaminérgico na ansiedade.

5.2 Modelos experimentais e memoria emocional: modulagio da amidala.

Devido ao pequeno tamanho dos encéfalos dos roedores, principalmente,
dos camundongos, torna-se dificil distinguir os varios nacleos que compdem o
complexo amidaloide, durante o procedimento de histologia. No nosso estudo, nds

utilizamos como sujeitos experimentais, camundongos, portanto, foi considerado o
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complexo amidaloide, como um todo, durante o tratamento farmacol6gico. Outros
estudos tém investigado a atuacdo de diferentes classes de farmacos nos
comportamentos emocionais, através da administracdo de drogas na amidala desses
roedores, sem a distingdo dos seus nucleos (BARBALHO et al., 2009; BAPTISTA et
al., 2009).

As investigacbes sobre o papel da amidala no delineamento dos
mecanismos envolvidos com a memoria emocional tém sido realizadas através da
administracdo de drogas nessa estrutura, utilizando diferentes modelos
comportamentais. Estudos conduzidos por Ribeiro e colaboradores (2011) mostraram
que a inativacdo do nucleo BL de ratos, pds-treino, comprometeu a retencdo da
memoria no teste de esquiva discriminativa no LCE. A administracdo intra-amidala de
agonista dos receptores canabindides, pos-treino, prejudicou a consolidacdo da memaria
emocional de ratos no teste de esquiva inibitéria (GHIASVAND et al., 2011). Outros
estudos tém demonstrado, ainda, a modulagdo da amidala nos comportamentos
emocionais através da administracdo de drogas histaminérgicas nessa estrutura. Estudo
conduzido por Passani et al (2001) mostrou que a injecdo bilateral do antagonista Hz na
amidala de ratos prejudicou a consolidacdo da memoria de medo condicionado ao
contexto, enquanto a inje¢cdo de HA no nicleo BL prejudicou a laténcia de fuga em
ratos num teste de esquiva ativa (ALVAREZ & RUARTE, 2002).

No presente trabalho, nos utilizamos o LCE para investigar o papel dos
receptores H1 presentes na amidala no déficit da evocacdo da memdria emocional em
camundongos pré-tratados com LH, utilizando o protocolo T1/T2. Varios estudos
sugerem que uma exposicdo prévia ao LCE provoca mudangas nas respostas
comportamentais em uma segunda exposicdo, como por exemplo, a diminui¢do da
atividade nos BAs, indicativa de uma aprendizagem aversiva (CAROBREZ &
BERTOGLIO, 2005, STERN et al., 2008). Portanto, a evoca¢gdo da memaria emocional
pode ser inferida atraves da diminuicdo da exploracdo dos Bas, em T2. Além disso, 0
LCE tem contribuido para a compreensdo dos mecanismos associados a dor, nos varios
tipos de desordens de ansiedade, como na ansiedade generalizada, fobia e estresse pds-
traumatico (CORNELIO et al., 2011; ADAMEC et al., 1998; FILE et al., 19).

Adicionalmente, a ampla utilizagcdo desse modelo ¢é devido a eficiéncia e
facilidade do seu uso, uma vez que é um procedimento simples e rapido. Ainda, 0 uso

desse modelo ndo requer a necessidade de treinamento dos animais, nem a utilizagéo de
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estimulos nociceptivos; privacdo de agua ou alimento (PELLOW et al., 1985; RODGER
etal., 1997).

5.3 Efeitos da administracdo i.p de L-histidina e da microinfusdo de CPA
(0,016nml; 0,052 nml; 0,16nmol) sobre a memdria emocional.

No presente trabalho foi detectada uma diminuicdo significativa da
atividade nos BAs representada pelas medidas (%EBA e %TBA) em T2 comparada
com T1, para o grupo controle (SAL-SAL) e para 0s grupos que receberam injecéo i.p
de SAL e intra-amidala de CPA (SAL-CPA) nas doses de 0,016 e 0,052 nmol,
indicando gque os animais desses grupos foram capazes de evocar a informacéo aversiva
adquirida em T1. Esses resultados sdo consistentes com recentes estudos que propdem
uma aprendizagem aversiva relacionada com a exploragdo dos BAs ocorrendo na
primeira exposicdo (T1), e que exposicdes subsequentes no LCE provocam uma
facilitacdo da evocacio da informagcéo aversiva (JURGENSON et al., 2010; GALVIN-
ALONSON et al., 2010).

Por outro lado, a injecdo sisttmica de LH (500mg/kg) induziu um efeito
inibitdrio na evocacdo da memdria estado dependente, uma vez que o grupo gue recebeu
injecdo i.p de LH e infusdo de SAL na amidala (LH-SAL) ndo diminuiu a atividade nos
bracos em T2. Os resultados encontrados no nosso estudo indicam que camundongos
tratados com injecdo i.p de LH pré-teste, apresentam um comprometimento da
habilidade de evocar a memoria aversiva relacionada aos bracos abertos. Além disso,
esses dados reproduzem resultados prévios encontrados em nosso laboratério, que
mostraram que a injecdo sistémica de LH (500mg/kg) induziu um déficit na evocacao
da memoria estado dependente em camundongos reexpostos ao LCE (SERAFIM et al.,
2010; GIANLORENCO et al., 2011a). Nossos estudos corroboram estudos que sugerem
o papel inibitério da histamina nos processos de memdria. Estudos conduzidos por
Rubio e colaboradores (2001) demonstraram o efeito inibitério da LH na aquisi¢do da
resposta de esquiva em ratos. Recentemente, Ahmadi et al. (2010) mostraram que a
injecdo i.c.v de histamina, pods-treino, comprometeu a aprendizagem e a memoria
emocional em camundongos submetidos ao teste de esquiva inibitéria. A injecdo de
histamina intra-vermis cerebelar, prejudicou a consolidacdo da memoria em
camundongos submetidos ao LCE (GIANLORENCO et al., 2011b). Por outro lado,
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outros estudos indicam um efeito facilitatério da histamina nos processos de
aprendizagem e memoria em roedores (PRAST et al., 1996; BONINI et al., 2011).

A CPA, nas trés doses estudadas, ndo reverteu o deficit estado dependente
de evocacdo da memoria emocional induzido pela LH, ja que os grupos que receberam
injecdo i.p de LH e infusdo de CPA (LH-CPA) ndo diminuiram a atividade dos bragos
abertos em T2, quando comparado com T1. Além disso, o grupo SAL-CPA que recebeu
injecdo i.p de SAL e infusdo de CPA na dose mais alta (0,16 nmol/0,1 ul) ndo diminuiu
as entradas e o tempo gasto nos BAs em T2, indicando que a CPA provocou um
comprometimento da memdria emocional.

Ndo ha dados na literatura mostrando os efeitos da infusdo do
antagonista CPA na amidala de camundongos nos processos de aprendizagem e
memoria emocional. Os estudos que investigaram a participacdo dos receptores Hi
nesses processos utilizaram outras estruturas cerebrais, ou via de administracdo da
droga, para o tratamento farmacoldgico. A infusdo i.c.v do antagonista dos receptores
H;, CPA, aprimora a aprendizagem espacial no labirinto aquatico de Morris
(HASENOHRL et al, 1999), enquanto a injecdo i.p de CPA reverte o
comprometimento da evocagdo da memoria emocional causado pela injecéo i.p de LH,
em camundongos reexpostos ao LCE (GIANLORENCO et al., 2011a). Em humanos, o
tratamento oral com o antagonista do receptor Hj, dexclorfeniramina, prejudicou o
desempenho em uma tarefa dependente de atencdo, mas ndo apresentou efeitos nas
tarefas de memoria (VAN RUITENBEEK et al., 2010).

A observacdo mais relevante da analise dos comportamentos etoldgicos
foi a auséncia da reducdo da frequéncia de total de esticadas nos grupos LH (LH-SAL e
LH-CPA) em T2, quando comparados aos animais dos grupos controle e SAL-CPA nas
doses de 0,016 e 0,052 nmol. O tratamento sisttmico com LH néo reduziu a exploragédo
dos BAs e a frequéncia de esticar, comportamento indicativo de avaliacdo de risco,
durante a reexposicdo, fortalecendo o0s nossos resultados que sugerem que a LH
prejudica a evocagdo da memoria emocional em camundongos reexpostos ao LCE.
Entretanto, os dados da analise etol6gica na maior dose de CPA (0,16nmol) ndo
corroboram os resultados inibitdrios referentes ao tratamento sistémico com LH e
infusdo de CPA, na evocacdo da memdria emocional, uma vez que ndo houve
diferencas significativas para o comportamento de T. esticadas para todos os grupos

experimentais entre as exposic¢oes (T1 e T2).
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Inicialmente, o comportamento de esticadas era categorizado como uma
medida de ansiedade, entretanto, estudos utilizando analises fatoriais, e estudos
farmacologicos apontam que esse comportamento ndo esta somente relacionado a
ansiedade, mas, pode, também, ser considerado como um componente da avaliacdo de
risco. Segundo Espejo (1997), o esticar pode ser definido como um comportamento de
avaliacdo de risco promovendo informacéo, confirmacédo e identificacdo do perigo em
situacbes potencialmente ameacadoras, possibilitando ao animal escolher a estratégia
comportamental mais adequada. Além disso, estudo comportamental conduzido por
Holmes & Rodger et al (1998) mostra que a submissdo dos animais a uma segunda
exposicdo no LCE produz mudangas nas respostas comportamentais induzidas pela
estimulacdo emocional, ou seja, animais reexpostos ao LCE apresentam reducdo
significativa nos comportamentos de mergulhar e postura de esticar 24 horas apos a
primeira exposicao.

Estudos comportamentais sugerem que 0s receptores H; modulam os
processos de aprendizagem e memoria emocional em roedores (ALVAREZ &
BANZAN, 2008; YANAY et al, 2007). Considerando as projecbes ja bem
estabelecidas entre os nucleos histaminérgicos e a amidala, nds hipotetizamos que o
blogqueio dos receptores Hy presentes nessa estrutura poderia reverter o efeito inibitério
da injecdo i.p de LH na evocacdo da memoria emocional em camundongos. Entretanto,
nossos resultados ndo somente sugerem que a CPA ndo reverteu o déficit da evocacao
da memoria estado dependente induzido pela LH, além disso, demonstram que a dose
mais alta de CPA compromete a memoria emocional. Na busca pelo entendimento da
participacdo dos receptores histaminérgicos Hi nos mecanismos da aprendizagem e
memoria, evidéncias comportamentais tém sugerido uma interacdo do sistema neural
histaminérgico e do colinérgico na modulacdo dos comportamentos emocionais
(BACCIOTTINI et al., 2002; BLANDINA et al, 2004).

5.4 Interacdo do sistema histaminérgico e colinérgico na modulagdo da memodria
emocional

As fibras histaminérgicas provenientes do ndcleo tuberomamilar,

juntamente com as terminacdes colinérgicas derivadas do nucleo basal magnocelular
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inervam a amidala (BROWN et al., 2001; KHATEB et al., 1995). Além disso, o ténus
colinérgico na amidala pode ser modulado por componentes histaminérgicos permitindo
que a expressdo da memoria emocional seja modificada apropriadamente dependendo
da interacdo entre esses sistemas. Por exemplo, a manipulacdo dos receptores Hs
através da administracdo de drogas agonistas, no nucleo BL da amidala de rato,
provocou um aumento da liberacdo de acetilcolina, induzindo um desempenho mais
eficiente no teste de condicionamento ao contexto (CANGIOLI et al., 2002).

NOs sugerimos que o comprometimento da memoria emocional induzido
pela dose mais alta de CPA (0,16nmol) poderia ter sido provocado pela atuagédo do
antagonista nos receptores histaminérgicos Hy presentes na amidala, com a subsequente
diminuicdo do tdnus colinérgico. A estimulacdo colinérgica é responsavel pela
modulacdo dos processos cognitivos, portanto, uma diminui¢do do seu tdnus na amidala
poderia induzir um déficit na memdria emocional dos camundongos durante a
reexposicao. Esta hipOtese ganha suporte através do estudo in vitro conduzido por
Khateb et al (1995), que sugere uma possivel interacdo entre esses sistemas. Esses
autores mostraram que a histamina, através da ativacdo dos receptores Hj, despolariza a
membrana dos neurdnios colinérgicos, e aumenta a frequéncia de disparo ténico desses
neurbnios no nucleo basal magnocelular induzindo uma ativacdo do cértex cerebral
(KHATEB et al 1995). Em outro estudo, a injecdo intra-hipocampal do antagonista
histaminérgico Hs, clobenpropit, reverteu o déficit de retencdo da memaoria emocional
em ratos, induzido pela administracdo de escopolamina, antagonista dos receptores
colinérgicos muscarinicos, e esse efeito pro-cognitivo foi inibido pelo antagonista do
receptor H; (YU et al., 2006). Os estudos acima citados sugerem uma interacdo do
sistema histaminérgico e colinérgico na modulacdo dos comportamentos emocionais.
Embora, nossos resultados sugiram que a histamina exerca seus efeitos pré-cognitivos
através da interacdo com o sistema colinérgico na amidala, esta hipotese ainda néo foi

testada.

5.5 Modulacgao tbnica do sistema histaminérgico nos comportamentos emocionais.
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No presente trabalho, a injecdo i.p de LH e a infusdo do antagonista CPA,
na dose mais alta (através dos grupos LH-SAL e SAL-CPA) provocaram ag¢do inibitéria
na aprendizagem emocional. A ampla distribuicdo dos neurdnios histaminérgicos no
SNC sugere um efeito modulatorio desse neurotransmissor em estruturas encefélicas,
que apresentam conexfes neurais com a amidala (HASS et al., 2008; ALVAREZ,
2009). Além disso, a organizagdo anatdmica do SNH permite uma possivel influencia
na excitabilidade e a na atividade neuronal de varias regiées, como por exemplo, o locus
coeruleos e o hipocampo, promovendo um controle modulatorio ténico nos processos
de aprendizagem e memoria (SANTOS et al., 2001; LIN et al., 2000). Pode-se
exemplificar a existéncia dessa rede neural entre a amidala e outras estruturas
modulando os comportamentos emocionais, através do estudo de Alvarez & Ruarte
(2002). Esses autores demonstraram que a administracdo simultanea de histamina na
amidala e no hipocampo de ratos prejudicou a laténcia de fuga em um teste de esquiva
inibitéria. No mesmo estudo, a estimulacdo histaminérgica somente da amidala
reproduziu o efeito inibitério observado quando ambas as estruturas foram estimuladas.
Entretanto, a histamina injetada somente no hipocampo foi mais efetiva em aumentar a
laténcia de fuga, sugerindo uma interacéo funcional entre os neurénios histaminérgicos
da amidala e do hipocampo durante os processos de memoria.

A caracteristica peculiar da histamina, e de outras aminas biogénicas, de
se projetar difusamente pelo SNC Ihe confere uma possivel modulacdo ténica sobre os
comportamentos emocionais, ou seja, um nivel adequado de histamina seria necessario
para a expressdo desses comportamentos. Estudo conduzido por Santos e colaboradores
(2001) mostrou que a infusdo de CPA no coliculo inferior de ratos ndo produziu
mudancas significativas nos comportamentos emocionais, enquanto a ranitidina,
antagonista do receptor H,, induziu comportamentos aversivos caracterizados por
respostas autonémicas como piloerecdo e defecacdo, sugerindo que a histamina exerce
um controle tonico inibitorio no coliculo inferior nas respostas de aversao, via receptor
Ho.

O sistema histaminérgico modula a atividade neural de estruturas
encefalicas, como o locus coeruleos, que por sua vez modula o estado de atengédo
(MCGAUGH, 2004), e apresenta estreita interacdo neuromodulatoria com a amidala.
Estudo in vitro conduzido por Korotkova et al (2005) mostrou que a histamina excita os
neurdnios noradrenérgicos via receptor H; no locus coeruleos de ratos. Além disso,

algumas aminas como a histamina, podem modificar os processos de memoria
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provavelmente devido a uma relacdo dose-efeito ndo linear durante a estimulagdo
emocional (BALDI & BUCHERELLI, 2005). A injecdo sisttmica do agonista, L-
histidina, poderia ter deslocado a curva dose-efeito da Histamina influenciando a
atividade neural de varias regides encefalicas, dentre elas, o locus coeruleos. Essa
hipotese é sustentada pelo estudo conduzido por Chen & Sara (2007) que mostrou que a
ativacdo do locus coeruleos de ratos através da estimulacdo elétrica, provocou uma
inibicdo dos neurdnios da amidala. Nossos estudos sugerem que a injecdo sistémica de
L-histidina teria diminuido a estimulagdo noradrenérgico na amidala, via estimulacdo do
locus coeruleos, comprometendo a evocagdo da memoria emocional de camundongos
reexpostos ao LCE. Adicionalmente, a infusdo do antagonista do receptor Hj,
Clorfeniramina, nas doses de 0,016 nmol e 0,052 nmol ndo comprometeu a memdria
emocional, enquanto a maior dose prejudicou esse processo. NOs sugerimos que a
infusdo do antagonista, CPA, na maior dose, inibiu a amidala que é uma estrutura
facilitatoria da expressdo da memoria emocional. Desta forma, no nosso estudo a
amidala inibida induziu um comprometimento da memaoria emocional em camundongos
reexpostos ao LCE.

Os dados do presente estudo corroboram as sugestfes de Santos et al
(2001) e Liu et al (2000), sugerindo um controle tonico do sistema neural
histaminérgico nos comportamentos emocionais. A funcdo adaptativa dos sistemas
moduladores, como o histaminérgico, é suportada por um recrutamento coordenado de
outros neuromoduladores através da regulacdo da sua excitabilidade, permitindo assim
uma acao modulatéria nos mecanismos envolvidos na expressdo dos comportamentos

relacionados com as emocdes, principalmente, a aprendizagem e a memoria.
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6. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que a L-histidina e os
receptores H; presentes na amidala ndo participam das respostas comportamentais
relacionadas com a ansiedade. A L-histidina induz um déficit estado dependente da
evocacdo da memdria emocional em camundongos submetidos a exposicOes repetidas
no labirinto em cruz elevado. Adicionalmente, a maior dose de CPA injetada na amidala
causa um comprometimento da memaria emocional.

Portanto, nds sugerimos que a expressao dos comportamentos emocionais em
roedores esta sob a influéncia da modulacdo tonica exercida pela Histamina. Além
disso, novos estudos deverdo ser realizados para o esclerecimento da interacdo entre o

sistema histaminérgico e colinérgico na expressdo da memaria emocional em roedores.
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