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RESUMO

Esse trabalho teve como objetivo investigar o efeito farmacoldgico do precursor da histamina
(L-histidina) e dos antagonistas dos receptores Hi (Pirilamina) e H2 (Zolantidina) na
consolidacdo da memoria de esquiva inibitdria em Carassius auratus apos ablacdo cerebelar.
Para isso, foram realizados trés experimentos, sendo empregados 0s mesmos procedimentos
experimentais, no entanto, diferindo nos tratamentos farmacologicos realizados, que foram: I -
L-histidina (dose: 100mg/kg) Il - Pirilamina (dose: 35 mg/kg) e Ill - Zolantidina (dose:
20mg/kg), sendo todos acompanhados de dois grupos controle (Sham), um injetado com
solugdo salina e outro da cirurgia (Lesdo Ficticia). Um aquario foi dividido em dois
compartimentos iguais por uma porta tipo guilhotina, sendo um compartimento branco e o
outro preto. No compartimento preto foi associado um sistema de polia, do qual um peso era
liberado na sua extremidade quando o animal entrava neste compartimento. Apoés trés dias de
recuperacdo da cirurgia, foi realizado o procedimento comportamental composto por trés dias
consecutivos, sendo eles: Habituacdo, Treino — cinco treinos (T, T2, T3, T4 e Ts) e Teste. O
tratamento farmacologico era realizado via intraperitoneal apds dez minutos do ultimo treino
(Ts) e em seguida os peixes foram recolocados no aquario de origem. O tempo utilizado pelo
animal para entrar no compartimento escuro (laténcia) foi registrado em segundos nos treinos
e no teste. Os dados foram analisados pelo teste de homogeneidade (Levene) e quando
necessario foram transformados para logi (Experimento 1). As laténcias dos treinos e do teste
de cada experimento foram submetidas a analise de Variancia (ANOVA), seguido pelo teste
de comparagdo multipla Student — Newman — Keuls (SNK). Os trés experimentos indicaram
que a ablacdo do cerebelo ndo impede que o animal aprenda o condicionamento de esquiva
inibitoria, no entanto, vinte quatro horas ap6s o treino, os animais com ablacdo indicam
retencdo da tarefa enquanto os animais do grupo Sham ndo consolidam a mesma. Os
resultados do experimento | mostraram que a L-histidina reverteu o efeito da leséo. O
experimento 1l demonstrou que a Pirilamina ndo influencia na consolidacdo da memdria e 0s
dados do experimento 11l indicam que a zolantidina facilita a aquisicdo de esquiva inibitoria
independente do cerebelo. Estes resultados sugerem que o cerebelo estd envolvido na
consolidacdo da memoria de esquiva inibitoria e/ou interpretacdo do valor aversivo e que este
processo é mediado via receptores Hy.

Palavras-chave: aprendizagem; memadria; cerebelo; I-histidina; pirilamina; zolantidina.



ABSTRACT

This study investigated the effect of post-training treatment with L-histidine, Pyrilamine and
Zolantidine on the memory consolidation of inhibitory avoidance in Carassius auratus
submitted to cerebellar ablation. Cerebellar ablation was performed 3 days before the
experiment. The inhibitory avoidance procedure included one habituation day, one training
day (5 trials: T1, T2, T3, T4, T5) and a test day (TE). On the training day, each fish was
individually placed in a white compartment separated from a black compartment by a sliding
door. After 30s, the door was opened. When the fish crossed into the black compartment, a
weight was dropped in front of it (aversive stimulus). An intraperitoneal injection with saline
or L-histidine (100 mg/kg), Pyrilamine (35 mg/ml) and Zolantidina (ZO) was administered 10
minutes after the trials. The difference in the time elapsed until the fish entered the black
compartment (latency) during training and testing was taken as an indicator of behavioral
learning and memory. Data were analyzed by ANOVA and the Student Newman-Keuls test
(p< 0.05). The three experiments indicated that in Ts, all groups had similar latencies that
were significantly higher than T, latencies, indicate that all groups were able to acquire
inhibitory avoidance, suggesting that cerebellar ablation does not impair learning. However,
twenty four hours after the trainings, the animals with ablation indicating retention of the task
while that the animals of the Sham group do not consolidate memory. The results of
experiment | showed that the L-histidine reverted the effect of injury. Experiment Il
demonstrated that the Pyrilamine does not influence in the consolidation of the memory and
the data of experiment 111 indicated that the zolantidina facilitates the acquisition of inhibitory
avoidance independent of the cerebellum. These results suggest that the cerebellum is
involved in the memory consolidation of inhibitory avoidance and/or interpretation of the
aversive value and that this process is mediated by H, receptors.

Key words: learning, memory, cerebellum, I-histidine, pyrilamine, zolantidina.
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1 - INTRODUCAO
1.1 - Sistema Neural Histaminérgico e o0s Processos de Aprendizagem e

Memoria.

Hé cerca de quatro décadas, iniciaram-se estudos sobre o Sistema Neural
Histaminérgico (SNH) devido a seu efeito sedativo (Gabarg et al., 1974), sendo depois
descoberto seu papel como um neurotransmissor (Haas et al., 1991; Schwartz et al., 1991;
Onodera et al., 1994). A histamina (HA) ¢ uma monoamina biogénica encontrada nos
mastdcitos e em neurdnios do Sistema Nervoso Central (SNC), mas que ndo ultrapassa a
barreira hemato-cefélica. Sua sintese ocorre pela degradacdo da enzima N-metiltransferase,
através da descarboxila¢do do aminoacido L-histidina (Watanabe et al., 1984).

O local de sintese deste neurotransmissor em mamiferos ¢ o ntcleo
tuberomamilar (TM) (Cooper et al., 1996), que esta localizado na regido posterior do
hipotalamo. As fibras eferentes do TM projetam-se em duas diregdes: as fibras ascendentes
que passam pelo feixe prosencefélico medial e pela face ventral do hipotdlamo chegando até o
bulbo olfatério; e as fibras descendentes que projetam-se para o cerebelo e medula espinhal
(Wada et al., 1991). Filogeneticamente, o SNH ¢ antigo e possui distribui¢cdo geral similar em
todos os vertebrados (Panula et al., 1984). Porém, a quantidade de HA no SNC varia entre as
espécies, sendo maior nos mamiferos € menor nas aves e peixes, uma vez que esses ultimos
apresentam o cortex cerebral e o cerebelo menos desenvolvidos (Reite, 1972; Almeida &
Beaven, 1981; Panula et al., 1984; Panula et al., 1990; Meek et al., 1998).

Nos teledsteos (peixes com esqueleto Osseo) os corpos celulares
histaminérgicos também sdo encontrados na parte posterior do hipotdlamo, nas proximidades
do terceiro ventriculo, em uma regido correspondente ao TM dos mamiferos, a qual envia
projecdes ao telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo, teto Optico, cerebelo e medula espinhal

(Figura 1) (Inagaki et al., 1990).
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Figura 1: Representagdo esquematica da distribuicdo do sistema histaminérgico no
cérebro de teledsteos. (Adaptado de Kaslin e Panula, 2001). Abreviagdes: (BO)
bulbo olfatorio; (Tel) telencéfalo; (Di) diencéfalo; (TO) teto optico; (LI) lobo
inferior; (Cer) cerebelo.

As acdes histaminérgicas sdo mediadas por quatro classes de receptores (Hj,
H,, Hs e Hy), os quais diferem em farmacologia, localizagdo e ag¢des intracelulares em que
estdo envolvidos (Schwartz et al., 1991; Leurs et al., 1995). No SNC estdo presentes os
receptores H;, H, e Hj, sendo que os receptores H; e H, sdo pos-sinapticos e o H; € um auto-
receptor pré-sinaptico que regula a sintese e liberacdo de HA neural (Schwartz et al., 1986;
Arrang et al., 2001; Brown et al., 2001). O receptor Hy foi recentemente identificado e sua
fungdo, até o momento, é considerada restrita ao sistema imunologico (Lin et al., 2005).

Virias pesquisas tém sido realizadas no sentido de verificar quais influéncias o
SNH exerceria sobre as fungdes do SNC. Dentre estas fungdes estdo o controle do ritmo
circadiano e do sono (Burns et al., 2003), a ansiedade (Imaizumi & Onodera, 1993; Santos et
al., 2003; Faganelo & Mattioli, 2007), a percepcdo da dor (Mobarakeh et al., 2000), a
modulagdo da atividade psicomotora (Alvarez et al., 1994), a aprendizagem ¢ memoria (De
Almeida & Izquierdo, 1986; Mattioli et al., 1998; Medalha et al., 2000; Cofiel & Mattioli,
2006) e a plasticidade e recuperagdo funcional do SNC (Weiler et al., 1992; Piratello &
Mattioli, 2004; Piratello & Mattioli, 2007).

Evidéncias experimentais indicam que o SNH pode ter um importante papel
nos processos de aprendizagem e memoria. Coelho e colaboradores (2001) verificaram um

efeito refor¢ador da L-histidina em um teste de preferéncia por lugar em Carassius auratus.
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Hasenohrl e colaboradores (2001) observaram que a HA, quando administrada no nucleo
acumbente, causou facilitagdo da tarefa de esquiva, e produziu preferéncia por lugar,
indicando a acdo reforgadora da droga. Um estudo realizado por Faganello e Mattioli (2007)
sugeriu que a inibicdo do sistema histaminérgico pela clorfeniramina (CPA), prejudicou o
processo de recuperacdo funcional em peixes apoés ablacdo telencefalica. Prast e
colaboradores, (1996) concluiram que a L-Histidina (LH), precursor da HA, tem efeito
facilitador na memoria de curta duragdo, em teste de memoria social com ratos, € que a a-
fluormetilhistidina, um inibidor da sintese da HA, tem um efeito inibidor no processo de
memoria espacial em ratos. Esses resultados sugerem que a HA no cértex e hipocampo esté
intimamente relacionada nestes diversos tipos de modelos experimentais de memoria. Da
mesma forma, tanto a administragdo sist€émica como a intracerebroventricular de o-
fluormetilhistidina retardou a aquisi¢do de esquiva ativa em ratos (Kamei et al., 1993).

Por outro lado, segundo Faganello e Mattioli (2003) o papel da HA na
aprendizagem e memoria tem apresentado resultados contraditorios. Neste contexto, um
estudo de Piratello e Mattioli (2004) sugeriu que a CPA, um antagonista histaminérgico do
receptor H1, acelerou o processo de recuperagdao funcional em peixes apos lesdo vestibular.
Outro estudo sugeriu que a administragio de CPA apresenta um efeito positivo na
aprendizagem ¢ memoria em Carassius arautus (Spiler et al., 1999). Além disso, no estudo de
Medalha e colaboladores (2000), verificou-se uma organizacdo dose-dependente da
facilitacdo desse processo. Ha grande interesse na pesquisa sobre as bases neurais da
aprendizagem e memoria, uma vez que estes processos envolvem mecanismos celulares e
moleculares bastante semelhantes aos inerentes a recuperagao funcional (Wied, 1997).

Nesses processos, sabe-se da existéncia de diversas vias neurais envolvendo

diferentes neurotransmissores em varias regioes do encéfalo, dentre elas o cerebelo.
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1.2 - O Papel da Histamina no Cerebelo
O modelo de organizagao neural da circuitaria basica e das caracteristicas
neurofisiologicas do cerebelo em Carasius auratus (Figura 2) ¢ similar a de outros

vertebrados estudados (Rodriguez et al., 2005).

Figura 2: Cérebro dos peixes teledsteos. (A) Representagdo esquematica
em vista dorsal; (B) representagdo esquematica em vista lateral com
indicacdo das principais estruturas macroanatomicas. (Adaptado de Broglio
et al., 2003). Abreviagdes: OB, bulbo olfatdrio; Tel, telencéfalo; nll, nervo
optico; OT, teto Optico; Cb, cerebelo (seta); Hyp, lobo hipotalamico; SC,
medula espinhal; VL, lobo vagal.

Pesquisas revelam que o cerebelo destes peixes estd envolvido em processos de
aprendizagem e memoria (Lalonde et al., 1990; Petrossini et al., 1998; Duran et al., 2001;
Sacchetti et al., 2002; Yoshida et al., 2004; Ito, 2005; Sacchetti et al., 2005; Ito, 2006; Shutoh
et al., 2006) e fungdes emocionais (Yoshida et al., 2004; Rodrigues et al., 2005; Ito et al.,
20006), as quais anteriormente eram consideradas fun¢des restritas do telencéfalo (Portavella et
al., 2002; Gomez et al., 2006; Ghidoni et al., 2006). Outros trabalhos também demonstram o
papel do cerebelo na regulacdo visceral, particularmente na modulacdo cardiovascular e
respiratoria (Li et al., 1999; Zhu et al., 2006).

Evidéncias experimentais demonstram a existéncia de conexdes diretas entre o
cerebelo e estruturas telencéfalicas, as quais podem constituir uma via de comunicagdo

envolvida na coordenagdo de tarefas ndo-motoras, como a memoria de lugar (Vondershen et
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al., 2002; Zhu et al., 2006). Em outro experimento, com auto-radiografia constatou-se o
envolvimento dos receptores Hi na transmissdo de sinais desta mesma via (Takemura et al.,
2003). Segundo Choich e colaboradores (2004), os receptores histaminérgicos do tipo Hi sao
0s que estdo presentes em maior quantidade no cerebelo de peixes teledsteos. Um estudo
utilizando cerebelo de ratos in vitro, demonstrou que a HA promove resposta excitatdria nas
células de Purkinje através dos receptores H2, uma vez que este efeito foi bloqueado pela
ranitidina, revelando a importancia das fibras histaminérgicas nas atividades funcionais do
cerebelo (Tian et al., 2000). Song e colaboradores (2006), utilizando cilindro de equilibrio
(rota-rod), observaram que o bloqueio dos receptores Hi e H2 do nucleo interposto cerebelar
em ratos promoveu um decréscimo no desempenho motor, para habilidades de coordenagdo e
equilibrio.

Deste modo, varios estudos também tém evidenciado que a histamina participa
das altera¢des neuroplésticas associadas a recuperagdo funcional, além de funcionar como um
substrato neural no controle do reforgo e processos de memoria e aprendizagem (Cofiel &
Mattioli, 2006). Por outro lado, ainda ndo foram totalmente elucidados os efeitos do SNH
sobre a estrutura cerebelar, e de que forma a associagdo estaria agindo sobre os processos de

aprendizagem e memoria.
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2 - OBJETIVO

Investigar o efeito farmacologico do precursor da histamina (L-histidina) e dos
antagonistas dos receptores Hi (Pirilamina) e H2 (Zolantidina) na consolidagdo da memoria de

esquiva inibitoria em Carassius auratus apos ablagao cerebelar.



19

3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Amostra

Foram utilizados 177 peixes da espécie Carrasius auratus (Figura 3),
indeterminados quanto ao sexo e pesando entre 8 e 14g, provenientes de um unico
estabelecimento comercial local. Antes do experimento, os animais permaneceram nho
laboratério durante duas semanas em tanques de 500 litros, com finalidade de controlar

possiveis doengas.

Figura 3: Peixes da espécie Carasius auratus.

A temperatura da agua foi mantida em torno de 22°C, com filtragdo e
oxigenacdo constante, sob ciclo de luz natural. Os animais eram alimentados com ragdo em
forma de flocos (“Fast Color”, Hai Feng, Formosa), disponibilizada diariamente no periodo da
manha. A identificagdo dos animais foi realizada através das caracteristicas fisicas
individuais, como cor, tamanho e formato de cauda.

3.2 — Aspectos Eticos

Todos os procedimentos experimentais deste estudo foram aprovados pelo
comité de ética e pesquisa em animais da Universidade Federal de Sao Carlos — UFSCar

(ANEXO A) e, concomitantemente, estiveram de acordo com os preceitos da Sociedade
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Brasileira de Neurociéncias ¢ Comportamento - SBNeC.
3.3 - Procedimento Cirurgico

Todos os animais foram submetidos ao procedimento cirtrgico. Contudo,
foram divididos aleatoriamente em dois grupos, sendo que em um grupo foi realizada ablagao
cerebelar e, no outro, os cerebelos dos animais foram mantidos intactos.

Os peixes foram anestesiados com de solugao de tricaina metasulfonato (TMS)
— sal éster etilico do acido 3-aminobenzodico metasulfonato (Sigma Chemical Co., St Louis,
MO) em concentragao de 0,8g/L de agua. Apods cessarem a atividade locomotora e os
movimentos branquiais, o peixe era envolvido em gaze timida e colocado em um fixador com
um aparato bucal (Figura 4), que permanecia com perfusdo constante de solugdo TMS, com

concentragdo de 0,3g/L de 4gua durante o procedimento cirtrgico.

Figura 4: Aparato cirargico.

Realizou-se uma incisd@o no cranio e cuidadosamente o cerebelo foi aspirado
através de uma pipeta conectada a uma bomba de vacuo (Microbomba Nevoni Standard, NSR
Ind., Com. e Repr. Ltda., SP, Brasil). Posteriormente, o cranio era fechado com acrilico dental
de secagem rapida (Acrilico Auto-Polimerizante Cléssico, JET, SP, Brasil e Liquido Acrilico

Auto-Polimerizante, Dental VIPI Ltda, SP, Brasil) ¢ a ferida higienizada com azul de
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metileno.

Em seguida, a solugdo de TMS era substituida por dgua até que os movimentos
branquiais espontdneos retornassem e entdo os peixes eram recolocados nos aquarios de
manuten¢do. Este método cirurgico foi descrito por Yoshida et al. (2004) e se mostrou eficaz

em ablacdo cerebelar e lesdo ficticia (Figura 5).

Figura 5: Encéfalo de Carassius auratus com vizualiza¢do do cerebelo (A) e apds ablagio cerebelar (B).
Abreviagoes: Te: telencéfalo; OT: Trato dptico; Cb: cerebelo; VL: lobo vagal.

Nos aquérios de manutengdo foram utilizadas doses preventivas do
fungicida/bactericida e auxiliar no tratamento de parasitoses Labcon Aqualife (Alcon, SC,
Brasil). Os peixes permaneceram no aquario de manutencdo durante um periodo de

recuperagao de trés dias antes das sessdes experimentais.
3.4 - Aquario Experimental

O aquario utilizado na realizacdo dos experimentos tem 45 centimetros de
comprimento, 10 centimetros de largura e 15 centimetros de altura, e ¢ dividido em dois
compartimentos iguais por uma porta tipo guilhotina, sendo um compartimento branco e o
outro preto (Figura 6).

Ao lado do aquario foi fixado um sistema de polia, do qual um peso de 45
gramas poderia ser liberado a 5 centimetros da extremidade do compartimento preto do

aqudrio, a uma altura de 15 centimetros da superficie da adgua.
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Figura 6: Representagdo esquematica do aquario
experimental de esquiva inibitdria (Cofiel & Mattioli, 2006).

3.5 - Procedimento Comportamental

O procedimento comportamental foi composto por trés dias consecutivos
(Figura 7). No primeiro dia (Sessdo de Habituagdo), os animais foram submetidos a
habituacdo ao aqudrio experimental, na qual cada peixe era colocado individualmente no
compartimento branco por 30 segundos, a porta guilhotina era aberta e o animal tinha 10
minutos para explorar o aquario, com livre acesso aos dois compartimentos.

No segundo dia (Sessdo de Treino) eram realizados os treinos. O peixe era
colocado no compartimento branco por 30 segundos. Apods esse periodo, a porta guilhotina era
aberta e o animal tinha 5 minutos para passar para o compartimento preto, sendo que os

animais que ndo mudaram de compartimento nas duas primeiras tentativas eram excluidos do
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experimento. Apds a entrada do animal no compartimento preto, o peso era liberado a sua
frente (T,). Caso o animal ndo retornasse para o compartimento branco, o peixe era deslocado
gentilmente para o mesmo, a porta guilhotina era fechada e o procedimento era imediatamente
repetido mais quatro vezes (T2, T3, T4 e Ts).

A partir do momento em que a divisoria dos compartimentos era retirada, o
tempo utilizado pelo animal para entrar no compartimento escuro (laté€ncia) foi registrado em
segundos, sendo considerada a entrada no compartimento preto quando o peixe ultrapassava
com o final da nadadeira dorsal a linha diviséria dos compartimentos. Caso os animais nao
passassem na primeira tentativa, neste intervalo de tempo, a porta guilhotina era fechada e
dava-se inicio a mais uma tentativa de treino. Imediatamente apos o ultimo treino (T5), os
peixes eram recolocados no aquario de origem e apos dez minutos era realizado o tratamento
farmacologico.

No terceiro dia, era realizado o teste (TE), no qual o peixe era colocado no
compartimento branco por 30 segundos, em seguida, a diviséria dos compartimentos era
retirada e o tempo utilizado pelo animal para entrar no compartimento escuro (laténcia do

teste) era registrado em segundos.

Esquiva Inibitoria — Tratamento pos-treino

1°Dia 2° Dia - Treinos 3°Dia
Habituacéo N . - - Teste

Tratamento Farmacoldgico
10" apds o Treino 5

Figura 7: Delineamento experimental de esquiva inibitoria — tratamento pds-treino.
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As laténcias dos treinos e do teste foram coletadas e consideradas como

indicadores comportamentais de aprendizagem e memdria.
3.6 - Tratamento Farmacoldgico e Procedimento de Injecéo

As drogas utilizadas nos experimentos foram a LH — precursora da histamina,
pirilamina sal de maleato (PI) — antagonista dos receptores Hi e a zolantidina sal de dimaleato
(ZOLA) — antagonista dos receptores H2 - (Sigmal Chemical Co., St. Louis, MO). As
concentragdes das drogas foram de 100 mg/ml para a LH (Medalha & Mattioli, 2007), 35
mg/ml para a PI (Masuoka & Kamei, 2007) ¢ 20 mg/ml para a ZOLA (Cofiel & Mattioli,
2006), sendo injetado um volume de 1 ml/kg de peso do animal. As drogas forram diluidas
em solucdo salina e as doses utilizadas foram baseadas em estudos prévios que demonstraram
influéncia nos processos de aprendizagem e memoria.

Os animais do grupo controle receberam solugdo salina (SL) em volume
equivalente ao da droga. As drogas e a solugdo salina foram mantidas sob refrigeracdo até o
momento da sua utilizacdo, em tubos codificados, de modo que o pesquisador ndo tinha
conhecimento do contetido dos mesmos no momento dos experimentos.

As solucdes foram administradas via intraperitoneal (i.p.) através de uma
seringa Hamilton (710 N) de 100 pl, com uma canula de polietileno adaptada a uma agulha
dental.

3.7 — Filmagem

Os experimentos foram gravados através de uma camera de video (Gradiente
GCP 165-CR) e registrados em video tape (Video Cassete Mitsubshi HS X50).
Posteriormente, as laténcias foram quantificadas pelo pesquisador através de um monitor de

televisao (Philco Hitachi, 20”).
3.8 — Analise Histoldgica

Apb6s a conclusdo dos procedimentos experimentais, os animais foram
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novamente anestesiados. Em seguida, eram decapitados e os cérebros foram removidos e
fixados em formalina a 10% por no minimo 5 dias. Depois disso, foram seccionados a uma
espessura de 50 um, através de um criostato (Figura 8). Por meio de andlise histologica, foi

verificado se os cerebelos foram completamente removidos, sem lesionar outras areas.

Figura 8: Microfotografia transversal do cerebelo
com lesdo ficticia (lado esquerdo) e ablagdo do
corpo cerebelar (lado direito) de Carassius auratus.
Abreviagoes: CC, corpo cerebelar; EG, granulo
eminente; LC, lobo caudal; MO, medula oblonga
(Yoshida et al., 2004).
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4 — ANALISE ESTATISTICA

As laténcias dos treinos e do teste de cada experimento foram submetidas ao
teste de Homogeneidade (Teste Levene), quando necessario os dados foram transformados
para log;o (Experimento I). Em seguida, nos trés experimentos foi aplicado o teste de andlise
de variancia (ANOVA de duas vias) seguido pelo teste de comparagdo multipla Student —

Newman — Keuls (SNK) (p<0,05).
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5 - EXPERIMENTOS

Foram realizados trés experimentos, sendo empregados os mesmos
procedimentos experimentais descritos anteriormente, no entanto, diferindo no tratamento

farmacoldégico.
5.1 - Experimento I: L-histidina (Precursor da histamina)

o Grupos Experimentais
Os animais foram separados aleatoriamente em quatro grupos, como mostra a

tabela abaixo:

Tabela 1: Grupos experimentais com tratamento de L-histidina ou solugéo salina.

GRUPOS TRATAMENTO DOSE n
Lesao Ficticia (S-SAL) Solugdo Salina - 14
Lesao Ficticia (S-LH) L-Histidina 100 mg/ml 14
Ablacao Cerebelar (A-SAL) Solugdo Salina - 14
Ablagao Cerebelar (A-LH) L-Histidina 100 mg/ml 15

. Resultados

A Figura 9 mostra as médias e erro padrao da média (+EPM) das laténcias dos
grupos experimentais durante os treinos ¢ o teste. A ANOVA de duas vias (Fator A:
Tratamento e Fator B: Tentativa), revelou diferenga estatisticamente significativa nas
laténcias entre as tentativas (F347y=13,87, p<0,0001) e que houve interagdo dos fatores
(F@s,347=3,60, p<0,0001), contudo ndo apontou diferenga significativa entre os tratamentos
realizados (F5347)=1,63, p=0,191). O teste SNK, indicou aumento significativo das laténcias
dos grupos em T5 quando comparados com T1, demonstrando que todos os grupos foram
capazes de aprender a tarefa (p< 0,05).

No entanto, em TE, o teste SNK (p< 0,05) apontou diminui¢do significativa

das laténcias dos grupos A-LH e S-SL em rela¢do aos grupos A-SL e S-LH, demonstrando
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que a ablacdo do cerebelo facilitou a retencao e a LH reverteu o efeito da lesdo cerebelar.

300 - %
*
250 _** _
= 200 OS-SAL
= ES1H
2 150 _
k- MA-SAL
= 100 - BA-IH
m_
0_

T4 TS

x

T1 T2

Figura 9: Médias e erro padrao da média (EPM) das laténcias dos grupos no Experimento I para os cinco
treinos e o teste. (ANOVA de duas vias, p=0,0001, seguido do SNK p<0,05. (*) Diferenca estatisticamente
significativa de T1, p<0,05. (#) Diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em TE.
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5.2 - Experimento Il: Pirilamina (Antagonista dos receptores H,)

o Grupos Experimentais
Os animais foram separados aleatoriamente em quatro grupos, como mostra a

tabela abaixo:

Tabela 2: Grupos experimentais com tratamento de Pirilamina ou solucéo salina.

GRUPOS DROGAS DOSE n
Lesao Ficticia (S-SAL) Solugao Salina - 15
Lesao Ficticia (S-PI) Pirilamina 35mg/ml 14
Ablacao Cerebelar (A-SAL) Solugao Salina - 16
Ablacao Cerebelar (A-PI) Pirilamina 35mg/ml 15

. Resultados

As médias £+ EPM das laténcias em segundos dos treinos e teste sdo
demonstradas na Figura 10. A ANOVA duas vias (Fator A: Tratamento e Fator B: Tentativa),
demonstrou diferenga significativa entre as laténcias e os tratamentos (Fi3s9) = 5,64,
p<0,001), as tentativas (F(359=30,59, p=0,0019) e interagdo dos fatores (F(i5350=4,19,
p<0,0001).

O teste SNK indicou um aumento significativo das laténcias de todos os grupos
em T5 quando comparados com T1, demonstrando que todos os grupos foram capazes de
aprender a tarefa (p< 0,05). Entretanto, no TE, o teste SNK demonstrou redugdo significativa
das laténcias dos grupos S-SL e S-PI em relagdo aos grupos A-SL e A-PI, sugerindo que
ablacdo do cerebelo facilitou a retencdo de esquiva inibitoria e que a PI ndo influencia na

consolida¢ao da memoria.
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Figura 10: Médias e erro padrdo da média (+EPM) das laténcias dos grupos no Experimento II para os cinco
treinos ¢ o teste. (ANOVA de duas vias, p=0,0001, seguido do SNK p<0,05. (*) Diferenca estatisticamente
significativa de T1, p<0,05. (#) Diferencga estatisticamente significativa entre os grupos em TE.
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5.3 - Experimento I11: Zolantidina (Antagonista dos receptores H,)

o Grupos Experimentais

Os animais foram separados aleatoriamente em quatro grupos, como mostra a tabela

abaixo:
Tabela 3: Grupos experimentais com tratamento de Zolantidina e solugao salina.
GRUPOS DROGAS DOSE n
Lesao Ficticia (S-SAL) Solugao Salina - 15
Lesao Ficticia (S-ZOLA) Zolantidina 20 mg/ml 15
Ablacdo Cerebelar (A-SAL) Solugao Salina - 15
Ablacao Cerebelar (A-ZOLA) Zolantidina 20 mg/ml 15
. Resultados

A ANOVA de duas vias (Fator A: Tratamento e Fator B: Tentativa),
demonstrou diferenca significativa na laténcia entre os tratamentos (Fs 323=28,31, p<0,0001),
as tentativas (F(3323=6,29, p<0,001) e interag@o dos fatores (F(i5323) = 2,38, p = 0,0031).

O teste SNK indicou um aumento significativo das laténcias de todos os grupos
em T5 quando comparados com T1, demonstrando que todos os grupos foram capazes de
aprender a tarefa (p< 0,05) (Figura 11). Todavia, no TE, o teste SNK demonstrou redugao
significativa das laténcias do grupo S-SL em rela¢do aos grupos S-ZOLA, A-SL e A-ZOLA,
sugerindo que ablacdo do cerebelo facilitou a retencao de esquiva inibitoria e que a HA media

este processo via receptores Ho.
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Figura 11: Médias e erro padrdo da média (tEPM) das laténcias dos grupos no Experimento III para os cinco
treinos e o teste. (ANOVA de duas vias, p=0,0001, seguido do SNK p<0,05. (*) Diferenca estatisticamente
significativa de T1, p<0,05. (#) Diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em TE.
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6 — DISCUSSAO

O modelo experimental de condicionamento de esquiva inibitdria para peixes
da espécie Carassius auratus ¢ um teste através do qual se infere aprendizagem ¢ memoria.
Neste modelo, os peixes sdo treinados em um aquério de dois compartimentos, sendo um
claro e outro escuro, associando-se ao compartimento escuro um estimulo aversivo (queda de
peso). Devido a preferéncia natural dos peixes desta espécie por ambientes escuros
(Santangelo & Mattioli, 1999), com a associacdo do estimulo aversivo ao compartimento
escuro, 0s animais passam a evitar a entrada neste compartimento, permitindo a inferéncia de
aprendizagem e memoria de esquiva.

Diversos estudos utilizaram este modelo com o objetivo de investigar o efeito
de diferentes drogas nos processos de aprendizagem, memoria e recuperagcdo funcional de
peixes dourados (Medalha et al., 2000; Faganello et al., 2003; Cofiel & Mattioli, 2006;
Faganello & Mattioli, 2008; Gargao et al., in press; Gar¢do & Mattioli, 2009).

Os resultados dos trés experimentos indicaram que todos os grupos foram
capazes de aprender a tarefa de esquiva inibitéria, sugerindo que a ablacdao cerebelar ndo
impede a aprendizagem. Um estudo prévio demonstrou que peixes dourados submetidos a
ablacdo cerebelar foram capazes de adquirir resposta de condicionamento bradicardico -
Condicionamento Emocional (Salas et al., 2006). Por outro lado, outros estudos mostraram
que a remogao completa do cerebelo prejudicou a aprendizagem de condicionamento classico
em Carassius auratus (Alvarez et al., 2002; Alvarez et al., 2003). Sendo o condicionamento
de esquiva inibitoria um teste de comportamento defensivo (Misslin, 2003), acreditamos que a
presenca de circuitos inibidores da atividade do mesencéfalo, diencéfalo e telencéfalo podem
esclarecer o motivo pelo qual os peixes submetidos a ablacdo cerebelar foram capazes de

aprender a tarefa.
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Brandédo et al. (2003) propdem que o teto do mesencéfalo possui circuitos
locais capazes de gerar comportamentos defensivos associados a ansiedade e ao medo, como
no caso de esquiva inibitoria. Contudo, outras estruturas encefélicas superiores também sao
necessarias para a regulagdo de comportamentos complexos relacionados ao medo. Por
exemplo, as conexdes entre o coliculo inferior e a amidala funcionam como um importante
filtro de informagdes sensoriais de natureza aversiva (Maisonnette et al., 1996).
Adicionalmente, diversos estudos demonstraram a existéncia de conexdes anatomicas entre o
cerebelo e areas limbicas, incluindo o nicleo accumbens, hipocampo, locus ceruleus, area
tegmental ventral, area periaquedutal e amidala (Sacchetti et al., 2005). Sacchetti et al. (2007)
propde que a amidala e o cerebelo sdo interconectados funcionalmente e que essas conexdes
sdo ativadas durante os processos de aprendizagem ¢ memdria aversiva.

Lesdes na amidala causaram drastica redugdo dos comportamentos de medo e
agressividade, enquanto estimulagdo elétrica nessa estrutura induziu respostas de medo em
animais e estado de medo em animais ¢ humanos (Sacchetti et al., 2005). Além disso, um
estudo que realizou estimulagdo elétrica no vérmis cerebelar, tanto de ratos quanto de gatos
apds neurocirurgia, demonstrou que o cerebelo modula atividades comportamentais na
amidala (Heath et al., 1978). Outro estudo em ratos submetidos a cerebelectomia usando o
modelo experimental de esquiva inibitoria indicou que essa estrutura esta envolvida no
processo de consolidagdo da memoria emocional, mas que ndo ¢ o local de armazenamento da
memoria (Dahhaoui et al., 1990; Guillaumin et al., 1991).

Nos trés experimentos realizados, os animais com ablagdo cerebelar foram
capazes de reter a informagao vinte quatro horas apds o treino, enquanto os animais do grupo
lesdo ficticia ndo consolidaram a memoria. Deste modo, pode-se sugerir que os animais
submetidos a ablacdo cerebelar foram capazes de reter a tarefa, uma vez que a auséncia do

cerebelo liberaria a acdo da amidala, prolongando o efeito do medo frente ao estimulo.
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Diversos estudos revelaram que a HA afeta a plasticidade neural, sendo
associada com a recuperacdo funcional (Piratello & mattioli, 2007; Gargdo et al., in press).
Além disso, evidéncias experimentais sugerem a participagdo da HA como substrato neural
para os processos de aprendizagem e memoria emocional (Faganello & Mattioli; 2008).
Adicionalmente, tanto a administragao sistémica quanto intracerebroventricular do inibidor da
histamina (o-fluormetilhistidina) retardou a aquisi¢do de esquiva ativa em ratos (Kamei et al.,
1993). De forma similar, a histamina facilitou a retencdo da memoria de esquiva e causou
preferéncia de lugar, indicando a agdo reforgadora da droga (Hansenohrl et al., 2001).

Ferretti e colaboradores (1998) demonstraram que a indugdo de estresse em
ratos aumenta o nivel de histamina no hipotdlamo. Em outro estudo, administracao
intraventricular de histamina causou um aumento do radioisotopo *H-HI (marcador da
histamina) no hipotdlamo e promoveu uma inibi¢do dose-dependente no condicionamento de
esquiva de ratos (Tasaka et al.; 1985). Em modelo de estresse por confinamento, com
restricdo de espago durante duas horas, também foi observado aumento significativo do nivel
de histamina no diencéfalo de ratos (Ito et al., 1999).

Apesar da dificuldade de comparagdo entre o SNC de peixes e mamiferos em
virtude do processo de inversdo do telencéfalo, estudos anatomicos e funcionais mostraram a
existéncia de similaridade entre algumas estruturas do encéfalo de mamiferos com os trés
maiores grupos de células telencefalicas dos teledsteos (ntcleo telencefalico dorsal, ventral e
lateral) (Butter, 2000). A por¢do lateral (PL) esta associada com a memoria espacial e
temporal, indicando homologia com o hipocampo de mamiferos; enquanto que a porc¢ao
medial (PM) esté relacionada a memoria emocional sugerindo uma possivel homologia com a
amidala de mamiferos. Além disso, estudos recentes demonstraram a existéncia de conexdes
entre o cerebelo e a PM em Carassius auratus e outros peixes teleosteos (Northcutt, 2006;

Yang, 2004).
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Viérios estudos relataram o envolvimento da HA na regulacao dos processos de
aprendizagem e memoria, e também em processos relacionados a recuperacdo funcional apos
lesdo do SNC (Piratello & mattioli, 2007; Gargao et al., in press). Em um estudo que realizou
lesdo do nucleo tuberomamilar em ratos ocorreram prejuizos na aprendizagem de esquiva
inibitoria, os quais foram revertidos pelo tratamento com LH, um precursor da histamina
(Chen & Shen; 2002). Alvarez & Ruarte (2004) demonstraram que a administragao local de
HA no nucleo basolateral da amidala de ratos reduziu a laténcia em modelo de esquiva
inibitdria, indicando que a HA afeta a memoria.

Resultados similares foram encontrados no Experimento I do presente estudo,
em que o grupo A-LH ndo consolidou a memoria da tarefa de esquiva, 24 horas apos o treino,
enquanto a LH promoveu efeito oposto no grupo lesdo ficticia. Esses dados podem ser
explicados pelo efeito da LH na PM apos a conexdo entre o cerebelo e a PM ser destruida,
prevenindo a consolidagdo da memoria da esquiva inibitéria. Estes resultados suportam
evidéncias que a LH exerce efeito na consolidagdo da memoria de esquiva inibitoria em
estruturas limbicas. Entretanto, futuros estudos sdo necessarios para confirmar essa hipotese.

Diversos estudos evidenciaram que a consolidagdo da memoria de esquiva
inibitoria ¢ afetada por administracdo de uma série de substancias, tais como os antagonistas
dos receptores H; e H,. Entretanto, os resultados sdo contraditérios (Faganello et al., 2003,
Cofiel & Mattioli, 2006).

Segundo Medalha et al. (2000), a CPA facilitou a aquisi¢do da tarefa de
esquiva inibitéria em peixes. Outro estudo que administrou CPA em peixes dourados
apresentou um efeito facilitatorio na aprendizagem e memoria de tarefa espacial em Carassius
auratus (Spieler et al., 1999). No entanto, o bloqueio dos receptores H; em ratos impediu a

consolidagdo da memoria espacial no modelo de labirinto de oito bragos (Xu et al., 2005).
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Os resultados do Experimento II demonstraram que a PI na dose utilizada nao
influencia na consolidagdo da memoria de esquiva inibitéria em animais submetidos a ablagao
cerebelar, tendo em vista que, independentemente do tratamento farmacoldgico os peixes
apresentaram laténcias semelhantes, 24 horas ap6s o treino. Nossos resultados estdo de acordo
com os achados da literatura, que indicam que o cerebelo ¢ um dos locais com maior
densidade dos receptores histaminérgicos do tipo H; (Choich, 2005). Entretanto, os animais
tratados com PI apresentaram médias significativamente menores em relagdo aos animais
tratados com salina. O modelo experimental de esquiva inibitoria para peixes ¢ mais sensivel
para drogas facilitadoras de memoria, uma vez que o grupo S-SAL nao consolidou a tarefa 24
horas ap6s o treino. Sugerimos que sejam realizados outros trabalhos a fim de esclarecer a
diferenca entre os grupos S-SL e S-PI, utilizando outros modelos experimentais de memoria
emocional.

No Experimento III, como apenas os animais do grupo S-SAL ndo foram
capazes de reter a memoria da tarefa, inferimos que tanto a ablagdo cerebelar quanto a
administracdo de ZOLA resultou em facilitagdo da consolidacio da memdria de esquiva
inibitdria. Estes resultados concordam com outros trabalhos que apontam o envolvimento dos
receptores H, na consolidagdo da memoria.

Onodera et al. (1998) demonstraram que um agonista dos receptores H, (4-
methylhistamine) provocou um efeito inibitorio na retengdo de esquiva passiva. Em outro
estudo, a administragdo intracerebroventricular do antagonista dos receptores H,, Cimetidina,
facilitou a consolidagdo da memoria de tarefa de esquiva inibitoria, enquanto que, a
administracdo de HA atenou a reten¢do da memoria em ratos (Eidi et al., 2003). Por outro
lado, Flood et al. (1998) observaram um efeito facilitatorio do agonista dos receptores H,,
Dimaprit, na retengdo da memoria em modelo experimental com labirinto em T; ao contrario,

a Cimetidina apresentou um efeito inibitorio. Além disso, o bloqueio dos receptores H, por
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meio da ZOLA prejudicou a aprendizagem ¢ a memoria de esquiva inibitoria em Carrasius
auratus (Cofiel & Mattioli, 2006).

Os resultados do presente estudo demonstraram envolvimento dos receptores
histaminérgicos H; e H, na consolidacdo da memoria e/ou interpretagdo do valor aversivo de
esquiva inibitoria em Carassius auratus apos ablagdo cerebelar. Assim, esses dados reforgam
as evidéncias que a HA exerce influencia inibitoria no processo de consolidacdo da memoria
através dos receptores H; e efeito excitatdrio através dos receptores Ho.

Alguns estudos demonstraram que ocorre o aumento dos niveis de metabdlitos
histaminérgicos com a idade e existem indicios de que um aumento da atividade
histaminérgica esteja associado a disturbios de fungdes mnemonicas que acompanham
processos neurodegenerativos, como a doenga de Alzheimer (Prell et al., 1988; Alvarez et al.,
1996). Deste modo, o estudo do SNH pode ser de grande importancia, uma vez que existem
evidéncias para possiveis papéis terapéuticos de anti-histaminérgicos nas doencas

neurodegenerativas.



39

7 — CONLUSOES

e A ablacao cerebelar ndo influencia a aprendizagem, mas facilita a consolidagdo
de memoéria de esquiva inibitoria, indicando que o cerebelo esta envolvido em processos
emocionais em Carassius auratus.

e A Histamina participa como substrato neural na consolidacdo da memoria de
esquiva inibitoria em Carassius auratus e a L-histidina reverte o efeito da lesdo.

e A Pirilamina nao influencia na consolidacao da memoria de esquiva inibitoria
em teledsteos submetidos a ablagao cerebelar.

e A Zolantidina facilita a consolidagdo da memoria independente do cerebelo.

e Novos estudos devem ser realizados afim de se observar o envolvimento da
histamina e conseqiientemente dos receptores histaminérgicos na conexao entre o cerebelo e a

amidala.
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Tabela 1: Valores das laténcias (s) dos animais submetidos a lesdo
ficticia e tratamento pds-treino com salina (Grupo S-SL) no

Experimento I.

Animais T1 T2 T3 T4 T5 TESTE
1 88 26 300 80 300 100
2 2 10 11 8 300 10
3 6 60 20 300 69 10
4 110 153 300 180 300 3
5 255 300 300 300 284 300
6 88 300 240 300 300 232
7 50 197 300 219 300 15
8 22 167 300 109 300 8
9 10 15 300 129 300 5
10 69 10 28 300 300 1
11 11 14 68 245 18 4
12 8 100 19 177 300 4
13 71 300 12 274 300 46
14 4 5 113 3 116 1

MEDIA 56,71 118,36 16507 187,43 249,07 52,79

EPM 17,60 30,21 34,65 27,66 25,82 24,48




APENDICE B

Tabela 2: Valores das laténcias (s) dos animais submetidos a lesdo
ficticia e tratamento farmacoldgico pos-treino com L-Histidina (Grupo
S-LH) no Experimento I.

Animais T1 T2 T4 T3 T5 TESTE
1 8 9 6 300 116 120
2 4 5 103 3 126 150
3 19 300 227 300 300 300
4 170 138 300 300 300 300
5 33 3 240 300 300 30
6 152 300 78 300 300 300
7 132 276 300 300 266 300
8 6 153 300 158 300 300
9 192 121 196 205 300 300
10 34 6 7 190 14 17
11 170 300 300 300 300 216
12 20 100 300 177 31 100
13 28 44 300 300 300 300
14 46 300 300 85 300 59

MEDIA 73,86 146,79 211,21 229,86 232,36 199,43
EPM 18,43 32,24 29,43 24,95 28,16 29,57




APENDICE C

Tabela 3: Valores das laténcias (s) dos animais submetidos a ablagdo
cerebelar e tratamento poés-treino com salina (Grupo A-SL) no
Experimento 1.

Animais T1 T2 T3 T4 T5 TESTE
1 4 76 7 160 300 59
2 56 228 174 300 173 14
3 300 5 300 300 300 300
4 25 148 300 19 6 121
5 3 3 3 4 136 300
6 56 10 300 10 82 300
7 154 287 300 192 180 239
8 75 107 12 241 7 300
9 250 300 300 300 300 300
10 125 300 218 158 300 123
11 219 5 7 253 300 193
12 35 6 14 3 300 253
13 47 4 136 300 300 288
14 9 8 40 300 176 201

MEDIA 97,00 106,21 150,79 181,43 204,29 213,64
EPM 25,17 31,61 34,26 31,88 28,96 25,37




APENDICE D

Tabela 4: Valores das laténcias (s) dos animais submetidos a ablacao
cerebelar e tratamento farmacoldgico pos-treino com L-Histidina
(Grupo A-LH) no Experimento 1.

Animais T1 T2 T3 T4 T5 TESTE
1 22 35 25 33 15 2
2 48 7 140 116 47 3
3 4 9 11 183 148 68
4 245 300 300 300 300 38
5 3 5 4 224 4 8
6 150 25 145 70 300 211
7 142 127 300 300 300 11
8 215 296 277 219 300 6
9 126 300 292 247 300 41
10 161 52 180 171 300 69
11 6 12 147 300 300 179
12 112 300 280 300 176 40
13 83 9 300 300 300 184
14 21 15 8 84 12 14
15 2 62 6 46 42 49
MEDIA 89,33 103,60 161,00 192,87 189,60 61,53
EPM 20,41 31,39 31,06 25,17 32,52 17,71
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APENDICE E

Tabela 5: Valores das laténcias (s) dos animais submetidos a lesdo
ficticia e tratamento pds-treino com salina (Grupo S-SL) no
Experimento II.

Animais T1 T2 T3 T4 T5 TESTE
1 88 26 80 300 300 300
2 2 10 8 11 300 15
3 6 60 300 20 69 11
4 110 153 180 300 300 3
5 255 300 300 300 284 2
6 88 300 300 240 300 232
7 50 197 219 300 300 15
8 199 300 300 300 300 10
9 63 31 187 300 300 73
10 21 300 300 300 300 1
11 2 2 20 2 180 21
12 95 14 277 300 300 94
13 6 6 22 261 258 5
14 4 5 3 113 116 1
15 10 20 222 100 250 55

MEDIA 66,60 114,93 181,20 209,80 257,13 5587
EPM 19,07 31,98 30,27 30,46 18,69 22,64
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APENDICE F

Tabela 6: Valores das laténcias (s) dos animais submetidos a lesdo
ficticia e tratamento farmacoldgico pos-treino com Pirilamina (Grupo
S-PI) no Experimento II.

Animais T1 T2 T3 T4 T5 TESTE
1 43 300 300 160 300 11
2 30 100 20 300 287 1
3 56 18 192 300 106 4
4 110 12 300 300 300 10
5 136 69 300 300 300 10
6 30 80 271 231 300 3
7 20 153 300 108 300 4
8 6 2 17 177 9 8
9 5 5 23 67 212 3
10 6 12 6 2 6 8
11 15 12 164 300 300 48
12 4 66 59 40 278 6
13 2 155 30 194 39 7
14 6 3 300 108 72 10

Média 33,50 70,50 163,00 184,79 200,64 9,50
EPM 10,34 21,18 32,43 26,66 30,79 2,87




APENDICE G

Tabela 7: Valores das laténcias (s) dos animais submetidos a ablacao
cerebelar e tratamento pos-treino com salina (Grupo A-SL) no
Experimento II.

Animais T1 T2 T3 T4 T5 TESTE
1 147 257 87 300 300 260
2 77 84 205 17 104 300
3 2 2 300 300 300 280
4 137 300 300 5 300 300
5 89 120 30 50 300 220
6 253 300 300 300 300 300
7 13 108 59 300 22 246
8 1 300 300 300 300 300
9 193 18 180 300 300 300
10 24 171 156 91 300 218
11 22 177 133 300 300 220
12 70 300 202 55 300 250
13 251 300 300 300 300 270
14 123 12 21 65 205 213
15 143 300 288 300 300 279
16 29 54 300 209 300 147

MEDIA 98,38 175,19 197,56 19950 264,44 256,44
EPM 21,04 29,73 26,46 31,31 20,87 10,97




APENDICE H

Tabela 8: Valores das laténcias (s) dos animais submetidos a ablagdo
cerebelar e tratamento farmacologico pos-treino com Pirilamina (Grupo
A-PI) no Experimento II.

Animais T1 T2 T3 T4 T5 TESTE
1 24 300 300 300 300 102
2 16 38 148 45 125 300
3 153 57 154 233 300 214
4 148 188 300 300 300 300
5 35 12 12 151 250 168
6 65 300 300 253 300 255
7 6 28 17 19 111 158
8 108 21 138 300 150 110
9 21 300 300 253 300 300
10 94 19 23 300 65 157
11 135 300 30 74 111 300
12 55 300 300 300 270 220
13 148 300 300 50 300 192
14 10 300 300 300 300 200
15 28 147 300 90 239 257

MEDIA 69,73 174,00 194,80 197,87 228,07 21553
EPM 13,93 32,61 31,08 27,99 22,04 17,08




APENDICE |

Tabela 9: Valores das laténcias (s) dos animais submetidos a lesdo
ficticia e tratamento poés-treino com salina (Grupo S-SL) no
Experimento III.

Animais T1 T2 T3 T4 T5 TESTE
1 60 136 300 245 155 133
2 35 104 179 300 136 21
3 226 172 300 300 300 4
4 90 217 5 20 220 158
5 36 88 300 300 300 10
6 50 7 11 300 300 9
7 20 8 10 62 130 7
8 199 300 300 300 300 229
9 63 31 300 187 300 73
10 21 300 300 300 300 1
11 2 2 2 20 180 21
12 95 14 300 277 300 94
13 6 6 261 22 258 5
14 10 10 178 105 165 6
15 10 20 100 222 250 55
MEDIA 61,53 9433 189,73 197,33 239,60 55,07
EPM 15,93 25,22 30,43 27,98 19,17 16,35
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APENDICE J

Tabela 10: Valores das laténcias (s) dos animais submetidos a lesdo
ficticia e tratamento farmacoldgico pds-treino com Zolantidina (Grupo
S-Z0) no Experimento III.

Animais T1 T2 T3 T4 T5 TESTE
1 45 243 160 300 263 300
2 31 130 61 167 190 96
3 281 221 278 300 300 300
4 217 181 242 149 246 150
5 16 76 67 300 300 240
6 26 36 265 300 300 118
7 95 64 15 80 300 211
8 30 21 17 101 300 6
9 70 300 300 300 300 6
10 34 9 300 16 300 229
11 71 300 300 300 300 78
12 119 117 243 300 22 42
13 49 300 300 10 300 199
14 189 300 226 300 300 300
15 15 90 294 166 300 300

MEDIA 8587 159,20 204,53 20593 268,07 171,67
EPM 19,76 27,00 27,39 28,05 21,93 26,71




APENDICE K

Tabela 11: Valores das laténcias (s) dos animais submetidos a ablacao
cerebelar e tratamento pos-treino com salina (Grupo A-SL) no
Experimento III.

Animais T1 T2 T3 T4 T5 TESTE
1 262 21 255 300 190 300
2 254 210 300 300 300 300
3 101 300 156 70 300 300
4 4 300 230 300 300 300
5 97 230 248 300 300 300
6 3 300 300 300 300 300
7 108 300 170 300 300 300
8 52 300 300 300 300 300
9 4 300 300 300 300 300
10 9 3 300 187 300 300
11 14 6 54 300 300 300
12 8 24 222 300 276 300
13 210 300 290 1 300 259
14 3 300 244 275 300 300
15 52 59 2 4 91 300

MEDIA 78,73 196,87 224,73 23580 277,13 297,27
EPM 21,83 30,99 23,27 27,75 19,22 17,61




APENDICE L

Tabela 12: Valores das laténcias (s) dos animais submetidos a ablacao
cerebelar e tratamento farmacoldgico pos-treino com Zolantidina
(Grupo A-ZO) no Experimento III.

Animais T1 T2 T3 T4 T5 TESTE
1 272 158 42 181 241 108
2 21 300 300 270 300 300
3 135 106 300 300 300 300
4 17 300 112 219 68 300
5 99 237 300 300 290 229
6 60 196 300 217 163 60
7 131 94 300 300 300 210
8 74 300 300 102 300 300
9 85 124 54 142 300 128
10 21 300 36 300 300 119
11 18 300 300 300 300 27
12 54 33 300 230 300 3
13 32 30 300 300 300 50
14 5 12 273 10 71 4
15 204 229 300 300 236 37

MEDIA 81,87 181,27 23447 231,40 25127 145,00
EPM 1794 2594 26,80 22,59 22,02 27,46
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ANEXO A

UNIVERSIDADE F!EDERAL DE SJ_E\D CARLOS
%) PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
- Comissio de Etica em Experimentacao Animal
s Car Via Washington Luis, km. 235 - Caixa Postal 676
Fones! (016) 3351.8109 / 3351.8110
Fax: (016) 3361 3176

CEP 13560-970 - Sao Carlos - SP - Brasil
propg@power.ufsear.br - www.propg.ufscar.br

Parecer 057/2007

Protocolo n®. 053/2007

A Comissio de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de Sdo Carlos — CCEA/UFSCar, durante sua 16° Reunido, realizada no dia
18/12/2007, concluiu a apreciagdio ética do projeto de pesquisa “Papel do_sistema

histaminéregico nos processos de aprendizagem e memoria em "Carassius auratus” apos

ablacdio cerebelar”, elaborado por Rosana Mattioli.
Conclusdo: Projeto Aprovado
S#o Carlos. 19 de dezembro de 2007.

S LY - (afl’l--muoﬁt%
Profa. Dra. Keico Okino Nonaka

Presidente da Comissio de Ftica em Experimentagio Animal

Impresso 19/12/2007 23:00
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