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RESUMO

O objetivo desse estudo foi verificar a influéncia de substancias histaminérgicas sobre a
ansiedade e a memdria emocional de camundongos expostos e reexpostos ao Labirinto em
Cruz Elevado (LCE). Para isso, foram realizados dois experimentos. O experimento 1 avaliou
os efeitos da L-histidina sobre a ansiedade e a memdria emocional e a influéncia do
antagonista H; (Clorfeniramina) para esses efeitos. O experimento 2 avaliou o efeito do
tratamento crénico com Clorfeniramina (CPA) sobre a ansiedade e a memdria emocional. Os
experimentos foram realizados com camundongos da cepa Suigo-albino (25-35g), utilizando o
modelo do LCE em dois dias consecutivos, exposicdo (T1l) e reexposicdo (T2). No
experimento 1, os animais receberam injecdo combinada, intraperitonealmente (i.p.), pré-teste
em T1 de: SAL/SAL (salinat+salina), LH/SAL (L-histidina 500mg/kg+salina) e LH/CPA (L-
histidina+Clorfeniramina 16mg/kg). A injecdo combinada consistiu na aplicacdo da primeira
injecdo, ap6s 30 minutos uma segunda inje¢do, e depois de 10 minutos exposi¢do ao LCE.
Cada animal foi posicionado no centro do labirinto com a face voltada para o braco aberto e
teve cinco minutos para exploragdo. Depois de 24 horas (T2), 0os animais receberam 0 mesmo
tratamento farmacologico do dia anterior e foram reexpostos ao LCE, seguindo o0s
procedimentos descritos. No experimento 2, o procedimento consistiu na aplicacdo de
injecBes crénicas de SAL ou CPA, i.p., por 15 dias. Ap0s esse periodo, no primeiro dia de
teste (T1), os animais receberam injecéo i.p. de SAL ou CPA e 40 minutos depois foram
expostos ao LCE por 5 minutos. Em T2, os animais receberam 0 mesmo tratamento
farmacoldgico do dia anterior e foram reexpostos ao LCE. Para cada dose de CPA (8mg/kg e
16mg/kg) foi realizado um grupo controle. Nos dois experimentos, os testes foram gravados
para a andlise das medidas etoldgicas e espago-temporais [nimero de entradas nos bracos
abertos (EBA), fechados (EBF) e numero total de entradas (TE); tempo gasto nos bracos
abertos (TBA), fechados (TBF) e no centro (TC), e suas respectivas porcentagens]. A
ansiedade foi avaliada pela atividade nos bracos abertos (BA) em T1 (EBA, %EBA, TBA e
%TBA), a diminuicdo da exploracdo dos bragos abertos na reexposi¢do foi considerada
indicativo de aprendizagem e memoria, e as EBF avaliaram a atividade locomotora. Para
anélise dos dados foi utilizada a ANOVA (Two-way) seguida pelo teste de comparacGes
multiplas Student-Newman-Keuls (SNK) (p<0,05). Os resultados do experimento 1
mostraram que nas variaveis referentes a exploracdo dos bragos abertos (EBA, %EBA, TBA e
%TBA) nédo houve diferenca significativa entre os grupos em T1. O grupo controle SAL/SAL
e 0 grupo LH/CPA apresentaram reducdo significativa dessas medidas em T2, o que néo foi
observado no grupo tratado com LH/SAL. Nao houve alteracdo significativa na atividade
locomotora em nenhum dos grupos. Os resultados do experimento 2 mostraram que nédo
houve diferenca significativa entre os grupos nas variaveis relativas a ansiedade, e que nao
houve alteracdo significativa na atividade locomotora. Somente o0 grupo tratado
exclusivamente com CPA (16mg/kg) apresentou reducdo significativa nas medidas EBA,
%EBA, TBA e %TBA entre os dias de teste (SNK<0,05). Os resultados do experimento 1
indicaram que a LH provocou um deéficit na aquisicdo e/ou evocagdo da informacao aversiva
dos bracos abertos, e que a Clorfeniramina foi capaz de reverter esse efeito, sugerindo agéo da
LH via receptor H;. Os resultados do experimento 2 indicaram que o tratamento crénico de
CPA ndo alterou os niveis de ansiedade de camundongos expostos ao LCE e que a informacao
aversiva dos BA obtida em T1 foi evocada apenas pelos animais tratados exclusivamente com
CPA (16mg/KQg).

Palavras-chave: memoria, ansiedade, L-histidina, Clorfeniramina, Labirinto em Cruz
Elevado



ABSTRACT

The aim of this study was to assess the influence of histaminergic substances on anxiety and
emotional memory in mice exposed and re-exposed to the Elevated Plus-Maze (EPM). For
this, two experiments were conducted. Experiment 1 evaluated the effects of L-histidine on
anxiety and emotional memory and contribution of the H; antagonist (chlorpheniramine) for
these effects. Experiment 2 evaluated the effect of chronic treatment with chlorpheniramine
(CPA) on anxiety and emotional memory. The experiments were performed with Swiss-albino
mice (25-35g), using the model of the EPM in two consecutive days, exposure (T1) and re-
exposure (T2). In experiment 1, animals received combined intraperitoneal injection pretrial
in T1: SAL/SAL (saline + saline), LH/SAL (L-histidine 500mg/kg + saline) and LH/CPA (L-
histidine + Chlorpheniramine 16mg/kg). The combined injection was executed by one first
injection, followed by a second injection 30 minutes later. The test was performed in the EPM
10 minutes after the last injection. Each animal was positioned on the center platform of the
maze facing the open arm and had five minutes to explore. After 24 hours (T2), the animals
received the same pharmacological treatment of the previous day and were re-exposed to the
EPM, following the procedures described. In experiment 2, the procedure was the application
of chronic injections of SAL or CPA, intraperitoneally (i.p.) for 15 days. After this period, on
the first day of test (T1), the animals were injected i.p. with SAL or CPA and 40 minutes later
were exposed to EPM for 5 minutes. In T2, the animals received the same pharmacological
treatment the previous day and were re-exposed to the EPM. For each dose of CPA (8mg/kg
and 16mg/kg) the animals were separated into four groups based on chronic treatment. In both
experiments, the tests were recorded for the analysis of ethological measures and conventional
measures [number of entries in open arms (OAE), enclosed (EAE) and total number of entries
(TE), time spent in open arms (OAT), enclosed (EAT) and central area (CT), and their
respective percentages]. Anxiety was assessed by the activity in the open arms (OA) in T1
(OAE, %0OAE, OAT and %OAT), and decreased exploration of open arms on re-exposure
was considered indicative of learning and memory. For data analysis, ANOVA (Two-way)
followed by multiple comparison test Student-Newman-Keuls (SNK) (p <0.05) were used.
The results of experiment 1 did not show difference between the groups in the variables
related to exploration in the open arms (OAE, %OAE, OAT and %OAT). The control group
SAL/SAL and the LH/CPA group had a significant reduction in these variables in T2, which
was not observed in the group treated with LH/SAL. There was no significant change in
locomotor activity in either group. The results of experiment 2 showed no significant
difference between groups in variables related to anxiety, and there was no significant change
in locomotor activity. Only the group treated exclusively with CPA (16mg/kg) showed
significant reduction in measures OAE, %OAE, OAT and %OAT between test days (SNK
<0.05). The results of experiment 1 indicated that the L-histidine caused a deficit in
acquisition or recall of information of aversive open arms, and that chlorpheniramine was able
to reverse this effect, suggesting the action of LH via the H; receptor. The results of
experiment 2 indicated that the chronic application of CPA did not affect the anxiety levels of
mice exposed to the EPM and the information of aversive OA obtained in T1 was recalled
only for animals treated exclusively with CPA (16mg/kg).

Keywords: memory, anxiety, L-histidine, Chlorpheniramine, Elevated Plus-Maze
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| - INTRODUCAO

1.1 Aprendizagem e Memoria

A aprendizagem ¢ a aquisi¢cdo de novos conhecimentos do meio, e tem como resultado
a modificagio do comportamento (BRANDAO, 2000). A memoria, segundo Bear e
colaboradores (2002), ¢ a retencdo de informagdes aprendidas. Para o estabelecimento da
aprendizagem ¢ da memoria, os fatores basicos sdo a aquisi¢do, a consolidagdo e a evocagao
da informagao adquirida (MCGAUGH, 2000).

A memoria pode ser classificada em declarativa, memoria para fatos e eventos, € ndo-
declarativa, que se divide em varias categorias, entre elas a memoria de procedimento,
caracterizada como a memoria para habilidades, habitos e comportamentos (BEAR et al.,
2002). A memoria declarativa ¢ chamada de memoria explicita, pois envolve o pensamento
consciente, j& a memoria ndo-declarativa ¢ também chamada de memoria implicita, pois
resulta diretamente da experiéncia e ¢ frequentemente adquirida de forma inconsciente
(LOMBROSO, 2004).

Diversos fatores podem influenciar os processos de formacdo da memoria, como por
exemplo, lesdes, drogas, neurotransmissores € componentes emocionais. Sugere-se que a
memoria para eventos com componente emocional ¢ mais eficiente do que para eventos

neutros (QUEVEDO et al., 2003).

1.2 Emogéo e Memoria

A fungdo primaria das emogdes ¢ a adaptacdo do comportamento as situacdes de
relevancia para o individuo (AGUADO, 2002). As emocdes estdo relacionadas com uma
ampla variedade de experiéncias e podem ser classificadas em estados emocionais positivos,
como alegria, e negativos, como medo, sendo que no primeiro ha uma tendéncia para atragao
e o segundo esté associado com aversdao (LANG, 1995).

Segundo Martinez (2006), as emog¢des sdo fendmenos complexos no qual se inter-
relacionam resultados de processos fisiologicos, a interpretagdo cognitiva destes processos e
as circunstancias nas quais se desenvolvem. As inter-relagdes entre as emocgdes € as respostas

comportamentais adaptativas fazem parte da evolugdo natural. Essas respostas sdo moldadas
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por processos emocionais € as escolhas de respostas sdao determinadas pelas situacdes e
historia do individuo.

A ansiedade ¢ caracterizada como um estado emocional subjetivamente desagradavel,
acompanhado por um sentimento de apreensdo, inseguranga € um conjunto de alteracdes
fisiologicas e comportamentais (NUTT, 1990). Segundo Lader (1981), a causa principal deste
estado emocional ¢ a antecipagdo de um perigo. Segundo Graeff (1989) e Blanchard e
colaboradores (1990), a diferenciagdo entre ansiedade e medo, esta relacionada as diferentes
situacdes que desencadeiam estes sentimentos. A ansiedade ¢ desencadeada por situagdes
onde perigo € apenas potencial e vago, enquanto o medo ¢ desencadeado por situagdes
especificas, claras e evidentes de perigo e ameaga.

Os comportamentos de uma mesma espécie aparecem de diferentes formas e
apresentam bases hormonais e neurais distintas. O comportamento emocional esta relacionado
com o tipo de experiéncia vivida pelo animal (ZHU et al., 2006). Segundo McGaugh (2004),
a liberacdo de hormodnios do estresse, pela experiéncia emocional, desempenha papel
importante na mediagdo dos efeitos da estimulacdo emocional da memoria de longa duragao.

O estado de alerta, a ansiedade e o estresse sdo importantes moduladores das fases
iniciais da formacdo da memodria e da evocacdo (MCGAUGH, 2000). Ha evidéncias de que
alguns aspectos neurohumorais e hormonais, presentes no momento da consolida¢ao, devem
ser repetidos no momento da evocagdo da memdria, para que esta seja mais efetiva. Porém, a
simples exposicdo a uma nova situagdo ou ambiente, sem estresse adicional, pode também ter
profundos efeitos modulatorios (IZQUIERDO, 1989).

A memoria emocional se refere aos processos de aquisi¢do, consolidacdo e evocacao
de memorias associadas a experiéncia emocional do individuo. Ela pode ser avaliada com
aproximagdes experimentais especificas que representem os “estados emocionais”, analisando
as respostas comportamentais e fisiologicas do individuo (CONDE et al., 2001). Segundo
Cahill (1995), as memorias emocionais sdo estabelecidas através da amigdala e sdo mais
resistentes ao esquecimento. A influéncia neuromodulatoria dentro da amigdala regula a
consolidacdo da memoria por meio de projecdes enviadas para muitas regides cerebrais
envolvidas no armazenamento da informagao (MCGAUGH, 2004).

Os diferentes processos de memoria, que sao mediados pelo complexo amigdaloide,
sao influenciados por diversos sistemas de neurotransmissores € neuromoduladores. Estudos,
tanto em animais como em humanos, indicam que a interacdo entre os hormonios
relacionados com o estresse e a ativacdo na amigdala podem ter efeitos sobre a consolidacao

da memoria emocional (MCGAUGH, 2004; CONDE et al.,, 2001). Portanto, estudos
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farmacologicos tém sido realizados a fim de investigar a fungdo de neurotransmissores sobre
os processos de aprendizagem e memoria. Dentre eles, agonistas e antagonistas
histaminérgicos tém sido alvo de aten¢do, uma vez que o sistema histaminérgico estd
relacionado a uma série de fungdes do sistema nervoso central, incluindo aprendizagem,
memoria e ansiedade (SERAFIM et al., 2009; HASS ¢ PANULA, 2003; MALBERG-
AIELLO et al., 2002).

1.3 Sistema Histaminérgico

O sistema histaminérgico no Sistema Nervoso Central (SNC) consiste de neurdnios
responsaveis pela producdo da histamina (HA), uma monoamina de origem bioldgica, que
tem um importante papel modulador (PRELL e GREEN, 1986). Essa amina ndo atravessa a
barreira hematoencefalica, sendo formada no cérebro pela descarboxilagdo do aminoacido L-
histidina, seu precursor. A degradagdo de histamina ocorre por meio da acao da enzima N-
metiltransferase, e sua sintese pode ser inibida pela enzima o-fluormetilhistidina (WADA et
al., 1991).

A atuagdo da histamina no SNC se da pela estimulacdo de quatro classes de
receptores, H;, Hy, Hs ¢ Hs que diferem farmacologicamente, na localizacdo e nas respostas
intracelulares mediadas (STRAKHOVA et al., 2009; LEURS et al., 1995). Esse ultimo tipo
de receptor histaminérgico, cuja acdo parecia estar restrita ao sistema imunologico (LIM et
al., 2005), foi recentemente observado no SNC de ratos ¢ humanos (STRAKHOVA et al.,
2009).

O receptor histaminérgico H; estd presente no sistema limbico, incluindo nucleos do
hipotalamo, nucleos septais, amigdala e em &areas hipocampais. Os receptores H, estdo
localizados no corpo estriado e area limbica (BROWN et al., 2001). O receptor H3 é um auto-
receptor que regula a sintese e a liberagdo de histamina neural (ARRANG et al., 1985),
encontrado em segmentos do globo palido, hipocampo e areas corticais (MARTINEZ-MIR et
al., 1990). Os receptores Hy estdo localizados em maior quantidade na medula espinhal,
hipocampo, cortex, talamo e amigdala (STRAKHOVA et al., 2009).

O sistema histaminérgico apresenta distribuicdo similar em varios vertebrados
estudados (PANULA et al., 1990). Nos cérebros de mamiferos, os corpos celulares
histaminérgicos sdo encontrados no nucleo tuberomamilar (TM) do hipotdlamo posterior e

possuem projecdes para a maioria das regides do sistema nervoso central.
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O sistema neural histaminérgico dos roedores ¢ similar ao sistema encontrado no
cérebro humano (PANULA et al., 1984). Os neurdnios histaminérgicos presentes no nucleo
tuberomamilar de ratos enviam proje¢des por meio da via ascendente ventral para o
hipotalamo, banda diagonal e septo olfatorio, enquanto a via dorsal inerva a amigdala, o
hipotalamo e o hipocampo (BROWN et al., 2001). As fibras descendentes projetam-se
principalmente para medula (KHOLER et al., 1985) (Figura 1).

Figura 1. Esquema da distribuicio das fibras nervosas
histaminérgicas no encéfalo de rato (seccdo sagital). Abreviagdes:
Cb=cerebelo; CC=cortex cerebral; Hi= Hipocampo; Hy=hipotalamo;
IC=coliculo inferior; MO=bulbo; OB=bulbo olfatério; Pi= glandula
pituitaria; SC=coliculo superior; SP=corddo espinhal; St=estriado;
Th=talamo; TM=ntcleo tuberomamilar (Yanai & Tashiro, 2007).

O sistema histaminérgico atua nas alteragdes comportamentais (ONODERA et al.,
1994), motivagdo (WHITE ¢ RUMBOLD, 1988), fungdes cognitivas (PASSANI et al., 2000),
na modulagdo da atividade psicomotora (ALVAREZ et al., 1994), nos processos de
recuperagdo funcional (PIRATELLO e MATTIOLI, 2004), no medo e ansiedade
(IMAIZUME e ONODERA, 1993; OISHI et al., 1986) ¢ na aprendizagem e¢ memoria
(MEDALHA et al., 2000; MATTIOLI et al., 1998; DE ALMEIDA ¢ IZQUIERDO, 1986).

1.4 Clorfeniramina

A Clorfeniramina (CPA) ¢ um anti-histaminico que atua como antagonista do receptor
H; (ARAMENDIA, 1986) e pertence ao grupo das alquilaminas. Os anti-histaminicos deste
grupo sdo considerados os mais potentes e causam estimulagdo central (GOTH, 1981). Sua
aplicacdo clinica ¢ no tratamento de rinite alérgica, urticdria e outros tipos de alergias. A
clorfeniramina pode apresentar a¢des adicionais, como efeito sobre o sistema nervoso central

(sonoléncia, disturbios de coordenagdo, tontura e falta de concentragao) (GOTH, 1981).
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Segundo Taylor e colaboradores (1985), quando administrada em humanos de forma
continuada provoca tolerancia, que se manifesta entre sete e 21 dias depois de se iniciar a
aplicagdo. Varios estudos tém relacionado a aplicagdo de CPA a ansiedade e a processos de
aprendizagem ¢ memoria (FAGANELLO e MATTIOLI, 2007, PRIVOU et al., 1998;
FRISCH et al., 1997), porém ha poucas evidéncias sobre os efeitos de um tratamento cronico
e sua atuacao nesses processos. O frequente uso desse anti-histaminico justifica os estudos

referentes a suas propriedades terapéuticas e aos seus efeitos adversos.

1.5 Modelo Experimental: Labirinto em Cruz Elevado

O modelo de Labirinto em Cruz Elevado (LCE), validado para ratos (PELLOW et al.,
1985) e para camundongos (LISTER, 1987), ¢ baseado na aversdo natural dos roedores a
espacos abertos, de modo que os espagos fechados poderiam representar lugares protegidos.
Lister (1990) sugeriu que a relutdncia a exploracdo dos bragos abertos ¢ a combinacdo da
aversdo a espagos abertos e a altura do labirinto. Porém, somente a altura ndo ¢
suficientemente intensa como estimulo ansiogénico (FALTER et al., 1992).

Estudos observaram que o medo inato para os espagos abertos gera estado de
ansiedade no rato (FILE, 1993; GRIEBEL et al., 1993). Neste modelo experimental, estudos
com fadrmacos ansioliticos classicos, como os benzodiazepinicos, aumentaram a exploragdo e
o tempo de permanéncia nos bragos abertos (BA), enquanto farmacos ansiogénicos
inverteram esse comportamento (FILE, 1993; PELLOW et al., 1985).

Atualmente o LCE ¢ um dos modelos mais utilizados para avaliar a ansiedade,
entretanto sua utilidade tem se ampliado para o entendimento das bases biologicas da emocao
relacionada com dor, aprendizagem e memoria e outros subtipos de transtornos (MENDES-
GOMES e NUNES-DE-SOUZA, 2005; BANNERMAN et al., 2004; CAROBREZ et al.,
2001).

Alguns estudos avaliaram a memoria usando o paradigma T1/T2 no LCE (SERAFIM
et al., 2009; BERTOGLIO et al., 2006; LAMPREA et al., 2000). Resultados obtidos por
Bertoglio e Carobrez (2002) mostraram uma progressiva esquiva aos bragos abertos, que
comega por volta do terceiro minuto da exposi¢ao (T1), e que ainda esta presente no primeiro
minuto da reexposi¢do (T2), sendo o paradigma T1/T2 uma abordagem adequada para avaliar

ansiedade ¢ memoria (BERTOGLIO et al., 20006).
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1.6 Sistema Histaminérgico na Aprendizagem, Memoria e Ansiedade

O papel do sistema histaminérgico durante a aprendizagem e memoria tem sido
estudado, porém com resultados contraditorios. Por exemplo, o bloqueio cronico da enzima
sintetizadora da histamina induziu tanto a facilitacdo (CACABELOS e ALVAREZ, 1991)
como a inibigdo da aquisicdo da esquiva ativa em ratos (KAMETI et al., 1993). A injegdo
intracerebroventricular (i.c.v.) pré-teste e pré-retencdo de histamina facilitou processos de
memoria social em ratos (PRAST et al., 1996) ¢ o estudo de Coelho e colaboradores (2001)
mostrou um efeito reforcador da L-histidina no modelo de preferéncia condicionada por lugar
em peixes. Entretanto, resultados recentes de um estudo realizado com camundongos para
verificar o efeito da L-histidina sobre a ansiedade e a evoca¢do da memodria em camundongos
reexpostos ao Labirinto em Cruz Elevado, indicaram que a L-histidina ndo apresenta efeito
ansiolitico, mas induz um déficit na evocagdo da memoria estado-dependente. Neste estudo,
houve comprometimento na habilidade de evocar a memoria durante a reexposicao quando os
animais estavam sob o efeito da L-histidina (SERAFIM et al., 2009). Assim, essas diferengas
podem estar relacionadas a ansiedade e ao componente emocional que cada tarefa representa.

O envolvimento do sistema neural histaminérgico no estado de ansiedade de animais
foi estudado por Malmberg-Aiello e colaboradores (2002), que mostraram que substancias
capazes de aumentar a transmissdo histaminérgica reduziram o tempo de permanéncia no
compartimento claro em modelo de transicdo claro/escuro em camundongos, indicando um
provavel efeito ansiogénico. Em um estudo fisiologico, foi relatado que a destrui¢do da sub-
regido E2 rostroventral do nucleo tuberomamilar em ratos, que € o local de origem do sistema
histaminérgico, induziu um efeito ansiolitico no teste de Labirinto em Cruz Elevado (LCE).
Esse efeito parece estar relacionado a diminuicdo da atividade histaminérgica causada pela
lesdo (FRISCH et al., 1998).

Faganello e Mattioli (2007) estudaram o efeito da CPA em peixes que sofreram
ablacdo telencefalica, usando uma tarefa de esquiva inibitéria ¢ uma de condicionamento
operante e sugeriram que a CPA apresenta um efeito ansiolitico via estruturas mesencefalicas
e/ou diencefalicas. Em um estudo realizado por Medalha e colaboradores (2003) em peixes, o
grupo tratado com CPA apresentou valores inferiores no nivel de um metabdlito da serotonina
no diencéfalo quando comparado ao grupo tratado com salina. Isto sugere que a CPA pode
apresentar um efeito ansiolitico, uma vez que a serotonina esta envolvida nos processos de

ansiedade (GRAEFF, 2002).
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Com base nesses estudos, o sistema neural histaminérgico parece atuar na modulacao
da ansiedade e dos componentes relacionados com a memoéria emocional. Assim,
investigamos os efeitos da L-histidina e do antagonista H; (Clorfeniramina) sobre a ansiedade
e a memoria emocional.

Considerando que a Clorfeniramina (CPA) ¢ um anti-histaminico largamente utilizado
pela populagdo, que seu uso cronico provoca tolerancia (TAYLOR et al., 1985) e que o
tratamento cronico com antagonistas pode levar a supersensibilidade de receptores,
investigamos os efeitos da administragdo cronica com CPA sobre a ansiedade e sua influéncia
sobre o processo de aquisi¢do da memodria em camundongos expostos € reexpostos ao

Labirinto em Cruz Elevado.
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Il - OBJETIVO

2.1 Objetivos gerais

Verificar a influéncia de substancias histaminérgicas sobre a ansiedade e a memoria

emocional de camundongos expostos e reexpostos ao Labirinto em Cruz Elevado.

2.2 Objetivos especificos

Experimento 1: Avaliar os efeitos da L-histidina na ansiedade e memdria emocional e a
influéncia do antagonista Hy (Clorfeniramina) para esses efeitos, em camundongos expostos e

reexpostos ao Labirinto em Cruz Elevado (LCE).

Experimento 2: Avaliar o efeito do tratamento crénico com Clorfeniramina (CPA) sobre a
ansiedade e a memoria emocional de camundongos expostos e reexpostos ao Labirinto em
Cruz Elevado (LCE).
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III - MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos Eticos e Local da Pesquisa

Todos os procedimentos experimentais desse estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica na Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos (CEEA n° 010/2008
- Anexo A). A pesquisa foi desenvolvida no laboratorio de Neurociéncias do Departamento de
Fisioterapia e no Laboratério de Psicologia da Aprendizagem, na Universidade Federal de Sao

Carlos - UFSCar.

3.2 Amostra

Foram utilizados 147 camundongos ingénuos (Sui¢o Albino), com peso entre 25 e 35g
no momento do teste, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sao
Carlos. Os animais foram mantidos em ambiente controlado com ciclo de luz de 12 horas
(luzes acesas as 7:00 horas), temperatura a 23 £1°C e umidade a 50 £5%, com alimento e
agua disponiveis, exceto durante as breves sessdes do teste. O experimento foi realizado na

fase clara, no periodo entre 8:00 e 12:00 horas.

3.3 Equipamentos

Foi utilizado o Labirinto em Cruz Elevado (LCE) construido em madeira, com dois
bracos abertos (BA) (30x5x0,25cm) e dois bragos fechados (BF) com protegdes laterais de
vidro (30x5x15cm), unidos por uma regido central (5x5c¢m) e elevado a uma altura de 38,5cm
do solo (Figura 2). Durante o experimento a luminosidade na plataforma central do labirinto

foi de 100 lux.
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Figura 2. Labirinto em Cruz Elevado (LCE).

3.4 Analise Comportamental

Os comportamentos dos animais foram identificados por meio da andlise das
gravagdes, usando o programa X-PLO-RAT, desenvolvido no Laboratério de Comportamento
Exploratério da USP/Ribeirdo Preto (BECERRA-GARCIA et al., 2005).

Cruz-Morales e colaboradores (2002), Rodgers e Johnson (1995) e Cruz e
colaboradores (1994) em seus estudos utilizaram a analise espago-temporal associada a
analise etologica para avaliar as respostas comportamentais dos animais expostos ao LCE.

Na andlise espago-temporal, foram quantificadas as seguintes varidveis: nimero de
entradas nos bragos abertos (EBA), nimero de entradas nos bragos fechados (EBF) e niimero
de total de entradas (TE), tempo total gasto nos bragos abertos (TBA), nos bragos fechados
(TBF) e no centro (TC) do labirinto. A entrada no brago do labirinto foi definida como a
presenca das quatro patas fora da regido central do labirinto. A partir dessas medidas foi
calculada a porcentagem de entradas nos bracos abertos (%EBA) e fechados (%EBF) =
[(Frequéncia de entradas no brago/Total de entradas) x 100] e a porcentagem de tempo gasto
nos bracos abertos (%TBA), fechados (%TBF) e na regido central do labirinto (%TC) =
[(Tempo no compartimento/300) x 100].

O indice primario de ansiedade no LCE compreende a avaliagdo espago-temporal da
exploragdo dos bragos abertos no primeiro dia e as entradas nos bragos fechados ¢
considerada um indice de atividade locomotora (RODGERS e DALVI, 1997). Segundo
diversos autores (MARTINEZ, 2006; BERTOGLIO et al., 2006; BERTOGLIO e
CAROBREZ, 2002; LAMPREA et al., 2000), o indicativo de memoria no LCE esta
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relacionado a exploragdo dos bragos abertos na reexposi¢ao. Assim, se 0 comportamento for
afetado em T2 (diminuig¢do de entradas e de tempo relativo de permanéncia nos BA), pode-se
inferir que o armazenamento e a consolida¢do da informacao aversiva para os bragos abertos,
obtida na primeira exposi¢ao, foi lembrada adequadamente

A andlise etologica foi realizada por meio da identificagdo dos seguintes
comportamentos dos animais durante a exploragdo do labirinto: Levantar (definido como a
realizacdo de um levantamento total ou parcial dos membros dianteiros), Mergulhar (definido
como o movimento exploratério de cabega e ombros para fora e debaixo do labirinto) e
Esticar (considerado um indice de avaliagdo de risco, observado quando o animal adquire uma
postura exploratdria, esticando todo o seu comprimento e retornando a posi¢do anterior sem
qualquer movimento das patas traseiras) (CRUZ-MORALES et al., 2002; RODGERS e
JOHNSON, 1995).

3.5 Experimento 1: Efeitos da L-histidina na ansiedade e memoria emocional e

influéncia do antagonista H; (Clorfeniramina) para esses efeitos

3.5.1 Tratamento Farmacoldgico

L-histidina (LH) (precursor de Histamina) (RBI, USA) e Clorfeniramina (CPA) sal de
maleato (Sigma, MO, USA) foram dissolvidas em salina (0,9%). A solugdo salina foi
utilizada como controle (SAL). As injecdes foram administradas intraperitonealmente (i.p.) no
volume de 2ml/kg de peso corporal. A dose final utilizada para a LH foi de 500mg/kg
(SERAFIM et al., 2009) e para CPA 16 mg/kg (FAGANELLO ¢ MATTIOLI, 2007). O
volume utilizado esté relacionado a solubilidade da LH.

As solugdes foram mantidas sob refrigeracdo em tubos codificados até o momento da
sua utilizacdo, de modo que o experimentador ndo teve conhecimento do conteudo dos tubos

nem no momento do experimento e nem durante a analise das imagens.

3.5.2 Procedimentos

O teste comportamental no LCE foi realizado em dois dias consecutivos: teste 1 (T1) e
teste 2 (T2). Para facilitar a adaptacdo, os animais foram transportados para o laboratdrio e
deixados pelo menos 1 hora antes do inicio dos testes. No primeiro dia (T1), os animais

receberam injecdo combinada intraperitoneal no volume de 2ml/kg de: SAL/SAL
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(salina+salina), LH/SAL (L-histidina500mg/kg+salina) e LH/CPA (L-
histidina500mg/kg+Clorfeniraminal 6mg/kg). A injecdo combinada consistiu na aplicagdo da
primeira inje¢do, apds 30 minutos aplicagdo da segunda injegdo, e depois de 10 minutos
exposicdo ao LCE. Cada camundongo foi individualmente transportado em uma caixa de
paredes opacas e posicionado no centro do labirinto com a face voltada para o braco aberto.
Foram permitido 5 minutos para exploracao do animal ao LCE. Entre o teste de cada animal,
o labirinto foi limpo com élcool 20%. Os comportamentos dos animais foram gravados com
uma filmadora posicionada acima do labirinto, permitindo a identificagdo dos
comportamentos dos animais. Depois de 24 horas (T2), os animais receberam o mesmo
tratamento farmacologico do dia anterior e foram reexpostos ao LCE, seguindo os mesmos

procedimentos descritos (Tabela 1).

Tabela 1 Grupos experimentais Experimento 1.

Exposicao (T1) Reexposicio (T2) Grupos (n)
SALINA+SALINA SALINA+SALINA SAL/SAL (15)
L-histidina+3ALINA L-histidina+SALINA LH/SAL (14)

L-histidina+Clorfeniramina  L-histidina+Clarfeniramina  LH/CPA (14)

3.6 Experimento 2: Tratamento crénico com Clorfeniramina (8mg/kg e 16mg/kg)

3.6.1 Tratamento Farmacoldgico

Clorfeniramina (CPA) sal de maleato (Sigma, MO, USA) foi dissolvida em salina
(0,9%) nas doses de 8mg/kg (MEDALHA et al., 2000) e 16 mg/kg (FAGANELLO e
MATTIOLI, 2007). A solu¢do salina foi usada como controle. CPA e salina (SAL) foram
administradas intraperitonealmente (i.p.) no volume de 2ml/kg de peso corporal.

As solugdes foram mantidas sob refrigeracdo em tubos codificados até o momento da
sua utilizacdo, de modo que o experimentador nao teve conhecimento do contetido dos tubos

nem no momento do experimento e nem durante a analise das imagens.
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3.6.2 Procedimentos

Para o procedimento de injecdo crdnica, inicialmente os animais foram aleatoriamente
agrupados em gaiolas coletivas (41x34x16cm). Durante o periodo da manha, os animais
foram pesados, receberam injecao i.p. de SAL ou CPA e tiveram suas gaiolas limpas. Esse
procedimento foi realizado por um periodo de 15 dias consecutivos (TAYLOR et al., 1985).

Ao final do periodo de administragdo cronica das drogas, os animais foram re-
agrupados e submetidos ao teste comportamental em dois dias consecutivos, teste 1 (T1) e
teste 2 (T2), respectivamente exposicdo e reexposicdo ao LCE. Em TI1, os animais foram
injetados com SAL ou CPA e 40 minutos depois, cada camundongo foi individualmente
transportado em uma caixa de paredes opacas e posicionado no centro do labirinto com a face
voltada para o brago aberto. Foram permitido 5 minutos para explora¢cdo do animal ao LCE.
Entre o teste de cada animal, o labirinto foi limpo com alcool 20%. Os comportamentos dos
animais foram gravados com uma filmadora posicionada acima do labirinto.

Depois de 24 horas (T2), os animais foram novamente injetados com SAL ou CPA e

reexpostos ao LCE, seguindo os mesmos procedimentos descritos anteriormente (Figura 3).

Figura 3 Esquema do procedimento experimental

Tfatam%nfj‘? Crénico Procedimento Comportamental
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Para cada dose de CPA administrada (8mg/kg e 16 mg/kg) havia um grupo controle.
Assim oito grupos foram formados baseados no tratamento cronico: CPA 8mg/kg
(SAL+SAL, SAL+CPA, CPA+CPA, CPA+SAL); CPA 16mg/kg (SAL+SAL, SAL+CPA,
CPA+CPA, CPA+SAL) (Tabela 2).

Tabela 2 Grupos experimentais Experimento 2 (Tratamento cronico CPA).

SAL

SAL

Tratamento Injegao Injegdo
Cronico pré T1 pré T2 Grupos (n)
SAL SAL SAL SAL+SAL (12)
CPA8mg/kg CPA8mgkg SAL+CPA (14)
CPA 8mg/kg CPA8mglkg CPA8mg/kg CPA+CPA (15)
_________________ SAL _______SAL ___ CPASAL(15)_
SAL SAL SAL SAL+SAL (14)
CPA 16 mg/kg CPA 16 mg/kg SAL+CPA (11)
CPA 16mg/kg CPA 16 mg/kg CPA 16 mg/lkg CPA+CPA (12)

CPA+SAL (11)
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IV - ANALISE ESTATISTICA

Para andlise dos dados foi utilizado o teste Levene para verificar a homogeneidade da
variancia. Em seguida, foi aplicado o teste de Anéalise de Variancia de duas vias para medidas
repetidas (ANOVA two-way), seguido pelo teste de comparacGes mdaltiplas de Student-

Newman-Keuls (SNK) (p<0,05).
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V - RESULTADOS

5.1 Experimento 1: Efeitos da L-histidina e do antagonista H; (Clorfeniramina) sobre os

comportamentos de camundongos expostos e reexpostos ao LCE

Os resultados mostram o efeito das inje¢cdes combinadas SAL/SAL (salina + salina),
LH/SAL (L-histidina 500mg/kg + salina) e LH/CPA (L-histidina 500mg/kg + Clorfeniramina
16mg/kg) sobre os comportamentos de camundongos expostos e reexpostos ao LCE.

A ANOVA de duas vias (fator A: Grupo; fator B: Dia) indicou diferenca significativa
entre os dias de teste para as seguintes variaveis: EBA [Fss= 23,57; p<0,0001], %EBA
[F84= 16,72; p=0,0002], TBA [F(1,84=23,32; p<0,0001], e %TBA [F(,84=23,30; p<0,0001].
Entretanto a diferenca entre os grupos ndo foi significativa (p>0,05), o que indica que ndo
houve alteragéo no estado de ansiedade dos animais.

O teste Student-Newman-Keuls (SNK) mostrou que os grupos tratados com injecao
combinada de SAL/SAL e LH/CPA apresentaram reducéo significativa na exploragdo dos
bracos abertos: EBA (Figura 4), %EBA (Figura 5), TBA (Figura 6) e %TBA (Figura 7) em
T2 (p <0,05), 0 que sugere que estes animais foram capazes de recordar a informacao aversiva
obtida em T1. Entretanto, essa diferenca ndo foi observada no grupo tratado com LH/SAL.

Com relagédo a EBF ndo houve diferenca significativa entre os grupos [F,126= 0,27;
p>0,05], indicando que ndo houve alteracdo na atividade locomotora dos animais. A ANOVA
ndo indicou diferenca significativa para nenhum dos fatores na anélise dos comportamentos
etoldgicos: levantar total e mergulhar desprotegido (p>0,05) para os grupos tratados deste
experimento. Para o comportamento de esticar desprotegido a ANOVA indicou diferenca
significativa entre os dias de teste (T1 e T2) [Fugs= 13,74; p=0,0006]. O teste Student-
Newman-Keuls (SNK) mostrou que o grupo tratado com injecdo combinada de LH/CPA
apresentou reducéo significativa na frequencia deste comportamento (Tabela 3).
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Tabela 3: Efeitos da injecdo combinada sobre o comportamento de camundongos expostos e
reexpostos ao Labirinto em Cruz Elevado.

SAL/SAL LH/SAL LH/CPA
T1 T2 T1 T2 T1 T2
EBF 73+ 11 60+ 1,2 9,0+ 0,8 64+ 13 70+ 1.2 72+ 15
TBF 225,0+ 10,5 266,7+ 55 1898+ 12,0 2259+ 195 1531+ 20,3 2634+ 8,6
%TBF 75,0+ 35 889+ 18 63,3+ 4,0 75,3+ 6,5 510+ 6,8 878+ 29
TC 451+ 6,4 278+ 43 86,5+ 10,6 60,9+ 19,8 1253+ 19,6 356+ 88
TE 92+ 13 67+ 14 116+ 1,0 80+ 1,6 86+ 1.2 73+ 15
Esticar (desprotegido) 1,4+ 0,3 1,0+ 0,2 11+ 0,3 0,2+ 01 12+ 04 0,0+ 0,0*
Mergulhar (desprotegido) 03+ 0,1 0,0+ 0,0 01+ 01 0,0+ 0,0 0,2+ 0,2 0,0+ 0,0
Levantar total 7,7+ 17 69+ 15 66+ 14 45+ 1,7 54+ 15 104+ 2,1

*p<0,05.

EBF (nimero de entradas nos bragos fechados); TBF (tempo gasto nos bragos fechados); % TBF (porcentagem
de tempo gasto nos bragos fechados); TC (tempo gasto no centro); TE (total de entradas EBA+EBF); Esticar
(desprotegido) (esticar nos bracos abertos); Mergulhar (desprotegido) (mergulhar nos bragos abertos); Levantar
total (nimero total de levantamentos)
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Figura 4: Médias e erro padrdo para o numero de entradas nos bragos abertos do LCE durante a exposi¢do (T1)
e reexposicdo (T2). O Grupo SAL/SAL recebeu injegdo combinada pré teste de salina+salina em T1 e T2; o
Grupo LH/SAL recebeu inje¢do combinada pré teste de L-histidina500mg/kgtsalina em T1 e T2; ¢ o Grupo
LH/CPA recebeu inje¢do combinada pré teste de L-histidina500mg/kg+Clorfeniraminal 6mg/kg em T1 e T2.

* diferenga significativa entre T1 e T2 (SNK, <0,05).
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Figura 5: Médias e erro padrdo para a porcentagem de entradas nos bragos abertos do LCE durante a exposi¢do
(T1) e reexposicao (T2). O Grupo SAL/SAL recebeu inje¢do combinada pré teste de salina+salina em T1 e T2; o
Grupo LH/SAL recebeu injecdo combinada pré teste de L-histidina500mg/kg+salina em T1 e T2; e o Grupo
LH/CPA recebeu injegdo combinada pré teste de L-histidina500mg/kg+Clorfeniraminal bmg/kg em T1 e T2.

* diferenga significativa entre T1 e T2 (SNK, <0,05).
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Figura 6: Médias e erro padrdo para o tempo gasto nos bragos abertos do LCE durante a exposigdo (T1) e
reexposi¢do (T2). O Grupo SAL/SAL recebeu injecdo combinada pré teste de salina+salina em T1 e T2; o Grupo
LH/SAL recebeu injegdo combinada pré teste de L-histidina500mg/kg+salina em T1 e T2; e o Grupo LH/CPA
recebeu injecdo combinada pré teste de L-histidina500mg/kg+Clorfeniraminal 6mg/kg em T1 e T2. * diferenga
significativa entre T1 e T2 (SNK, <0,05).
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Figura 7. Médias e erro padrdo para a porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos do LCE durante a
exposi¢do (T1) e reexposi¢do (T2). O Grupo SAL/SAL recebeu injegdo combinada pré teste de salinatsalina em
T1 e T2; o Grupo LH/SAL recebeu injegdo combinada pré teste de L-histidina500mg/kg+salina em T1 ¢ T2; ¢ o
Grupo LH/CPA recebeu injecdo combinada pré teste de L-histidina500mg/kg+Clorfeniraminal 6mg/kg em T1 e
T2. * diferenga significativa entre T1 ¢ T2 (SNK, <0,05).
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5.2 Experimento 2:

5.2.1 Efeitos do tratamento crénico com CPA 8 mg/kg sobre os comportamentos de

camundongos expostos e reexpostos ao LCE.

A ANOVA de duas vias (fator A: Grupo; fator B: Dia) ndo indicou diferencas
significativas nos efeitos do tratamento com CPA 8 mg/kg em T1 entre os grupos SAL+SAL,
SAL+CPA, CPA+CPA e CPA+SAL para as medidas convencionais para avaliagdo da
ansiedade: EBA, %EBA, TBA e %TBA, indicando que o tratamento com CPA 8 mg/kg néo
apresentou efeitos sobre a ansiedade (p>0,05). Para essas variaveis, também ndo foram
encontradas diferencas significativas entre T1 e T2 (fator dia) (p>0,05) e ndo houve interagcdo
entre os fatores A e B (p>0,05).

Para EBF [F220=2,65; p>0,05] ndo foram observadas diferencas significativas entre
0S grupos, o que indica que ndo houve mudancas na atividade locomotora. A ANOVA néo
indicou diferencas significativas para as medidas etoldgicas, levantar total, mergulhar e esticar
desprotegido, entre 0s grupos e entre os dias nos animais tratados com CPA 8 mg/kg (Tabela
4).

5.2.2 Efeitos do tratamento cronico com CPA 16 mg/kg sobre os comportamentos de

camundongos expostos e reexpostos ao LCE.

A ANOVA de duas vias (fator A: Grupo; fator B: Dia) ndo indicou diferencas
significativas entre os grupos em T1 para as medidas convencionais de avaliacdo da
ansiedade: EBA, %EBA, TBA e %TBA (p>0,05), o que indica que o tratamento com CPA
16mg/kg nédo alterou o estado de ansiedade dos animais. Para essas variaveis, a ANOVA
mostrou diferencas significativas entre os dias de teste: EBA [F1,94=12,55; p=0,001], %EBA
[F104=22,79; p<0,0001], TBA [F(1,94=24,26; p<0,0001], e %TBA [F(1,94=24,27; p<0,0001].
O teste post-hoc (SNK) indicou diferenca apenas para o grupo CPA+CPA. Esses animais
mostraram uma reducdo na exploracao dos bracgos abertos do labirinto em T2 comparado a T1
(p<0,05) (Figuras 8, 9, 10 e 11).

N&o houve mudancas significativas na atividade locomotora com o tratamento com
CPA 16 mg/kg representada pelas EBF [F185= 0,75; p>0.05]. A ANOVA nédo mostrou
diferengas estatisticas em nenhum dos fatores para as medidas etologicas, levantar total,
mergulhar e esticar desprotegido, para os animais tratados com CPA nesta dose (Tabela 5).
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Tabela 4: Efeitos do tratamento cronico com CPA 8mg/kg sobre o comportamento de
camundongos expostos e reexpostos ao Labirinto em Cruz Elevado

Salina Crbnico CPA Crbnico
SAL+SAL SAL+CPA CPA+CPA CPA+SAL
T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2

EBF 72+ 09 85+ 1,2 84+ 06 96+ 1,2 80+ 0,9 54+ 06 69+ 0,9 57+ 09
TBF 126,9+ 17,0 189,6+ 19,5 1152+ 123 160,8+ 18,1 1285+ 16,2 2040+ 17,5 1098+ 11,8 1744+ 2277
%TBF 423+ 57 632+ 65 384+ 41 536+ 6,0 428+ 54 680+ 58 366+ 3,9 58,1+ 7,6
TC 1075+ 10,3 77,1+ 19,0 1530z% 128 1133+ 165 1184+ 146 67,2+ 12,2 1326+ 157 91,0+ 20,0
TE 10,8+ 1,2 11,3+ 1,3 11,3+ 09 120+ 1,1 11,3+ 1,2 76+ 1,2 104+ 11 83+ 1,1
Eilp??lggido) 27+ 05 14+ 0,3 14+ 03 20+ 07 24+ 0,6 12+ 0,6 15+ 0,3 0,9+ 0,3
?é'i;?éil';ﬁ; 06+ 03 01+ 01 0,0+ 0,0 02+ 0,2 06+ 0,3 02+ 01 0,5+ 0,3 04+ 03
Levantar

total 6,6+ 1,7 64+ 1,7 34+ 1,0 41+ 1,2 57+ 1,2 57+ 16 55+ 1,0 63+ 16

*p<0,05.

EBF (nimero de entradas nos bragos fechados); TBF (tempo gasto nos bragos fechados); % TBF (porcentagem
de tempo gasto nos bragos fechados); TC (tempo gasto no centro); TE (total de entradas EBA+EBF); Esticar
(desprotegido) (esticar nos bracos abertos); Mergulhar (desprotegido) (mergulhar nos bragos abertos); Levantar

total (nimero total de levantamentos)
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Figura 8: Médias e erro padrdo para o numero de entradas nos bragos abertos do LCE durante a exposi¢ao (T1)
e reexposi¢ao (T2). Grupo SSS (tratamento cronico com SAL, injecdo pré-teste de SAL em T1 e T2); grupo SCC
(tratamento cronico com SAL, inje¢ao pré-teste de CPA 16mg/Kg em T1 e T2); grupo CCC (tratamento cronico
com CPA 16mg/Kg, injecdo pré-teste de CPA 16mg/Kg em T1 e T2); grupo CSS (tratamento cronico com CPA
16mg/Kg, injegdo pré-teste de SAL em T1 e T2).

* diferenca significativa entre T1 e T2 (SNK, <0,05).
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Figura 9: Médias e erro padrdo para a porcentagem de entradas nos bragos abertos do LCE durante a exposicdo
(T1) e reexposicao (T2). Grupo SSS (tratamento cronico com SAL, injecao pré-teste de SAL em T1 e T2); grupo
SCC (tratamento cronico com SAL, injegdo pré-teste de CPA 16mg/Kg em T1 e T2); grupo CCC (tratamento
cronico com CPA 16mg/Kg, inje¢do pré-teste de CPA 16mg/Kg em T1 e T2); grupo CSS (tratamento cronico
com CPA 16mg/Kg, injegdo pré-teste de SAL em T1 e T2).

* diferenga significativa entre T1 ¢ T2 (SNK, <0,05).
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Figura 10: Médias e erro padrao para o tempo gasto (segundos) nos bracos abertos do LCE durante a exposi¢ao
(T1) e reexposigdo (T2). Grupo SSS (tratamento cronico com SAL, injegdo pré-teste de SAL em T1 e T2); grupo
SCC (tratamento cronico com SAL, injegdo pré-teste de CPA 16 mg/Kg em T1 e T2); grupo CCC (tratamento
cronico com CPA 16mg/Kg, injegdo pré-teste de CPA 16mg/Kg em T1 e T2); grupo CSS (tratamento cronico
com CPA 16mg/Kg, injecdo pré-teste de SAL em T1 e T2).

* diferenga significativa entre T1 e T2 (SNK, <0,05).
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Figura 11: Médias e erro padrio para a porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos do LCE durante a
exposi¢ao (T1) e reexposicao (T2). Grupo SSS (tratamento cronico com SAL, injecdo pré-teste de SAL em T1 e
T2); grupo SCC (tratamento cronico com SAL, injecdo pré-teste de CPA 16mg/Kg em T1 e T2); grupo CCC
(tratamento cronico com CPA 16mg/Kg, injegdo pré-teste de CPA 16mg/Kg em T1 e T2); grupo CSS
(tratamento cronico com CPA 16mg/Kg, injecdo pré-teste de SAL em T1 e T2).* diferenga significativa entre T1
e T2 (SNK, <0,05).
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Tabela 5: Efeitos do tratamento crénico com CPA 16mg/kg sobre o comportamento de
camundongos expostos e reexpostos ao Labirinto em Cruz Elevado

Salina Crbnico CPA Crbnico
SAL+SAL SAL+CPA CPA+CPA CPA+SAL
T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2

EBF 6,7+ 1,1 79+ 11 81+ 16 116+ 1,6 71+ 10 100+ 1,1 76+ 1,1 98+ 2,2
TBF 1141+ 13,6 1658+ 17,8 1731+ 221 2163+ 155 1228+ 17,3 1992+ 20,0 1645+ 17,5 2253% 14,0
%TBF 380+ 45 553+ 5,9 577+ 7.4 721+ 52 409+ 58 66,4+ 6,7 548+ 59 751+ 4,7
TC 1186+ 16,3 91,8+ 152 984+ 170 754+ 145 121,7+ 184 81,9+ 204 895+ 155 51,8+ 8,6
TE 106+ 1,8 11,8+ 2,0 106+ 1,9 126+ 1,8 11,9+ 1,7 11,9+ 1,3 121+ 22 126+ 3,5
Eilp??lggido) 05+ 0,3 0,0+ 0,0 03+ 01 03+ 0,1 08+ 0,3 06+ 0,2 05+ 0,2 04+ 0.2
?é'i;?éil';ﬁ; 03+ 0,2 01+ 01 03+ 0,2 00+ 0,0 03+ 0,2 01+ 01 05+ 05 02+ 0,2
Levantar

total 72+ 1,7 76+ 18 7,7+ 3,9 44+ 18 47+ 1,3 19+ 0,8 95+ 16 92+ 2,0

*p<0,05.

EBF (nimero de entradas nos bragos fechados); TBF (tempo gasto nos bragos fechados); % TBF (porcentagem
de tempo gasto nos bragos fechados); TC (tempo gasto no centro); TE (total de entradas EBA+EBF); Esticar
(desprotegido) (esticar nos bracos abertos); Mergulhar (desprotegido) (mergulhar nos bragos abertos); Levantar

total (nimero total de levantamentos).
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VI - DISCUSSAO

O LCE é um teste que permite avaliar o comportamento do animal associado a um
componente emocional, visto que o comportamento expresso durante o teste é resultante de
um conflito entre a motivacdo para explorar o labirinto e a tendéncia natural em evitar os
bracos abertos em fungéo do medo (BERTOGLIO e CAROBREZ, 2000; LISTER, 1987). Um
aspecto geral da exploracdo dos animais no LCE ¢ a clara preferéncia aos bragos fechados.
Estudos indicam que drogas que aumentam a atividade nos bracos abertos sdo compostos
ansioliticos, enquanto aquelas que diminuem essa atividade apresentam caracteristica
ansiogénica (MENDES-GOMES e NUNES-DE-SOUZA, 2005; DALCOL et al., 2003;
MENARD e TREIT, 1999; BRANDAO et al., 1994).

A analise etoldgica tem um importante papel na analise das respostas comportamentais
inatas ou adquiridas. Comportamentos que representam avaliagcdo de risco como o esticar e 0
mergulhar, ttém sido considerados como medida de ansiedade (BLANCHARD et al., 1991,
COLE e RODGERS, 1993). As medidas etologicas sdo geralmente mais sensiveis a acdo de
drogas ansioliticas, e seu uso em associacdo com as medidas convencionais € muito
importante para confirmar alguns resultados relacionados a ansiedade (RODGERS et al.,
1997).

No Experimento 1, os tratamentos utilizados com LH (500mg/kg) e CPA (16mg/kg)
ndo apresentaram efeito sobre o estado de ansiedade do animal, uma vez que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos na exposicdo (T1) na atividades dos BA (EBA, %EBA,
TBA e %TBA). Moghaddam e colaboradores (2008), Rostami e colaboradores (2006) e
Zarrindast e colaboradores (2005) sugeriram efeito ansiogénico da histamina quando aplicada
na amigdala e no hipocampo de ratos expostos ao LCE. Porém, a administracdo periférica da
L-histidina, que é o precursor da histamina e, portanto, aumenta o0s niveis desse
neurotransmissor, também ndo apresentou efeitos sobre a ansiedade de camundongos no
estudo de Serafim e colaboradores (2009).

No presente estudo, com relagdo aos comportamentos etoldgicos, a aplicacdo da LH
ndo alterou os parametros de esticar desprotegido, mergulhar desprotegido e levantar, visto
que ndo houve diferenca entre 0s grupos para esses comportamentos. Estudos mostram que
essas medidas sdo sensiveis a farmacos com agdo ansiolitica (BERTOGLIO e CAROBREZ,
2000; CRUZ-MORALES et al., 2002). Assim, associados aos resultados das medidas
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convencionais, observa-se que a LH n&o teve agéo sobre a ansiedade. A diferenca encontrada
entre os dias, para 0 comportamento de esticar desprotegido no grupo LH/CPA pode ser
explicada pela baixa exploracdo destes animais aos bracos abertos do LCE na reexposi¢édo
(T2).

Depois da exploragéo inicial ao labirinto o animal adquire, consolida e evoca algum
tipo de meméria relacionada com areas potencialmente aversivas ao labirinto (FILE et al.,
1990). O aumento da esquiva dos BA em uma segunda exposicdo € observado em varios
estudos, sugerindo que a reexposicao estd associada a mudancas comportamentais indicativas
de uma aprendizagem aversiva. Essa possibilidade foi refor¢cada quando testes separados por
intervalos de 1 ou 2 semanas mostraram reducdo marcante da exploragdo aos bragos abertos.
Além disso, com a administracdo no primeiro dia de teste de dose de benzodiazepinico
considerada amnésica (Clordiazepoxido 75mg/kg), observou-se que esse comportamento ndo
se manifestou (FILE, 1993; FILE et al., 1990).

Os resultados do Experimento 1 demonstraram que o grupo tratado com LH/SAL nao
apresentou diferencas entre os dias de teste (T1 e T2) nas medidas EBA, %EBA, TBA e
%TBA, enquanto o grupo controle SAL/SAL e o grupo LH/CPA apresentaram reducdo
significativa dessas medidas. Assim, a aplicacdo de LH parece ter causado um déficit na
aquisicdo e/ou evocacdo da informacéo aversiva dos bragos abertos. A aplicagédo de CPA pode
ter revertido esse efeito, ja que os animais que receberam CPA reduziram a atividade nos BA
na reexposicdo. Esses resultados sugerem uma acdo inibitoria da LH na aprendizagem e
memaria emocional via receptor Hs.

Estes resultados corroboram o estudo de Serafim e colaboradores (2009), onde a
injecdo sistémica de L-Histidina provocou déficit de evocacdo da memoria estado-dependente
em camundongos submetidos e reexpostos ao LCE. Outros estudos também relacionam o
papel do sistema neural histaminérgico no controle inibitério de processos de memodria.
Kamei e Tasaka (1993) demonstraram que a administracdo i.c.v. pré-teste de histamina levou
a diminuicéo da resposta de laténcia no teste de esquiva ativa em ratos idosos. No estudo de
Alvarez e Banzan (2008) a aplicacdo i.c.v. de histamina no hipocampo de ratos demonstrou
que esse tratamento interferiu prejudicando a consolidacdo da resposta de esquiva, afetando a
laténcia e a eficiéncia da memoria. Esta interferéncia foi mediada por receptores
histaminérgicos H; e Hy, ja que o pré-tratamento com pirilamina e ranitidina bloqueou esse

efeito inibitorio.



43

Assim os resultados do experimento 1 sugerem que a LH provocou um déficit na
aquisicdo e/ou evocacdo da informacédo aversiva dos bracos abertos, e que a Clorfeniramina
foi capaz de reverter esse efeito, sugerindo acdo da LH via receptor H;.

No experimento 2, o tratamento crénico com CPA nas doses de 8mg/kg e 16mg/kg,
ndo apresentou efeito sobre a ansiedade, uma vez que ndo houve diferenca significativa na
atividade nos bragos abertos em T1 (EBA, %EBA, TBA e %TBA) e nos comportamentos
etoldgicos entre os grupos. Estes resultados diferem de estudos que indicaram que a CPA
provocou efeito ansiolitico, quando aplicada unilateralmente (0.1 e 20 pg) no nucleus basalis
magnocellularis de ratos submetidos ao LCE (PRIVOU et al., 1998), e aplicada i.p. em
peixes, na dose de 16mg/kg, em um procedimento de esquiva inibitdria (FAGANELLO e
MATTIOLLI, 2007). A diferenca entre 0s nossos resultados e estes estudos pode ser devido aos
diferentes procedimentos experimentais e espécies utilizadas.

Os resultados do nosso estudo mostraram que 0s animais do grupo controle ndo
apresentaram reducdo da exploragdo dos BA, o que permite inferir que esses animais ndo
adquiriram o comportamento de esquiva aos bracos abertos. Entretanto, os animais que
receberam injecdo cronica de CPA (16mg/kg) e injecao pré-teste em T1 e T2 da mesma droga
apresentaram reducdo significativa da exploracdo dos bragos abertos do LCE (EBA, %EBA,
TBA e %TBA), em T2 quando comparado a T1. Esses animais tratados exclusivamente com
CPA (16mg/kg) adquiriram e evocaram a informacéo aversiva dos bracos abertos obtida na
primeira exposi¢do. Os grupos tratados com CPA (8mg/kg) ndo apresentaram reducao
significativa da exploracdo dos bracos abertos em T2 quando comparado a T1. Em todos os
grupos de animais analisados ndo houve diferenca significativa no numero de entradas nos
bracos fechados, o que indica que os tratamentos ndo alteraram a atividade locomotora dos
animais. Segundo Rosa e colaboradores (2000), esse parametro é importante para determinar
se o0 efeito da droga estudada estd sendo mascarado por alteragdes induzidas por ela na
atividade locomotora dos animais.

Estudos revelam que o estresse pode prejudicar a aprendizagem e a memoria. Em
estudo realizado por Lapin (1995), em que o parametro utilizado como critério de
aprendizagem e memoria no LCE foi a laténcia (definida como o tempo utilizado para o
animal se deslocar do final do brago aberto até o brago fechado), os resultados demonstraram
que animais submetidos a procedimentos de manipulacéo, injecdo intraperitoneal de salina e
injecdo sham (insercdo da agulha sem infusdo de liquido) apresentaram aumento da laténcia
na segunda exposicdo ao LCE quando comparado a animais ingénuos. Segundo o autor, esses

procedimentos induziram um efeito amnésico neste protocolo, e os grupos controle em
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experimentos farmacoldgicos tratados com salina possuem um perfil comportamental ansioso
e de estresse no LCE quando comparados a animais ingénuos.

Cofiel e Mattioli (2009), em um estudo com peixes submetidos ou ndo a estresse de
confinamento, mostraram que animais estressados tratados com salina tiveram um prejuizo na
aprendizagem. Os animais submetidos ao estresse apresentaram laténcias mais altas para
entrar na area de alimentacdo que animais ndo estressados. Outros estudos tém mostrado que
diferentes tipos de estresse sdo capazes de retardar ou impedir a aprendizagem (PAUL et al.,
2002; LAUDIEN et al., 1986) e que esses prejuizos cognitivos causados pelo estresse estao
relacionados a alteracBes especificas na homeostasia cerebral, envolvendo sistemas
neuroimunes e neuroenddcrinos, bem como neurogénese (LI et al., 2008). Além disso, em
estudo de Kompagne e colaboradores (2008), observou-se que a exposicdo a estressores
crénicos prejudica a habilidade de ratos de responder normalmente a situacdes agudas de
estresse, 0 que pode ter ocorrido com os animais do nosso estudo frente a exploragédo do LCE.

Em nosso estudo, o prejuizo na aquisi¢do da esquiva aos bracos abertos do LCE pode
ter acontecido, visto que o grupo controle ndo apresentou reducdo significativa nos
parametros de exploracdo dos bracos abertos na reexposicdo. 1sso indica que o procedimento
de injecdo crbnica e manipulacdo diaria dos animais pode ter representado uma forma de
estresse moderado, prejudicando a memdria emocional desses animais. Estudos demonstram
que o estresse moderado por um periodo prolongado pode levar a prejuizo cognitivo em ratos
e camundongos (ORSETTI et al., 2007; SONG et al., 2006). Esse tipo de estresse tem sido
frequentemente avaliado por meio de um procedimento chamado Estresse Moderado Cronico
(CMS). Esse procedimento exple os roedores a varios estressores moderados e imprevisiveis,
que se alternam e ocorrem apenas por certo periodo de tempo, sendo um modelo validado
para estudar a depressdo (ELIZALDE et al., 2008; SONG et al., 2006; ALONSO et al.,
2004).

Em um estudo que investigou os possiveis mecanismos do procedimento de CMS em
comportamentos cognitivos em camundongos Suico-Albino usando teste de reconhecimento
de objeto e teste de localizacdo do objeto, os resultados indicaram que esse procedimento
provocou prejuizo do desempenho cognitivo e produziu amnésia na aquisicdo da informacéo
em ambos os testes (LI et al., 2008). Elizalde e colaboradores (2008) relataram que o estresse
crénico moderado induziu mudancas no perfil comportamental, incluindo anedonia (perda de
interesse em um estimulo de recompensa) e prejuizo da memdria no teste de reconhecimento
de um novo objeto. Segundo estes autores, o estresse crénico moderado exerceu influéncia na

memoria episodica de curto e longo prazo, comprovada pelo déficit no desempenho no teste



45

de reconhecimento de um novo objeto na ultima semana de estresse e um més apds o final
desse procedimento. Nesse estudo observou-se ainda que a administracdo cronica de um anti-
depressivo (paroxetina) melhorou os déficits cognitivos induzidos pelo procedimento. Outros
estudos mostraram também que o uso de antidepressivos pode reverter o déficit na memoria
de reconhecimento de ratos (ORSETTI et al., 2007) e na memoria espacial de ratos e
camundongos (ORSETTI et al., 2007; SONG et al., 2006) submetidos a estresse crénico.

Alguns estudos tém descrito um efeito antidepressivo da CPA (HIRANO et al., 2007;
HELBOM, 2006; CHARLTON, 2005), entretanto ha poucas informacfes disponiveis.
Segundo Suzuki e colaboradores (1999) e Fujisaki e colaboradores (2002), a CPA inibe a
recaptacdo das monoaminas assim como os antidepressivos triciclicos e os inibidores
seletivos de recaptacdo de serotonina. Em estudo de Rogoz e colaboradores (1981), a CPA
exerceu efeito antidepressivo no teste de nado forcado em ratos. A CPA também apresentou
efeito antidepressivo reduzindo a duracdo da imobilidade no teste de suspensdo em
camundongos (HIRANO et al., 2006). Outro estudo também indicou esse efeito da CPA no
mesmo teste (HIRANO et al., 2007).

Assim, uma hipotese para nossos resultados seria que a CPA na dose de 16mg/kg pode
ter exercido acdo antidepressiva e atuado revertendo o bloqueio na aquisicdo da informacéo
aversiva do LCE, causado pelo procedimento de manipulacdo diéria e injecao crénica, assim
como os deficits de memdria decorrentes do procedimento de CMS sédo revertidos com o
tratamento com antidepressivos. Entretanto estudos adicionais especificos sdo necessarios
para verificar essa hipotese.

Nossos resultados do experimento 2 mostraram que apenas 0S animais tratados
cronicamente com CPA na dose de 16mg/kg que receberam a mesma droga pré Tl e T2
foram capazes de adquirir e evocar a informacédo aversiva dos bracos abertos obtida em T1.
Isso pode ter ocorrido pela evocacdo da memoria de forma estado-dependente. A memoria
estado-dependente € um fendmeno onde a recuperagdo de uma memdria exige que esse
organismo esteja em um estado semelhante aquele em que a memdria foi inicialmente
adquirida (RESAYOF et al., 2008). Ou seja, uma resposta que tenha sido observada em um
dado estado pode ser evocada apenas quando o organismo esta numa situacdo semelhante.

Segundo Shulz e colaboradores (2000), no fendmeno estado-dependente a recuperagao
da informacéo adquirida é possivel somente se 0 sujeito estiver no mesmo contexto sensorial
e no mesmo estado fisioldgico da fase de codificacdo. Este fenbmeno tem sido demonstrado
depois da administracdo de drogas, como a morfina (PATTI et al., 2006) e histamina
(ZARRINDAST et al., 2006; KHALILZADEH et al., 2006). Por exemplo, a morfina produz
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um estado de memodria em que 0s animais podem aprender e recuperar uma resposta
especifica e a evocagdo serd prejudicada se o animal ndo estiver recebendo a mesma dose da
droga (ZARRINDAST et al., 2006).

Zarrindast e colaboradores (2006) demonstraram que a HA induz aprendizagem
estado-dependente. Neste estudo, quando administrada i.c.v. pré treino em um teste de
esquiva passiva a HA comprometeu a evocacdo da memoéria em camundongos, 0 que
corrobora alguns estudos em que a histamina exerceu prejuizo na aprendizagem e na
formacdo da memdria (HUSTON et al., 1997; CACABELOS e ALVAREZ, 1991). Porém,
esses resultados indicaram também facilitacdo na evocagdo da memoria quando a histamina
foi aplicada tanto pré-treino como pré-teste (histamina-histamina) comparada com as
condigdes onde a histamina foi aplicada somente pré-treino. Essa memoria estado-dependente
foi demonstrada também em estudo de Zarrindast e colaboradores (2005) que demonstrou
envolvimento do antagonista H; durante a evocagdo da memoria.

Portanto, nossos resultados sugerem que a CPA exerceu efeito facilitatorio na
evocacdo da memoria estado-dependente, ja que os animais tratados exclusivamente com
CPA (16mg/kg) foram capazes de se lembrar da experiéncia prévia ao labirinto depois de 24
horas, quando estiveram expostos as mesmas condigdes ambientais e farmacoldgicas do dia
anterior. Corroborando o estudo de Serafim e colaboradores (2009), onde a L-histidina
provocou um déficit de memoria estado-dependente em camundongos expostos e reexpostos

ao Labirinto em Cruz Elevado.
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VIl - CONCLUSOES

Experimento 1:

e A aplicacdo de LH provocou um déficit na aquisicdo e/ou evocagdo da informacéo
aversiva dos bracos abertos no modelo de exposicdo/reexposicdo no LCE, e a
Clorfeniramina foi capaz de reverter esse efeito, sugerindo agdo da LH via receptor
H;.

Experimento 2 - Hipoteses:

e A manipulacdo diaria e a inje¢édo cronica dos animais pode ter impedido a aquisi¢do da
informacdo aversiva do LCE, e a aplicacdo cronica de CPA (Dose: 16mg/kg) reverteu

esse efeito.

e O tratamento cronico com CPA (16mg/kg) facilitou a aquisicdo e evocacdo da
memoria de forma estado-dependente nos animais pré-tratados com essa droga nos

dias de exposicao e reexposi¢do ao LCE.
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APENDICE A - Tabelas com resultados da ANOVA de duas vias para medidas repetidas.

Tabela 1: Experimento 1 - Injecdo combinada.

Grupo Dia Grupo x Dia
F[2,126] Valor p F[1,84] Valor p F[2,126] Valor p

EBA 5,26 0,09 23,57 <0.0001* 0,52 0,60
%EBA 1,64 0,21 16,72 0,0002* 2,40 0,10
TBA 1,23 0,30 23,32 <0,0001* 1,16 0,32
%TBA 1,23 0,30 23,30 <0,0001* 1,16 0,32
EBF 0,27 0,77 2,60 0,11 1,12 0,34
TE 0,87 0,43 8,37 0,06 0,60 0,55
Esticar 2,97 0,06 13,74 0,0006* 0,01 0,37
(desprotegido)

Mergulhar 0,17 0,84 571 0,06 0,17 0,84
(desprotegido)

Levantar total 0,69 0,51 0,50 0,49 5,08 0,06

*p<0,05, diferenca significativa

Tabela 2: Experimento 2 - Tratamento crénico CPA 8mg/kg.

Grupo Dia Grupo x Dia
F[3,220] Valor p F[1,110] Valor p F[3,220] Valor p

EBA 0.30 0,82 7,94 0,06 0,18 0,91
%EBA 1,73 0,17 3,42 0,07 0,26 0,86
TBA 0,83 0,48 1,20 0,11 0,81 0,50
%TBA 0,66 0,58 1,67 0,13 0,76 0,52
EBF 2,65 0,08 0,39 0,53 1,67 0,17
TE 1,30 0,28 2,72 0,18 4,37 0,08
Esticar 0,69 0,56 0,66 0,58 2,64 0,06
(desprotegido)

Mergulhar 0,70 0,56 1,82 0,18 1,10 0,36
(desprotegido)

Levantar total 0,92 0,44 0,32 0,57 0,16 0,92

*p<0,05, diferenca significativa.

Tabela 3: Experimento 2 - Tratamento cronico CPA 16mg/kg.

Grupo Dia Grupo x Dia
F[3,188] Valor p F[1,94] Valor p F[3,188] Valor p

EBA 0,95 0,42 12,55 0,001* 2,13 0,11
%EBA 2,31 0,09 22,79 <0,0001* 1,12 0,35
TBA 1,89 0,15 24,26 <0,0001* 0,46 0,71
%TBA 1,89 0,15 24,27 <0,0001* 0,46 0,71
EBF 0,75 0,53 1,37 0,21 0,59 0,63
TE 0,07 0,98 1,14 0,29 0,24 0,87
Esticar 2,47 0,17 2,50 0,12 0,49 0,69
(desprotegido)

Mergulhar 0,37 0,77 1,18 0,27 0,17 0,92
(desprotegido)

Levantar total 2,04 0,12 2,76 0,10 1,06 0,37

*p<0,05, diferenca significativa.
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APENDICE B - Registro das medidas convencionais durante a exposi¢ao e a reexposicao de
camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado - Experimento 1, com injecao
combinada pré-teste (T1 e T2).

Tabela 1A a 1F - Medidas convencionais.

Tabela 1A
SAL/SAL Exposicéo
Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA  %EBF %TBA %TBF %TC
1 10 1 9 9,69 230,64 59,67 10,00 90,00 3,23 76,88 19,89
2 6 0 6 0,00 245,98 54,02 0,00 100,00 0,00 81,99 18,01
3 12 4 8 78,69 120,60 100,71 33,33 66,67 26,23 40,20 33,57
4 10 3 7 40,19 195,22 64,59 30,00 70,00 13,40 65,07 21,53
5 16 4 12 44,11 193,08 62,81 2500 75,00 14,70 64,36 20,94
6 13 3 10 23,60 24159 34,81 23,08 76,92 7,87 80,53 11,60
7 3 2 1 89,66 191,30 19,05 66,67 33,33 29,89 63,77 6,35
8 12 1 11 12,05 238,19 49,76 8,33 91,67 4,02 79,40 16,59
9 7 0 7 0,00 248,80 51,20 0,00 100,00 0,00 82,93 17,07
10 12 2 10 5,73 260,11 34,16 16,67 83,33 191 86,70 11,39
11 3 1 2 15,56 274,44 10,00 33,33 66,67 5,19 91,48 3,33
12 2 0 2 0,00 239,39 60,61 0,00 100,00 0,00 79,80 20,20
13 2 1 1 29,09 267,91 3,00 50,00 50,00 9,70 89,30 1,00
14 12 1 11 73,75 183,94 42,31 8,33 91,67 24,58 61,31 14,10
15 18 5 13 26,22 244,44 29,34 27,78 72,22 8,74 81,48 9,78
Média 9,20 1,87 7,33 29,89 225,04 45,07 22,17 77,83 9,96 75,01 15,02
DPM 5,12 1,60 4,12 29,80 40,72 24,70 19,16 19,16 9,93 13,57 8,23
EPM 1,32 0,41 1,06 7,69 10,51 6,38 4,95 4,95 2,56 3,50 2,13
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Tabela 1B
SAL/SAL Reexposicao
Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 3 0 3 0,00 284,74 15,26 0,00 100,00 0,00 94,91 5,09
2 5 0 5 0,00 288,13 11,88 0,00 100,00 0,00 96,04 3,96
3 1 0 1 0,00 263,30 36,70 0,00 100,00 0,00 87,77 12,23
4 7 0 7 0,00 258,70 41,30 0,00 100,00 0,00 86,23 13,77
5 12 1 11 8,19 269,50 22,32 8,33 91,67 2,73 89,83 7,44
6 12 3 9 7,97 272,56 19,47 25,00 75,00 2,66 90,85 6,49
7 4 2 2 21,45 211,34 67,20 50,00 50,00 7,15 70,45 22,40
8 4 0 4 0,00 294,13 5,88 0,00 100,00 0,00 98,04 1,96
9 13 0 13 0,00 278,23 21,77 0,00 100,00 0,00 92,74 7,26
10 19 2 17 12,89 24260 4451 10,53 89,47 4,30 80,87 14,84
11 1 0 1 0,00 290,99 9,02 0,00 100,00 0,00 97,00 3,01
12 2 0 2 0,00 274,36 25,64 0,00 100,00 0,00 91,45 8,55
13 3 0 3 0,00 259,50 40,50 0,00 100,00 0,00 86,50 13,50
14 9 1 8 12,77 249,84 37,39 11,11 88,89 4,26 83,28 12,46
15 5 1 4 19,55 262,72 17,73 20,00 80,00 6,52 87,57 591
Média 6,67 0,67 6,00 5,52 266,71 27,77 8,33 91,67 1,84 88,90 9,26
DPM 5,26 0,98 4,77 7,77 21,44 16,55 14,11 14,11 2,59 7,15 5,52
EPM 1,36 0,25 1,23 2,01 5,63 4,27 3,64 3,64 0,67 1,84 1,42




62

Tabela 1C
LH/SAL Exposicéo
Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %IBF %TC
1 10 1 9 11,13 171,78 117,10 10,00 90,00 3,71 57,26 39,03
2 12 4 8 28,06 214,14 57,80 33,33 66,67 9,35 71,38 19,27
3 5 1 4 9,24 150,36 140,41 20,00 80,00 3,08 50,12 46,80
4 10 3 7 27,22 143,30 129,48 30,00 70,00 9,07 47,77 43,16
5 14 3 11 9,25 204,61 86,14 21,43 78,57 3,08 68,20 28,71
6 20 4 16 3156 19959 68,84 20,00 80,00 10,52 66,53 22,95
7 14 3 11 53,94 183,47 62,59 21,43 78,57 17,98 61,16 20,86
8 10 3 7 28,84 140,19 130,97 30,00 70,00 9,61 46,73 43,66
9 10 1 9 16,36 262,39 21,25 10,00 90,00 5,45 87,46 7,08
10 5 0 5 0,00 269,80 30,20 0,00 100,00 0,00 89,93 10,07
11 11 3 8 37,37 177,71 84,92 27,27 72,73 12,46 59,24 28,31
12 14 5 9 34,28 129,03 136,69 35,71 64,29 11,43 43,01 45,56
13 15 4 11 41,47 168,56 89,97 26,67 73,33 13,82 56,19 29,99
14 12 1 11 2,84 242,02 55,14 8,33 91,67 0,95 80,67 18,38
Média | 11,57 2,57 9,00 23,68 189,78 86,53 21,01 78,99 7,89 63,26 28,84
DPM 3,90 1,50 2,99 15,87 44,84 39,53 10,55 10,55 5,29 14,95 13,18
EPM 1,04 0,40 0,80 4,24 11,98 10,57 2,82 2,82 1,41 3,99 3,52
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Tabela 1D
LH/SAL Reexposicdo

Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA  %EBF  %TBA  %TBF %TC
1 17 3 14 39,83 233,31 26,86 17,65 82 13,28 77,77 8,95

2 4 1 3 5,50 282,91 11,60 25,00 75 1,83 94,30 3,87

3 1 0 1 0,00 188,58 111,42 0,00 100 0,00 62,86 37,14

4 1 0 1 0,00 273,00 27,00 0,00 100 0,00 91,00 9,00

5 13 5 8 46,58 217,50 35,92 38,46 62 15,53 72,50 11,97

6 18 2 16 12,72 262,18 25,11 11,11 89 4,24 87,39 8,37

7 9 2 7 13,66 256,28 30,06 22,22 78 4,55 85,43 10,02

8 2 1 1 6,23 13,11 280,66 50,00 50 2,08 4,37 93,55

9 13 2 11 23,42 238,24 38,34 15,38 85 7,81 79,41 12,78
10 1 0 1 0,00 298,03 1,97 0,00 100 0,00 99,34 0,66
11 12 2 10 12,77 231,34 55,90 16,67 83 4,26 77,11 18,63
12 10 2 8 12,05 145,28 142,67 20,00 80 4,02 48,43 47,56
13 5 1 4 6,95 247,35 45,70 20,00 80 2,32 82,45 15,23
14 6 1 5 4,55 275,92 19,53 16,67 83 1,52 91,97 6,51
Média 8,00 1,57 6,43 13,16 225,93 60,91 18,08 81,92 4,39 75,31 20,30
DPM 5,97 1,34 5,00 14,34 73,04 73,94 14,00 14,00 4,78 24,35 24,65
EPM 1,60 0,36 1,34 3,83 19,52 19,76 3,74 3,74 1,28 6,51 6,59
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Tabela 1E
LH/CPA Exposicéo

Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC WEBA Y%EBF %TBA %TBF %TC
1 11 1 10 5,05 209,26 85,69 9,09 90,91 1,68 69,75 28,56
2 8 4 4 75,64 133,35 91,01 50,00 50,00 25,21 44,45 30,34
3 6 1 5 19,33 255,22 2545 16,67 83,33 6,44 85,07 8,48
4 12 0 12 0,00 175,32 124,68 0,00 100,00 0,00 58,44 41,56
5 11 2 9 22,66 169,97 107,38 18,18 81,82 7,55 56,66 35,79
6 0 0 0 0,00 0,00 300,00 0,00 0,00 0,00 0,00 100,00
7 4 1 3 12,89 107,60 179,51 25,00 75,00 4,30 35,87 59,84
8 17 0 17 0,00 21439 85,61 0,00 100,00 0,00 71,46 28,54
9 4 2 2 29,24 33,94 236,83 50,00 50,00 9,75 11,31 78,94
10 7 1 6 38,94 200,61 60,45 14,29 85,71 12,98 66,87 20,15
11 9 2 7 17,47 180,31 102,22 22,22 77,78 5,82 60,10 34,07
12 12 1 11 5,70 215,42 78,88 8,33 91,67 1,90 71,81 26,29
13 7 1 6 9,16 187,19 103,66 14,29 85,71 3,05 62,40 34,55
14 13 7 6 66,15 61,23 172,61 53,85 46,15 22,05 20,41 57,54

Média | 8,64 1,64 7,00 2159 153,13 125,28 20,14 72,72 7,20 51,04 41,76

DPM 441 1,86 4,47 2393 7580 73,44 18,63 27,41 7,98 25,27 24,48

EPM 1,18 0,50 1,20 6,40 20,26 19,63 4,98 7,33 2,13 6,75 6,54
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Tabela 1F
LH/CPA Reexposicdo
Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC

1 11 0 11 0,00 273,00 27,00 0,00 100,00 0,00 91,00 9,00
2 10 0 10 0,00 254,65 45,35 0,00 100,00 0,00 84,88 15,12
3 1 0 1 0,00 285,28 14,72 0,00 100,00 0,00 95,09 4,91
4 1 0 1 0,00 289,97 10,03 0,00 100,00 0,00 96,66 3,34
5 0 0,00 296,47 3,53 0,00 100,00 0,00 98,82 1,18
6 1 1 11,30 287,00 1,70 33,33 100,00 3,77 95,67 0,57
7 15 0 15 0,00 260,70 39,30 0,00 100,00 0,00 86,90 13,10
8 18 0 18 0,00 268,20 31,80 0,00 100,00 0,00 89,40 10,60
9 5 0 5 0,00 225,50 74,50 0,00 100,00 0,00 75,17 24,83
10 11 0 11 0,00 222,64 77,36 0,00 100,00 0,00 74,21 25,79
11 10 1 9 3,44 272,11 24,45 10,00 90,00 1,15 90,70 8,15
12 1 0 1 0,00 296,89 3,11 0,00 100,00 0,00 98,96 1,04
13 8 0 8 0,00 269,00 31,00 0,00 100,00 0,00 89,67 10,33
14 9 0 9 0,00 186,03 113,97 0,00 100,00 0,00 62,01 37,99

Média 7,29 0,14 7,21 1,05 263,39 35,56 3,10 99,29 0,35 87,80 11,85

DPM 5,70 0,36 5,67 3,09 32,04 32,89 9,10 2,67 1,03 10,68 10,96

EPM 1,52 0,10 1,52 0,83 8,56 8,79 2,43 0,71 0,28 2,85 2,93
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APENDICE C - Registro das medidas etoldgicas durante a exposicdo e a reexposicdo de
camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado - Experimento 1, com injecdo combinada
pré-teste (T1le T2).

Tabela 2A a 2E - Medidas etoldgicas.

Tabela 2A
Esticar desprotegido
Grupos Experimentais
Sujeito SAL/SAL LH/SAL LH/CPA

Tl T2 T1 T2 T1 T2
1 1 2 1 0 0 0
2 1 0 0 0 4 0
3 1 0 4 0 0 0
4 1 0 3 0 0 0
5 0 2 3 0 0 0
6 2 2 1 1 2 0
7 3 2 1 0 1 0
8 2 0 0 0 0 0
9 1 0 0 0 4 0
10 0 2 0 2 1 0
11 4 2 1 0 2 0
12 3 1 0 0 0 0
13 1 0 0 0 0 0
14 0 1 1 0 3 0

15 1 0
Média 1,4 1,0 1,1 0,2 1,2 0,0
DPM 1,2 1,0 1,3 0,6 15 0,0
EPM 0,3 0,2 0,3 0,1 0,4 0,0




Tabela 2B
Mergulhar desprotegido
Grupos Experimentais
Sujeito SAL/SAL LH/SAL LH/CPA
T1 T2 T1 T2 T1 T2
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 1 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 1 0 0 0 0 0
6 1 0 0 0 3 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
11 0 0 1 0 0 0
12 0 0 1 0 0 0
13 1 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0
15 0 0
Média 0,3 0,0 0,1 0,0 0,2 0,0
DPM 0,5 0,0 0,4 0,0 0,8 0,0
EPM 0,1 0,0 0,1 0,0 0,2 0,0
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Tabela 2C
Levantar total
Grupos Experimentais
Sujeito SAL/SAL LH/SAL LH/CPA
T1 T2 T1 T2 T1 T2
1 8 8 2 3 12 11
2 16 12 6 2 1 10
3 6 8 5 0 0 5
4 3 1 2 1 8
5 11 9 1 0 2 5
6 15 16 13 21 6 5
7 4 0 5 3 2 13
8 23 18 3 0 6 5
9 4 9 17 8 0 20
10 7 2 9 12 3 11
11 6 4 14 0 10 4
12 0 0 0 2 14 1
13 0 1 11 0 17 31
14 2 1 6 10 1 16
15 10 11
Média 7,7 6,9 6,6 4,5 5,4 10,4
DPM 6,4 5,8 5,4 6,2 5,7 7.9
EPM 1,7 15 14 1,7 15 2,1
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APENDICE D - Registro das medidas convencionais durante a exposicao e a reexposicao de
camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado - Experimento 2, com injegédo
crénica de Clorfeniramina (8mg/kg).

Tabela 3A a 3H - Medidas convencionais.

Tabela 3A
SAL+SAL Exposicéo

Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA  %TBF %TC
1 16 7 9 73,37 127,08 99,55 43,75 56,25 24,46 42,36 33,18

2 12 6 6 67,62 93,24 139,14 50,00 50,00 22,54 31,08 46,38

3 9 3 6 70,83 151,73 77,44 33,33 66,67 23,61 50,58 25,81

4 7 4 3 83,67 68,30 148,03 57,14 42,86 27,89 22,77 49,34

5 9 1 8 531 131,89 162,80 11,11 88,89 1,77 43,96 54,27

6 1 1 0 262,36 0,00 37,64 100,00 0,00 87,45 0,00 12,55

7 15 3 12 20,75 195,74 83,51 20,00 80,00 6,92 65,25 27,84

8 13 4 9 30,98 132,44 136,58 30,77 69,23 10,33 44,15 45,53

9 12 3 9 34,28 164,05 101,67 25,00 75,00 11,43 54,68 33,89
10 14 7 7 92,91 83,58 123,52 50,00 50,00 30,97 27,86 41,17
11 10 1 9 3,05 214,00 82,96 10,00 90,00 1,02 71,33 27,65
12 11 3 8 41,97 160,58 97,45 27,27 72,73 13,99 53,53 32,48
Média 10,75 3,58 7,17 65,59 126,88 107,52 38,20 61,80 21,86 42,29 35,84
DPM 4,05 2,15 3,16 68,87 58,82 35,63 24,72 24,72 22,96 19,61 11,88
EPM 1,17 0,62 0,91 19,88 16,98 10,29 7,14 7,14 6,63 5,66 3,43
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Tabela 3B

SAL+SAL Reexposicdo
Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC YWEBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 16 4 12 72,09 172,75 55,16 25,00 75,00 24,03 57,58 18,39
2 11 4 7 26,55 207,09 66,36 36,36 63,64 8,85 69,03 22,12
3 5 1 4 30,27 187,83 81,90 20,00 80,00 10,09 62,61 27,30
4 11 5 6 64,52 164,74 70,75 45,45 54,55 21,51 54,91 23,58
5 13 1 12 14,63 219,90 65,47 7,69 92,31 4,88 73,30 21,82
6 2 2 0 21,63 0,00 278,38 100,00 0,00 7,21 0,00 92,79
7 13 3 10 20,42 245,19 34,39 23,08 76,92 6,81 81,73 11,46
8 11 5 6 40,75 178,39 80,86 45,45 54,55 13,58 59,46 26,95
9 14 2 12 19,59 228,48 51,92 14,29 85,71 6,53 76,16 17,31
10 15 3 12 44,78 179,38 75,84 20,00 80,00 14,93 59,79 25,28
11 8 0 8 0,00 270,30 29,70 0,00 100,00 0,00 90,10 9,90
12 17 4 13 45,03 220,72 34,26 23,53 76,47 15,01 73,57 11,42
Média | 11,33 2,83 8,50 33,35 189,56 77,08 30,07 69,93 11,12 63,19 25,69
DPM 4,46 1,64 4,03 20,90 67,68 65,96 25,90 25,90 6,97 22,56 21,99
EPM 1,29 0,47 1,16 6,03 19,54 19,04 7,48 7,48 2,01 6,51 6,35
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Tabela 3C

SAL+CPA Exposicéo
Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA  %EBF %TBA  %TBF %TC
1 12 4 8 30,78 116,11 153,11 33,33 66,67 10,26 38,70 51,04
2 13 3 10 18,27 157,89 123,84 23,08 76,92 6,09 52,63 41,28
3 10 5 5 61,14 51,03 187,83 50,00 50,00 20,38 17,01 62,61
4 13 3 10 28,38 204,72 66,91 23,08 76,92 9,46 68,24 22,30
5 9 1 8 8,67 98,52 192,81 11,11 88,89 2,89 32,84 64,27
6 3 0 3 0,00 46,64 253,36 0,00 100,00 0,00 15,55 84,45
7 10 1 9 5,58 100,25 194,17 10,00 90,00 1,86 33,42 64,72
8 15 4 11 33,09 183,41 83,50 26,67 73,33 11,03 61,14 27,83
9 9 0 9 0,00 133,99 166,02 0,00 100,00 0,00 44,66 55,34
10 14 3 11 31,38 140,99 127,64 21,43 78,57 10,46 47,00 42,55
11 15 4 11 75,86 87,92 136,22 26,67 73,33 25,29 29,31 45,41
12 14 5 9 4355 103,94 152,52 35,71 64,29 14,52 34,65 50,84
13 9 3 6 57,98 113,72 128,30 33,33 66,67 19,33 37,91 42,77
14 12 4 8 50,80 74,02 175,18 33,33 66,67 16,93 24,67 58,39
Média 11,29 2,86 8,43 31,82 11522 15296 2341 76,59 10,61 38,41 50,99
DPM 3,24 1,70 2,38 23,91 45,91 47,92 14,16 14,16 7,97 15,30 15,97
EPM 0,87 0,46 0,64 6,39 12,27 12,81 3,78 3,78 2,13 4,09 4,27
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Tabela 3D

SAL+CPA Reexposicdo
Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC YWEBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 9 1 8 3,48 243,28 53,24 11,11 88,89 1,16 81,09 17,75
2 14 0 14 0,00 224,67 75,33 0,00 100,00 0,00 74,89 25,11
3 12 1 11 8,03 160,49 131,48 8,33 91,67 2,68 53,50 43,83
4 11 4 7 51,72 217,31 30,97 36,36 63,64 17,24 72,44 10,32
5 16 1 15 6,36 196,94 96,71 6,25 93,75 2,12 65,65 32,24
6 3 0 3 0,00 42,31 257,69 0,00 100,00 0,00 14,10 85,90
7 20 1 19 3,30 217,78 78,92 5,00 95,00 1,10 72,59 26,31
8 11 1 10 5,83 232,64 61,53 9,09 90,91 1,94 77,55 20,51
9 11 3 8 22,28 154,02 123,70 27,27 72,73 7,43 51,34 41,23
10 13 3 10 32,13 154,19 113,69 23,08 76,92 10,71 51,40 37,90
11 14 6 8 66,05 89,72 144,24 42,86 57,14 22,02 29,91 48,08
12 14 1 13 6,45 158,72 134,83 7,14 92,86 2,15 52,91 44,94
13 12 6 6 104,80 120,42 74,78 50,00 50,00 34,93 40,14 24,93
14 8 5 3 51,58 38,70 209,72 62,50 37,50 17,19 12,90 69,91
Média 12,00 2,36 9,64 25,86 160,80 113,34 20,64 79,36 8,62 53,60 37,78
DPM 3,94 2,13 4,52 31,69 67,66 61,68 20,13 20,13 10,56 22,55 20,56
EPM 1,05 0,57 1,21 8,47 18,08 16,48 5,38 5,38 2,82 6,03 5,49
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Tabela 3E

CPA+CPA Exposicéo
Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA  %TBF %TC
1 2 0 2 0,00 21,55 278,45 0,00 100,00 0,00 7,18 92,82
2 11 3 8 7,89 229,07 63,04 27,27 72,73 2,63 76,36 21,01
3 12 3 9 48,11 134,80 117,10 25,00 75,00 16,04 44,93 39,03
4 14 4 10 107,12 113,31 79,57 28,57 71,43 35,71 37,77 26,52
5 9 3 6 62,94 138,17 98,89 33,33 66,67 20,98 46,06 32,96
6 14 4 10 50,31 108,61 141,07 28,57 71,43 16,77 36,20 47,02
7 10 5 5 141,28 106,74 51,98 50,00 50,00 47,09 35,58 17,33
8 10 4 6 46,48 103,22 150,30 40,00 60,00 15,49 34,41 50,10
9 12 1 11 6,86 194,47 98,67 8,33 91,67 2,29 64,82 32,89
10 5 4 1 125,83 24,55 149,63 80,00 20,00 41,94 8,18 49,88
11 15 3 12 8,80 133,58 157,62 20,00 80,00 2,93 44,53 52,54
12 22 10 12 117,64 96,62 85,74 45,45 54,55 39,21 32,21 28,58
13 11 4 7 59,99 97,06 142,95 36,36 63,64 20,00 32,35 47,65
14 11 1 10 13,59 226,67 59,74 9,09 90,91 4,53 75,56 19,91
15 11 0 11 0,00 198,72 101,28 0,00 100,00 0,00 66,24 33,76
Média | 11,27 3,27 8,00 53,12 128,47 118,40 28,80 71,20 17,71 42,82 39,47
DPM 4,46 2,43 3,44 49,07 62,78 56,58 20,89 20,89 16,36 20,93 18,86
EPM 1,15 0,63 0,89 12,67 16,21 14,61 5,39 5,39 4,22 5,40 4,87
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Tabela 3F

CPA+CPA Reexposicdo
Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA  %TBF %TC
1 1 0 1 0,00 203,53 96,47 0,00 100,00 0,00 67,84 32,16
2 6 0 6 0,00 291,66 8,34 0,00 100,00 0,00 97,22 2,78
3 6 0 6 0,00 273,25 26,75 0,00 100,00 0,00 91,08 8,92
4 14 5 9 28,14 123,64 148,22 35,71 64,29 9,38 41,21 49,41
5 5 2 3 31,42 157,35 111,23 40,00 60,00 10,47 52,45 37,08
6 10 4 6 58,63 105,42 136,04 40,00 60,00 19,51 35,14 45,35
7 5 2 3 86,09 179,77 34,14 40,00 60,00 28,70 59,92 11,38
8 9 4 5 55,20 166,50 78,30 44,44 55,56 18,40 55,50 26,10
9 2 0 2 0,00 283,59 16,41 0,00 100,00 0,00 94,53 5,47
10 9 2 7 26,52 229,41 44,08 22,22 77,78 8,84 76,47 14,69
11 7 0 7 0,00 257,23 42,77 0,00 100,00 0,00 85,74 14,26
12 19 11 8 128,48 101,43 70,08 57,89 42,11 42,83 33,81 23,36
13 10 1 9 0,98 239,79 59,23 10,00 90,00 0,33 79,93 19,74
14 4 0 4 0,00 291,59 8,41 0,00 100,00 0,00 97,20 2,80
15 7 2 5 16,88 155,72 127,41 28,57 71,43 5,63 51,91 42,47
Média 7,60 2,20 5,40 28,82 203,99 67,19 21,26 78,74 9,61 68,00 22,40
DPM 458 2,96 2,44 38,46 67,85 47,27 20,76 20,76 12,82 22,62 15,76
EPM 1,18 0,76 0,63 9,93 17,52 12,20 5,36 5,36 3,31 5,84 4,07
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Tabela 3G

CPA+SAL Exposicéo
Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA  %EBF  %TBA  %TBF %TC
1 6 4 2 235,63 35,66 28,72 66,67 33,33 78,54 11,89 9,57
2 6 3 3 19,96 45,19 234,86 50,00 50,00 6,65 15,06 78,29
3 12 3 9 43,80 146,06 110,24 25,00 75,00 14,60 48,69 36,71
4 11 4 7 51,92 115,28 132,80 36,36 63,64 17,31 38,43 44,27
5 12 4 8 100,14 106,81 93,05 33,33 66,67 33,38 35,60 31,02
6 17 9 8 104,42 111,72 83,86 52,94 47,06 34,81 37,24 27,95
7 4 1 3 19,77 191,36 88,87 25,00 75,00 6,59 63,79 29,62
8 12 2 10 90,56 136,50 72,94 16,67 83,33 30,19 45,50 24,31
9 15 5 10 29,22 125,95 144,83 33,33 66,67 9,74 41,98 48,28
10 10 3 7 30,17 123,58 146,25 30,00 70,00 10,06 41,19 48,75
11 12 6 6 69,39 111,67 118,93 50,00 50,00 23,13 37,22 39,64
12 18 4 14 22,09 130,56 147,35 22,22 77,78 7,36 43,52 49,12
13 4 2 2 18,11 13,70 268,19 50,00 50,00 6,04 4,57 89,40
14 9 3 6 29,19 121,31 149,50 33,33 66,67 9,73 40,44 49,83
15 8 0 8 0,00 132,01 167,99 0,00 100,00 0,00 44,00 56,00
Média 10,40 3,53 6,87 57,62 109,82 132,55 34,99 65,01 19,21 36,61 44,18
DPM 4,32 2,13 3,36 58,86 45,62 60,84 16,82 16,82 19,62 15,21 20,28
EPM 1,12 0,55 0,87 15,20 11,78 15,71 4,34 4,34 5,07 3,93 5,24
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Tabela 3H

CPA+SAL Reexposicdo
Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 10 4 6 65,61 171,02 63,37 40,00 60,00 21,87 57,01 21,12
2 3 1 2 4,80 69,45 225,75 33,33 66,67 1,60 23,15 75,25
3 5 2 3 21,44 255,94 22,63 40,00 60,00 7,15 85,31 7,54
4 13 4 9 38,25 179,17 82,58 30,77 69,23 12,75 59,72 27,53
5 10 7 3 121,02 46,22 132,76 70,00 30,00 40,34 15,41 44,25
6 13 6 7 73,17 12450 102,33 46,15 53,85 24,39 41,50 34,11
7 8 2 6 38,49 238,42 23,09 25,00 75,00 12,83 79,47 7,70
8 6 3 3 51,58 51,22 197,20 50,00 50,00 17,19 17,07 65,73
9 4 0 4 0,00 265,42 34,58 0,00 100,00 0,00 88,47 11,53
10 14 5 9 60,67 154,41 84,92 35,71 64,29 20,22 51,47 28,31
11 9 1 8 13,73 254,59 31,67 11,11 88,89 4,58 84,86 10,56
12 16 2 14 19,94 216,60 63,46 12,50 87,50 6,65 72,20 21,15
13 4 1 3 2,88 279,28 17,84 25,00 75,00 0,96 93,09 5,95
14 8 1 7 4,75 264,38 30,88 12,50 87,50 1,58 88,13 10,29
15 2 1 1 2,81 45,55 251,64 50,00 50,00 0,94 15,18 83,88
Média 8,33 2,67 5,67 34,61 174,41 90,98 32,14 67,86 11,54 58,14 30,33
DPM 434 2,09 3,46 3457 88,03 77,32 1843 1843 11,52 29,34 25,77
EPM 1,12 0,54 0,89 8,93 22,73 19,96 4,76 4,76 2,98 7,58 6,65
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APENDICE E - Registro das medidas etoldgicas durante a exposi¢do e a reexposicio de
camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado - Experimento 2, com injegédo
crénica de Clorfeniramina (8mg/kg).

Tabela 4A a 4E - Medidas etolodgicas.

Tabela 4A
Esticar desprotegido
Grupos Experimentais
Sujeito SAL+SAL SAL+CPA CPA+CPA CPA+SAL

Tl T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2

1 4 4 1 0 0 0 3 1

2 5 2 1 1 3 0 0 0

3 4 0 2 0 1 0 2 1

4 1 1 1 4 6 0 3 3

5 0 2 0 1 2 1 1 0

6 2 1 0 0 2 2 3 1

7 4 2 0 1 4 0 0 1

8 2 2 3 0 2 2 3 3

9 1 0 0 1 0 0 2 0
10 5 2 3 4 2 1 1 2
11 2 0 2 4 4 0 1 1
12 2 1 1 1 8 9 3 1
13 2 9 1 0 0 0
14 4 2 1 0 1 0
15 0 3 0 0
Média 2,7 1,4 14 2,0 2,4 1,2 15 0,9
DPM 1,7 1,2 1,3 2,5 2,3 2,4 1,2 1,0
EPM 0,5 0,3 0,3 0,7 0,6 0,6 0,3 0,3




Tabela 4B
Mergulhar desprotegido
Grupos Experimentais

Sujeito SAL+SAL SAL+CPA CPA+CPA CPA+SAL
T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2

1 3 0 0 0 0 0 1 0

2 2 1 0 0 0 0 0 0

3 1 0 0 0 0 0 0 0

4 0 0 0 0 4 0 0 0

5 0 0 0 0 0 0 0 4

6 0 0 0 0 1 2 5 2

7 1 0 0 0 3 0 0 0

8 0 0 0 0 1 0 0 0

9 0 0 0 2 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 1 0
11 0 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 1 1 0
13 0 1 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0
Média 0,6 0,1 0,0 0,2 0,6 0,2 0,5 0,4
DPM 1,0 0,3 0,0 0,6 1,2 0,6 1,3 11
EPM 0,3 0,1 0,0 0,2 0,3 0,1 0,3 0,3
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Tabela 4C
Levantar total
Grupos Experimentais
Sujeito SAL+SAL SAL+CPA CPA+CPA CPA+SAL
T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2
1 8 13 6 1 0 1 1 4
2 9 15 11 14 6 8 2 0
3 5 1 0 2 7 3 3 0
4 1 0 10 8 5 7 15 14
5 3 5 2 9 1 0 7 0
6 0 0 0 0 11 1 9 6
7 14 12 2 9 0 0 3 4
8 13 9 2 2 3 6 5 1
9 0 0 0 1 1 0 2 17
10 0 0 6 3 0 1 7 12
11 15 12 2 1 9 10 10 9
12 11 10 3 0 14 17 6 16
13 3 8 7 20 1
14 0 0 9 7 9
15 13 2
Média 6,6 6,4 3,4 4,1 57 57 55 6,3
DPM 5,8 6,0 3,6 4,5 4,8 6,2 4,1 6,0
EPM 1,7 1,7 1,0 1,2 1,2 1,6 1,0 1,6
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APENDICE F - Registro das medidas convencionais durante a exposicio e a reexposicao de
camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado - Experimento 2, com injegédo
crénica de Clorfeniramina (16mg/kg).

Tabela 5A a 5H - Medidas convencionais

Tabela 5A
SAL+SAL Exposicao

Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC YWEBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 8 0 8 0,00 162,94 137,06 0,00 100,00 0,00 54,31 45,69

2 17 7 10 67,88 128,64 103,49 41,18 58,82 22,63 42,88 34,50

3 3 1 2 14,03 24,64 261,33 33,33 66,67 4,68 8,21 87,11

4 9 3 6 116,80 114,06 69,14 33,33 66,67 38,93 38,02 23,05

5 9 2 7 14,19 157,84 127,97 22,22 77,78 4,73 52,61 42,66

6 10 4 6 46,02 135,28 118,70 40,00 60,00 15,34 45,09 39,57

7 26 13 13 143,48 121,90 34,62 50,00 50,00 47,83 40,63 11,54

8 12 5 7 50,77 136,82 112,42 41,67 58,33 16,92 45,61 37,47

9 7 3 4 27,19 96,58 176,23 42,86 57,14 9,06 32,19 58,74
10 10 5 5 78,55 69,10 152,36 50,00 50,00 26,18 23,03 50,79
11 2 0 2 0,00 129,70 170,30 0,00 100,00 0,00 43,23 56,77
12 1 1 0 270,84 0,00 29,16 100,00 0,00 90,28 0,00 9,72
13 19 4 15 34,33 170,36 95,31 21,05 78,95 11,44 56,79 31,77
14 15 6 9 78,28 149,27 72,45 40,00 60,00 26,09 49,76 24,15
Média 10,57 3,86 6,71 67,31 114,08 118,61 36,83 63,17 22,44 38,03 39,54
DPM 6,90 3,42 4,18 72,36 50,79 61,00 24,24 24,24 24,12 16,93 20,33
EPM 1,84 0,91 1,12 19,34 13,57 16,30 6,48 6,48 6,45 4,52 5,43
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Tabela 5B

SAL+SAL Reexposicdo
Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC YWEBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 4 0 4 0,00 216,10 83,90 0,00 100,00 0,00 72,03 27,97
2 10 4 6 33,47 137,31 129,22 40,00 60,00 11,16 45,77 43,07
3 12 4 8 47,17 136,26 116,57 33,33 66,67 15,72 45,42 38,86
4 11 4 7 42,31 189,40 68,28 36,36 63,64 14,10 63,13 22,76
5 11 3 8 19,75 241,32 38,94 27,27 72,73 6,58 80,44 12,98
6 15 6 9 62,58 195,08 42,34 40,00 60,00 20,86 65,03 14,11
7 33 19 14 115,32 115,80 68,88 57,58 42,42 38,44 38,60 22,96
8 9 1 8 29,27 160,53 110,20 11,11 88,89 9,76 53,51 36,73
9 11 2 9 10,08 216,13 73,80 18,18 81,82 3,36 72,04 24,60
10 2 0 2 0,00 52,84 247,16 0,00 100,00 0,00 17,61 82,39
11 7 3 4 31,47 120,08 148,45 42,86 57,14 10,49 40,03 49,48
12 9 6 3 170,44 49,06 80,50 66,67 33,33 56,81 16,35 26,83
13 17 1 16 11,86 249,50 38,64 5,88 94,12 3,95 83,17 12,88
14 14 2 12 19,92 241,65 38,42 14,29 85,71 6,64 80,55 12,81
Média | 11,79 3,93 7,86 42,40 165,79 91,81 28,11 71,89 14,13 55,26 30,60
DPM 7,30 4,75 4,07 47,32 66,58 56,98 20,76 20,76 15,77 22,19 18,99
EPM 1,95 1,27 1,09 12,65 17,79 15,23 5,55 5,55 4,22 5,93 5,08
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Tabela 5C

SAL+CPA Exposicéo
Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA  %IBF %TC
1 5 1 4 37,73 235,94 26,33 20,00 80,00 12,58 78,65 8,78
2 10 0 10 0,00 262,69 37,31 0,00 100,00 0,00 87,56 12,44
3 15 4 11 60,94 171,50 67,57 26,67 73,33 20,31 57,17 22,52
4 11 1 10 11,45 218,87 69,68 9,09 90,91 3,82 72,96 23,23
5 6 2 4 15,69 137,48 146,83 33,33 66,67 5,23 45,83 48,94
6 20 2 18 8,33 219,82 71,86 10,00 90,00 2,78 73,27 23,95
7 5 5 0 71,45 0,00 228,55 100,00 0,00 23,82 0,00 76,18
8 21 9 12 75,11 100,94 123,96 42,86 57,14 25,04 33,65 41,32
9 15 3 12 11,95 201,83 86,22 20,00 80,00 3,98 67,28 28,74
10 6 1 5 20,58 170,23 109,19 16,67 83,33 6,86 56,74 36,40
11 3 0 3 0,00 184,83 115,17 0,00 100,00 0,00 61,61 38,39
Média 10,64 2,55 8,09 28,48 173,10 98,42 25,33 74,67 9,49 57,70 32,81
DPM 6,31 2,66 5,28 28,24 73,26 56,47 28,04 28,04 9,41 24,42 18,82
EPM 1,90 0,80 1,59 8,52 22,09 17,03 8,45 8,45 2,84 7,36 5,68
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Tabela 5D

SAL+CPA Reexposicao
Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA  %EBF %TBA  %TBF %TC
1 4 0 4 0,00 263,61 36,39 0,00 100,00 0,00 87,87 12,13
2 17 0 17 0,00 246,01 53,99 0,00 100,00 0,00 82,00 18,00
3 19 3 16 30,39 215,10 54,51 15,79 84,21 10,13 71,70 18,17
4 20 1 19 3,44 282,00 14,56 5,00 95,00 1,15 94,00 4,85
5 8 0 8 0,00 162,33 137,67 0,00 100,00 0,00 54,11 45,89
6 18 4 14 23,95 204,43 71,62 22,22 77,78 7,98 68,14 23,87
7 8 0 8 0,00 226,11 73,89 0,00 100,00 0,00 75,37 24,63
8 6 2 4 17,19 94,99 187,83 33,33 66,67 573 31,66 62,61
9 18 2 16 16,08 212,14 71,78 11,11 88,89 5,36 70,71 23,93
10 10 0 10 0,00 227,83 72,17 0,00 100,00 0,00 75,94 24,06
11 11 0 11 0,00 245,09 54,91 0,00 100,00 0,00 81,70 18,30
Média | 12,64 1,09 11,55 8,28 216,33 75,39 7,95 92,05 2,76 72,11 25,13
DPM 5,85 1,45 5,22 11,44 51,27 48,06 11,43 11,43 3,81 17,09 16,02
EPM 1,76 0,44 1,57 3,45 15,46 14,49 3,45 3,45 1,15 5,15 4,83
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Tabela 5E

CPA+CPA Exposicdo
Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA Y%EBF %TBA  %TBF %TC
1 13 3 10 45,81 173,08 81,11 23,08 76,92 15,27 57,69 27,04
2 20 9 11 67,14 134,14 98,72 45,00 55,00 22,38 44,71 32,91
3 14 5 9 49,03 139,45 111,52 35,71 64,29 16,34 46,48 37,17
4 8 3 5 22,73 113,33 163,94 37,50 62,50 7,58 37,78 54,65
5 12 5 7 71,41 134,04 94,56 41,67 58,33 23,80 44,68 31,52
6 23 15 8 152,04 66,50 81,46 65,22 34,78 50,68 22,17 27,15
7 8 2 6 12,94 241,20 45,86 25,00 75,00 4,31 80,40 15,29
8 12 5 7 59,43 94,40 146,17 41,67 58,33 19,81 31,47 48,72
9 2 2 0 18,33 0,00 281,67 100,00 0,00 6,11 0,00 93,89
10 16 4 12 76,77 163,39 59,84 25,00 75,00 25,59 54,46 19,95
11 7 0 7 0,00 129,16 170,84 0,00 100,00 0,00 43,05 56,95
12 8 5 3 90,44 84,36 12520 62,50 37,50 30,15 28,12 41,73
Média | 11,92 4,83 7,08 5551 122,75 121,74 41,86 58,14 1850 40,92 40,58
DPM 5,87 3,90 3,37 41,43 59,84 63,69 25,39 25,39 13,81 19,95 21,23
EPM 1,69 1,13 0,97 11,96 17,27 18,38 7,33 7,33 3,99 5,76 6,13




85

Tabela 5F

CPA+CPA Reexposicdo
Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA Y%EBF %TBA  %TBF %TC
1 18 3 15 3541 222,86 41,73 16,67 83,33 11,80 74,29 13,91
2 12 2 10 24,44 231,39 44,17 16,67 83,33 8,15 77,13 14,72
3 12 3 9 32,70 173,86 93,44 25,00 75,00 10,90 57,95 31,15
4 11 0 11 0,00 242,77 57,24 0,00 100,00 0,00 80,92 19,08
5 16 5 11 44,99 207,36 47,65 31,25 68,75 15,00 69,12 15,88
6 15 5 10 33,53 143,64 122,83 33,33 66,67 11,18 47,88 40,94
7 15 1 14 6,41 255,20 38,39 6,67 93,33 2,14 85,07 12,80
8 8 1 7 3,73 269,52 26,75 12,50 87,50 1,24 89,84 8,92
9 10 0 10 0,00 239,52 60,49 0,00 100,00 0,00 79,84 20,16
10 10 2 8 23,86 200,94 75,20 20,00 80,00 7,95 66,98 25,07
11 15 1 14 22,00 192,61 85,39 6,67 93,33 7,33 64,20 28,46
12 1 0 1 0,00 10,73 289,27 0,00 100,00 0,00 3,58 96,42
Média | 11,92 1,92 10,00 18,92 199,20 81,88 14,06 85,94 6,31 66,40 27,29
DPM 4,52 1,78 3,74 16,18 69,13 70,76 11,83 11,83 5,39 23,04 23,59
EPM 1,31 0,51 1,08 4,67 19,95 20,43 3,42 3,42 1,56 6,65 6,81
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Tabela 5G

CPA+SAL Exposicdo

Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA Y%EBF %TBA %TBF %TC
1 12 1 11 10,31 253,83 35,86 8,33 91,67 3,44 84,61 11,95
2 12 4 8 50,30 169,16 80,55 33,33 66,67 16,77 56,39 26,85
3 8 2 6 12,58 188,69 98,73 25,00 75,00 4,19 62,90 32,91
4 7 4 3 67,17 121,84 110,98 57,14 42,86 22,39 40,61 36,99
5 33 17 16 133,96 122,54 4351 51,52 48,48 44,65 40,85 14,50
6 15 7 8 121,41 113,35 65,25 46,67 53,33 40,47 37,78 21,75
7 9 2 7 16,95 242,47 40,58 22,22 77,78 5,65 80,82 13,53
8 6 2 4 19,67 70,36 209,97 33,33 66,67 6,56 23,45 69,99
9 10 3 7 29,33 187,14 83,53 30,00 70,00 9,78 62,38 27,84
10 10 3 7 15,27 212,06 72,67 30,00 70,00 5,09 70,69 24,22

11 11 4 7 29,39 127,88 142,73 36,36 63,64 9,80 42,63 47,58

Média | 12,09 4,45 7,64 46,03 164,48 89,49 33,99 66,01 15,34 54,83 29,83
DPM 7,38 4,46 3,47 43,95 58,17 51,25 13,86 13,86 14,65 19,39 17,08
EPM 2,23 1,34 1,05 13,25 17,54 15,45 4,18 4,18 4,42 5,85 5,15
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Tabela 5H

CPA+SAL Reexposicao
Sujeito TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA  %EBF %TBA  %TBF %TC
1 10 2 8 15,70 246,96 37,34 20,00 80,00 5,23 82,32 12,45
2 12 2 10 22,26 24891 28,83 16,67 83,33 7,42 82,97 9,61
3 4 1 3 46,77 134,05 119,19 25,00 75,00 15,59 44,68 39,73
4 6 6 0,00 272,29 27,71 0,00 100,00 0,00 90,76 9,24
5 44 16 28 7790 164,16 57,94 36,36 63,64 25,97 54,72 19,31
6 6 2 4 32,06 182,45 85,49 33,33 66,67 10,69 60,82 28,50
7 15 3 12 32,42 209,68 57,90 20,00 80,00 10,81 69,89 19,30
8 1 0 1 0,00 266,02 33,98 0,00 100,00 0,00 88,67 11,33
9 15 1 14 4,66 265,03 30,31 6,67 93,33 1,55 88,34 10,10
10 10 2 8 10,75 235,42 53,83 20,00 80,00 3,58 78,47 17,94
11 16 2 14 9,31 253,76 36,92 12,50 87,50 3,10 84,59 12,31
Média | 12,64 2,82 9,82 22,89 22534 51,77 17,32 82,68 7,63 75,11 17,26
DPM | 11,48 4,47 7,41 2353 46,40 2841 11,99 11,99 7,84 15,47 9,47
EPM 3,46 1,35 2,24 7,09 13,99 8,57 3,61 3,61 2,36 4,66 2,86
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APENDICE G - Registro das medidas etol6gicas durante a exposicdo e a reexposicio de
camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado - Experimento 2, com injegédo
crénica de Clorfeniramina (16mg/kg).

Tabela 6A a 6E - Medidas etoldgicas.

Tabela 6A
Esticar desprotegido
Grupos Experimentais
Sujeito SAL+SAL SAL+CPA CPA+CPA CPA+SAL
Tl T2 Tl T2 T1 T2 T1 T2
1 0 0 0 0 0 2 0 0
2 0 0 0 0 1 0 0 1
3 0 0 0 0 0 1 0 0
4 0 0 1 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 2 0 0
6 0 0 0 1 3 1 2 0
7 1 0 1 0 1 0 0 1
8 0 0 1 1 1 0 1 0
9 2 0 0 1 1 0 2 0
10 3 0 0 0 2 1 0 1
11 0 0 0 0 0 0 1 1
12 0 0 1 0
13 0 0
14 1 0
Média 0,5 0,0 0,3 0,3 0,8 0,6 0,5 0,4
DPM 0,9 0,0 0,5 0,5 0,9 0,8 0,8 0,5
EPM 0,3 0,0 0,1 0,1 0,3 0,2 0,2 0,2
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Tabela 6B
Mergulhar desprotegido
Grupos Experimentais
Sujeito SAL+SAL SAL+CPA CPA+CPA CPA+SAL
Tl T2 Tl T2 Tl T2 Tl T2
1 0 0 0 0 1 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 2 0 0 0
5 0 1 0 0 1 0 5 2
6 0 1 0 0 0 1 0 0
7 0 0 2 0 0 0 0 0
8 1 0 0 0 0 0 1 0
9 0 0 1 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0 0 0
12 1 0 0 0
13 0 0
14 2 0
Média 0,3 0,1 0,3 0,0 0,3 0,1 0,5 0,2
DPM 0,6 0,4 0,6 0,0 0,7 0,3 15 0,6
EPM 0,2 0,1 0,2 0,0 0,2 0,1 0,5 0,2




Tabela 6C
Levantar total
Grupos Experimentais
Sujeito SAL+SAL SAL+CPA CPA+CPA CPA+SAL
Tl T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2
1 0 0 17 5 11 21 22
2 6 2 44 20 3 10 9
3 1 19 3 0 7 2 5 4
4 11 7 5 3 12 10 5 2
5 2 15 0 1 4 3 16 16
6 17 9 4 6 0 0 6 0
7 8 7 0 7 6 1 10 12
8 6 6 0 0 0 2 6 6
9 12 16 5 0 0 0 11 12
10 7 0 1 6 10 2 10 13
11 0 2 6 0 3 0 4 5
12 0 0 0 0
13 16 18
14 15 6
Média 7,2 7,6 7,7 4.4 4,7 1,9 9,5 9,2
DPM 6,2 6,8 13,0 59 4,5 2,7 5,2 6,6
EPM 1,7 1,8 3,9 1,8 1,3 0,8 1,6 2,0
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ANEXO A - Parecer da Comissio de Etica em Experimentacio Animal da UFSCar

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
¥ Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal
= A1 Via Washington Luis, km, 235 - Caixa Postal 676
Fones: (016) 3351.8109 / 3351.8110
Fax: (016) 3361.3176

CEP 13560-970 - Sdo Carlos - SP - Brasil
propa@power.ufscar.br - www propa.ufscar.br

Protocolo CEEA n® 010/2008

Aprovo ad referendum da Comissdo de Etica em Experimentagio
Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos — CEEA/UFSCar, o projeto pesquisa
Efeitos da Aplicagiio Cronica de Clorfeniramina em camundogos submetidos e
reexposto ao Labirinto em Cruz Elevado, elaborado por Rosana Mattioli.

Sdo Carlos, 26 del io de 2008.

. e t
fa. Dra. Keico Okino Nongka

Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagio Animal





