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RESUMO

Trabalhos experimentais apontam que o cerebelo ndo atua somente no controle motor, mas
realiza tarefas mais complexas, como a consolidacdo da memdria emocional. O objetivo do
presente estudo foi avaliar os efeitos da atuacdo da Tioperamida (TIO), antagonista do
receptor histaminérgico H3, na consolidacdo da memoria emocional de camundongos via
vermis cerebelar. Para isso foi realizado dois experimentos. O experimento 1 utilizou o
labirinto em cruz elevado (LCE) como aparato de teste, e 0 experimento 2 a esquiva inibitoria
(El). Em ambos os experimentos foram utilizados 4 grupos experimentais de camundongos
machos, da cepa Suico Albino, pesando entre 25-35 g. Todos os animais foram submetidos ao
procedimento cirtrgico que consistiu na implantacdo da canula guia no vermis cerebelar. Em
cada experimento havia um grupo controle, que foi tratado com salina (SAL), e trés grupos
que receberam tratamento farmacoldgico de diferentes concentracdes de TIO: 0,06, 0,3 e 1,5
ng/0,1ul. Os testes foram realizados em dois dias consecutivos (exposicao e reexposicao),
sendo que o tratamento farmacoldgico ocorreu imediatamente apds a exposi¢do. Os dados
foram analisados utilizando-se a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste
de Duncan (p<0,01). Foi constatado que, em ambos 0s experimentos, os dados dos grupos da
exposicao anteriores ao tratamento farmacoldgico ndo apresentaram diferenca estatistica e
foram agrupados em pool. No experimento 1 a diminui¢cdo da exploracdo dos bragos abertos
na reexposicdo foi considerada indicativo de aprendizado e memdria. Os dados do
experimento 1 apontaram déficit da consolidacdo da memoria emocional para o grupo de
menor dose de TIO (0,06 ng/0,1pul), pois os dados deste grupo ndo apresentaram diferenca
estatistica em relagcdo ao pool, para as varidveis porcentagem de entrada em bracos abertos
(%EBA) e porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos ( %TBA). Os demais grupos (0,3
e 1,5 ng/0,1ul) apresentaram reducdo da atividade exploratoria. Houve também diferenca
estatistica entre 0s grupos da reexposi¢do, sendo o menor grupo de TIO estatisticamente
diferente do SAL e os dois grupos de maiores doses utilizados neste estudo, ndo apresentaram
esta diferenca. Nenhuma das doses de TIO utilizadas interferiram na atividade locomotora dos
animais, pois ndo houve diferenca na variavel EBF. No experimento 2 foi indicativo de
aprendizagem e memoria 0 aumento da laténcia na reexposicdo. O aumento da laténcia foi
observado nos grupos SAL, 0,06 e 0,3 ng/0,1ul em comparagdo com o pool, e ndo houve
diferenca para o grupo 1,5 ng/0,1pl. Entre os dados dos grupos da reexposi¢cdo, houve
diferenca dos grupos T1O 0,3 e 1,5 ng/0,1ul em comparacgdo ao controle, e ndo foi observada
esta diferenca em relacdo ao grupo TIO 0,06. Os resultados do experimento 2 indicam
facilitacdo da consolidacdo da memaoria emocional para o grupo de dose intermediéria de TIO
(0,3 ng/0,1ul) e prejuizo para a maior dose de TI1O (1,5 ng/0,1ul).

Palavras-chave: Memoria Emocional, Sistema Histaminérgico, Receptor Histaminérgico H3,
Tioperamida, Labirinto em Cruz Elevado, Esquiva Inibitoria.



ABSTRACT

Experimental studies indicate that the cerebellum works not only in motor control but
performs more complex tasks, such as the consolidation of emotional memory. The
purpose of this study was to evaluate the effects of actions of thioperamide (THIO),
histaminergic H3 receptor antagonist, in the consolidation of emotional memory in mice
through the cerebellar vermis. To this was done two experiments. Experiment 1 used the
elevated plus maze (EPM) as the test apparatus, and the experiment 2 used the
Inhibitory Avoidance Test (IAT). In both experiments were utilized four experimental
groups of male mice of Swiss Albino strain, weighing between 25-35g. All animals
were submitted to surgical procedure that consisted in the implementation of the guide
cannula in the cerebellar vermis. In each experiment there was one control group that
was treated with saline (SAL), and three groups that received pharmacological treatment
of THIO different concentrations: 0.06, 0.3 and 1.5 ng/0.1ul. The tests were done on
two consecutive days (exposure and reexposure), and drug treatment occurred
immediately after exposure. The data were analyzed using analysis of variance
(ANOVA) of a track followed by the Duncan test (P <0.01). It was concluded that, in
both experiments, the data of previous exposure groups pharmacological treatment did
not differ significantly and were grouped in pool. In experiment 1 the reduction of
exploration of the open arms on reexposure was considered indicative of learning and
memory. The data of experiment 1 pointed out a deficit of emotional memory
consolidation for the group with lower dose of THIO (0.06ng /0.1ul), because the data
of this group showed no statistical difference in relation to the pool for the variables
%OAE and %TAE. The other groups (0.3 and 1.5 ng/0.1 pl), had a reduction in
exploratory activity. There was also a statistical difference between the groups of
reexposure, being the smallest group of THIO, statistically different from SAL and the
two groups of larger doses used in this study did not show this difference. None of the
doses used THIO intervened in locomotor activity of the animals, because there was no
difference in the variable EAE. In experiment 2 was indicative of learning and memory
latency increase on reexposure. The latency increase was observed in groups SAL, 0.06
and 0.3ng/0,1 pl compared with the pool. There was no difference for the group 1.5
ng/0.1 pl. Among the group data of reexposure, there was a difference of 0.3 THIO
groups and 1.5 ng/0.1 pl compared to the control, and this difference was not observed
in group THIO 0.06.

Keywords: Emotional Memory; Histaminergic System; Cerebellum; H3 Histaminergic
Receptor, Elevated Plus Maze, Inhibitory Avoidance.



Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:
Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

LISTA DE ILUSTRACOES

Distribuicdo do sistema histaminérgico; localizagdo e concentracdo
dos receptores histaminérgiCos..........ccoveveieereiieesie e 18

Vista frontal do Labirinto em Cruz Elevado isolado da sala de tese

por meio de uma cortina Preta OPaCA..........ccvverveereeeiveseesee e eee e, 25
Vista frontal da Caixa de Esquiva INibitoria...........ccocoevevreicinnncnns 27
Procedimento experimental da Caixa de Esquiva inibitdria............... 29

Sitios de micro injecdo no vermis cerebelar de camundongos de
avordo com o Atlas Paxinos e Franklin...........ccccoveveniiieniininninnennnn, 34

Efeitos da microinjecdo no vermis cerebelar do antagonista do
receptor H3 tioperamida, nas doses de 0,06 ng/0,1ul, 0,3 ng/0,1ul e
1,5 ng/0,1ul, sobre a consolidacdo da memoria emocional do
Labirinto em Cruz Elevado. Os dados sdo apresentados com as
médias e erro padrdo da média para a porcentagem de entrada nos
bracos abertos (%EBA), porcentagem de tempo gasto nos bracos
abertos (% TBA) e frequéncia de entrada nos bracos fechados (EBF).
N=10. *p<0,01, **p<0,001 comparacdo exposicdo/reexposicao.
#p<0,01, ##p<0,001 comparacdo na exposicdo entre 0S Qrupos
tratados e salina (ANOVA seguida de teste de post hoc de

Efeitos da microinjecdo no vermis cerebelar do antagonista do
receptor H3 tioperamida, nas doses de 0,06 ng/0,1ul, 0,3 ng/0,1ul e
1,5 ng/0,1ul, sobre a consolidacdo da memdria emocional na
esquiva inibitéria. Os dados sdo apresentados com as médias e erro
padrdo da média para o tempo de laténcia (segundos). N=10.
*p<0,01, **p<0,001 comparacdo exposicao/reexposi¢ao. #p<0,01,
##p<0,001 comparacdo na exposi¢do entre 0s grupos tratados e
salina (ANOVA seguida de teste de post hoc de Duncan)............... 37



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Grupos experimentais do Labirinto em Cruz Elevado.....................

Tabela 2: Grupos experimentais da Caixa de Esquiva Inibitdria



%EBA:
%TBA:
%TBF:
%TC:
BA:
BF:

CAMP:
EBA:

EBF:
El:

GABA:

I.C.V..
I.p.:
LCE:
PC:
PE-10:
SAL:
SNC:
TBA:

TBF:
TC:

TIO:

LISTA DE ABREVIATURA

porcentagem de entradas nos bragos abertos
porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos
porcentagem de tempo gasto nos bragos fechados
bracos abertos

bracos fechados

porcentagem de tempo gasto na plataforma central

adenosilil monofosfato ciclico, do inglés ciclic adenosylyl monophosphate
frequéncia de entradas nos bracos abertos

frequéncia de entradas nos bragos fechados
esquiva inibitoria

acido gama-aminobutirico

intracraniana

intracerebroventricular

intraperitoneal

labirinto em cruz elevado

plataforma central

tubo de polietileno

salina

sistema nervoso central

tempo gasto nos bragos abertos
tempo gasto nos bracos fechados

tempo gasto na plataforma central

tioperamida



SUMARIO

1.0 INTRODUGAO.......cooiiieieeeeeeeeeeeeeee e vee e 13
2.0 METODOS. ..ottt sttt 22
N U =T (oSSR SRS 23
2.2 Implantagdo da CANUIA QUIAL........cccviieieciecce e 23
2.3 Drogas e procedimentos de MICIOINJEGAD. .......c.ueirreeereririeriesie e 23
2.4 Equipamentos e procedimentos eXperimentaiS.........cccoovvverieieeieeiesieesese e see e 25

2.4.1 Labirinto em Cruz Elevado...........cccveieiiiiiiciee e 25

2.4.2 Analise comportamental - Labirinto em Cruz Elevado...........c.ccccoovvveienane. 25

2.4.3 Procedimento Experimental - Labirinto em Cruz Elevado............c.ccccueune.ee. 26

2.4.4 ESQUIVA INIDITOTIA. ....cooiiiiiiee e 27

2.4.5 Analise comportamnetal - Esquiva Inibitdria.............ccocovvviviiiviiniinciennn, 28

2.4.6 Procedimento experimental - Esquiva INibitoria............ccooovviiniinicinnnns 28
2.5 GrupOS EXPEIIMENTAIS......ccuiiieiiiteeeeite et e sre et teesteste et e re s e sre e e e beebeesseseesteetesreeneens 29
PSR o 11 0] (oo | T VOSSR 30
2.7 ANALISE ESEALISTICA. ... vveveverieieieie e 31
2.8 BHICA.....vuvevecieiee ettt 31
3.0 RESULTADOS.......oo ittt ettt 33
3.1 Resultados experimento 1: Labirinto em Cruz Elevado..........c..cccccovvvevviinennene 33
3.2 Resultados experimento 2: Esquiva INibitoria............ccccoevveveiieci e 37
4.0 DISCUSSAOQ. ......comieiriieeieiteessisssssses sttt 40
5.0 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........c.ooivieeeeeeevereee e 46

B.0 APENDICES......oco e e e e e ee e e e s et e e e e e s e e e e e e es e eeer e, 56



1.0 INTRODUCAO



13

1.0 INTRODUCAO

O cerebelo, é uma estrutura do sistema nervoso supra-segmentar que deriva da parte
dorsal do metaencéfalo e fica situado dorsalmente ao bulbo e a ponte, contribuindo para a
formacéo do tecto do IV ventriculo. Anatomicamente, distingue-se no cerebelo, uma por¢éo
impar e mediana, o vermis cerebelar, ligado a duas grandes massas laterais, os hemisférios
cerebelares. O vermis é pouco separado dos hemisférios na face superior do cerebelo, o que
ndo ocorre na face inferior, onde dois sulcos sdo bem evidentes o separam das partes laterais
(GRAY; MAYO, 1988).

Um tracado histérico com foco na linha de investigacdo sobre o cerebelo nos indica
gue a neurociéncia cognitiva desta estrutura € um campo multidisciplinar. Franz Joseph Gall
(1758-1828) tinha sugerido que o cerebelo é a sede do "amor fisico-sexual”. Luigi Rolando
(1773-1831) sugeriu que o cerebelo é fundamental para a geracdo do movimento (ROLANDO
1810, em CLARKE; O'MALLEY, 1996) e Marie Jean Pierre Flourens (1794-1867) estudou o
comportamento de pombos submetidos a cerebeloctomia e propés (SCHMAHMANN, 2010)
que o cerebelo é fundamental para a coordenacdo do movimento. Em relacdo a performance
motora, o cerebelo esté relacionado com o controle da motricidade, participando da harmonia
de combinacdes de multiplos movimentos em sequéncia (THACH, 1998). Sua estrutura
anatdmica é altamente organizada e recebe estimulo referente a posicdo da cabeca, do tronco,
dos membros e do movimento que esta sendo realizado, assim como recebe estimulo do
cortex cerebral em relacdo ao comando motor. Portanto, suas conexdes permitem que essa
estrutura compare 0 movimento continuo com o comando motor. Desta forma, o cerebelo atua
como um comparador, ajustando a saida do comando motor com base na entrada sensorial

(UMPHRED, 2004).
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As observacOes relevantes a respeito do cerebelo ndo se limitam apenas as pesquisas
em neurologia, mas se estendem para a psiquiatria. A tentativa em aproximar o cerebelo de
funcBes cognitivas ndo é recente. Observacdes clinicas datadas de 1800 relatam disfuncédo
intelectual, distarbios psiquiatricos e sOcio-emocionais em pacientes com agenesia ou
degeneracdo cerebelar. Na década de 1960, James W. Prescott desenvolveu uma hipdtese que
considerava entrada somatossensorial, particularmente a estimulacdo do movimento, um fator
importante no desenvolvimento do comportamento emocional, sugerindo que a privacdo
somatossensorial poderia resultar em supersensibilidade e hiperativacdo do cerebelo. Ele
considerava o cerebelo como um sistema regulador mestre para 0S processos sensoriais,
emocionais e motores, e propds que 0s comportamentos emocionais de autistas e hiperativos
poderiam ser explicados por meio da disfuncdo do sistema regulatorio do cerebelo
(SCHMAHMANN, 1991).

Estudos datados da década de 70, que utilizam-se de relatos de casos, correlacdo entre
alteracbes psicéticas com estudos anatdbmicos do cerebelo e estimulacdo cerebelar em
pacientes com psicose e agressao (HARPER; HEATH, 1973; HEATH; HARPER, 1974,
HEATH, 1977, HEATH; LLEWELLYN; ROUCHELL, 1980), sugerem que o cerebelo,
principalmente o vermis, é um fabricante de ritmo emocional (HEATH, 1977). Ainda na
década de 70, Cooper e colaboradores (1974) utilizaram um estimulador com eletrodos
colocados sobre a superficie do cerebelo em pacientes com paralisia cerebral para o
tratamento da espasticidade e epilepsia, e demonstraram nédo apenas melhorias no controle das
crises epiléticas, mas também no comportamento destes pacientes, incluindo estado de alerta,
depressdo, raiva e agressividade (SCHMAHMANN, 1991).

Dentre as estruturas cerebelares, o vermis parece estar relacionado com as fungdes
cognitivas. Snider e Maite (1976) demonstraram interacGes fisiologicas entre o vermis

cerebelar e estruturas limbicas no tronco cerebral e no circuito de Papez, e sugeriram que 0
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cerebelo, principalmente o vermis cerebelar, estd envolvido em fungdes emocionais. Um
estudo com ressonancia magnética demonstra alteracdo na morfologia do vermis cerebelar de
pacientes com disfun¢do comportamental, como em pacientes com autismo (COURCHESNE
et al., 1988).

Estudos anatdbmicos demonstraram ligacGes do vermis cerebelar com a amidala, o
septo e o locus ceruleus. Essas regides sdo conhecidas por modular emogdes, bem como
influenciar comportamentos afetivos e processos de aprendizagem e memoria. Além disso,
foram demonstradas alteracdes sinapticas relacionadas com as tarefas de aprendizagem, que
sugerindo que o cerebelo ndo esta apenas ligado a estas areas responsaveis pela aprendizagem
e memoria, mas também participa ativamente destes processos (HEATH; HARPER, 1974).

O passo inicial para a formagdo de uma nova memdria é a aquisicdo de informacGes.
Estas informacGes podem estar vinculadas a estimulos externos, através da entrada sensorial
decorrente da interacdo entre o0 sujeito e 0 ambiente, ou a partir de representacdes internas
com uso da cognicdo e emocdo (MILNER; SQUIRE; KANDEL, 1998). Apos a informacéao
ser adquirida, esta precisa ser armazenada em curto ou longo periodo de tempo. Enquanto a
informacdo permanece armazenada, ela pode ser acessada por um processo conhecido como
evocacdo (CAMMAROTA et al., 2005). Memoria, entdo, compreende 0S pProcessos
responsaveis pela aquisicdo, armazenamento e evocacao da experiéncia aprendida. A retencdo
da memodria a curto prazo (definida em minutos ou horas) pode ser convertida para retencdo a
longo prazo (definida em dias, semanas ou meses) por uma sequéncia especifica de
acontecimentos chamada de consolidacdo, que se inicia imediatamente apds a fase de
aquisicdo. Com o passar do tempo, até mesmo as memorias mais consolidadas podem
desaparecer, um processo chamado de extingéo.

A memoria pode ser classificada em memoria declarativa e ndo declarativa

(SCHACTER 1987; MILNER; SQUIRE; KANDEL, 1998). A memoria declarativa esta
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relacionada a lembrancas conscientes sobre fatos e acontecimentos. Este € o tipo de memoria
que normalmente se faz referéncia quando os termos "memoria” ou “lembranca” sdo
utilizados na linguagem comum. Em geral, é a memdria declarativa que fica prejudicada em
pacientes com amnésia, e parece estar envolvida no armazenamento de uma “representa¢ao”
do mundo externo, e como “representa¢do” pode ser verdadeira ou falsa (SCHACTER, 1987).
Por outro lado, a memdria ndo declarativa esta representada em uma colecdo heterogénea de
habilidades inconscientes. Ela esta envolvida na base das mudancgas do comportamento habil,
Ou seja, sua expressdo ocorre por meio do comportamento e ndo por recordacfes. Abrange a
capacidade de responder adequadamente a estimulos através da pratica, como resultado do
condicionamento ou aprendizado por habito (ZOLA; MORGAN, 1993). Ela também inclui
mudancas na capacidade de detectar ou identificar objetos, fenbmeno conhecido como
priming. No caso da memoria ndo declarativa, as mudangas no comportamento sdo resultantes
da experiéncia prévia, porém sem fornecer acesso consciente a episodios anteriores
(KNOWLTON; SQUIRE, 1993). Muitas sdo as formas de memdrias ndo declarativas, como
habituacdo, sensibilizacdo e condicionamento classico.

Varios neurotransmissores tém sido relacionados a aprendizagem e memdria, entres
eles, a histamina. A histamina é uma amina biogénica que desempenha papel fundamental nos
tecidos periféricos e centrais. No sistema nervoso central (SNC), ela atua como
neurotransmissor aminérgico, desempenhando papel importante na regulacdo de diversos
processos fisiologicos e patoldgicos (PRELL; GREEN, 1986). A histamina é impermeavel a
barreira hematoencefalica, sendo sintetizada nos corpos dos neurdnios histaminérgicos que se
encontram agrupados no nucleo tdbero mamilar no hipotalamo posterior. A sintese da
histamina central ocorre a partir do seu precursor, 0 aminoacido essencial L-histidina (capaz
de atravessar a barreira hematoencefalica), em duas etapas: absor¢cdo neuronal da L-histidina

pelo L-aminoacido transportador, presente na membrana celular, e uma vez no citoplasma, é
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descarboxilada pela acédo especifica da enzima histidina-descarboxilase (WADA et al., 1991).
Uma vez sintetizada, a histamina é armazenada em vesiculas por meio do transportador de
monoamina vesicular (VMAT-2). Com a chegada do potencial de acdo, a vesicula se funde
com a membrana pré-sindptica e ocorre a liberacdo da histamina na terminacdo axonica na
fenda sinaptica. No espaco extracelular, a degradagédo da histamina € realizada pela enzima N-
metiltrasferase, localizada nas regides pos-sinapticas e na glia, através do processo de
metilacdo. Da metilacdo da histamina resulta a tele-metil-histamina, um metabolico sem
atividade neuronal. Nao é conhecido nenhum sistema de recaptacdo para a histamina, sendo a
metilacdo o principal mecanismo de inativacdo deste neurotransmissor. Em situa¢es normais,
a velocidade de renovacdo da histamina € alta, uma vez que a meia vida é de
aproximadamente 30 minutos. Porém, em situacdes de estresse, como choque aplicado nas
patas e imobilizacdo, a velocidade de sintese da histamina central pode aumentar (ERICSON;
KOHLER; BLOMQVIST, 1991).

A histamina central interage através de quatro subtipos de receptores: H1, H2, H3 e
H4 (HASS; SERGEEVA; SELBACH, 2008). Estes receptores se diferenciam quanto a
concentracdo, localizacdo e propriedades das respostas intracelulares mediadas, figura 1. O
receptor H4 é o mais recente descoberto (NGUYEN, et al., 2001; LEURS, et al., 2009) e teve
sua presenca verificada no SNC de ratos e humanos em areas como amidala, hipocampo,
nacleo caudado, substancia negra, tdlamo, hipotdlamo e cerebelo (STRAKHOVA, et al.,
2009). O receptor histaminérgico H1 esta presente no hipocampo, cortex, amidala, nucleos do
hipotdlamo, talamo, ndcleos septais e cerebelo. O receptor H2 esta localizado no hipocampo,

cortex, amidala, corpo estriado e ganglios basais (STRAKHOVA et al., 2009).
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Figura 1: Distribuicdo do sistema histaminérgico;
localizacdo e concentracdo dos receptores histaminérgicos
(KOHLER et al., 2011).

O receptor H3 exibe algumas peculiaridades em relacdo aos demais receptores
descritos acima. Diferentemente dos outros, ele € um receptor pré-sinaptico, caracterizado
como auto-receptor: sua ativacdo controla a liberagdo (ARRANG; GARBARG,;
SCHWARTZ, 1983) e a sintese (ARRANG; GARBARG; SCHWARTZ, 1987) da histamina
central. O receptor H3 realiza um papel inibit6rio no sistema histaminérgico, uma vez que sua
ativacdo gera a diminuicdo da sintese e liberacdo da histamina, via feedback negativo, e sua
desativacdo produz efeito contrario. Mais especificamente, a estimulacdo do receptor H3
diminui a sintese e a liberacdo da histamina, via inibicdo da adenilato ciclase, que catalisa a
formacdo do segundo mensageiro cAMP (monofosfato ciclico de adenosina), que por sua vez
inibe a histidina descarboxilase de catalisar a formacgéo da histamina.

Além de atuar como auto-receptor, o receptor H3 também atua como hetero-receptor,
controlando a liberacdo de outros neurotransmissores, como a dopamina, noradrenalina,
noroepinefrina, acetilcolina, serotonina, glutamato, GABA (&cido gama-aminobutirico)
(HASS; SERGEEVA,; SELBACH, 2008).

A histamina central, seus neurdnios e conexfes, bem como seus quatro tipos de

receptores compdem o sistema neural histaminérgico (SNH). O nacleo tabero mamilar é a
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principal forma de inervacdo histaminérgica do encéfalo e deste nucleo partem projecdes
axonais que inervam praticamente todo o encéfalo. (HASS; PANULA, 2003; WADA et al.,
1991, HASS; SERGEEVA; SELBACH, 2008). O SNH é um dos principais sistemas de
modulacdo do SNC e suas acdes influenciam fun¢Ges como ciclo circadiano (MONTI, 1993;
BURNS; HUSTON; SPIELER, 2003), ansiedade (IMAIZUME; ONODERA, 1993; GHI et
al., 1995; FAGANELLO; MATTIOLI, 2007), alteracbes comportamentais (ONODERA et
al., 1994), processos de recuperacdo funcional (PIRATELLO; MATTIOLI, 2004), percepc¢éo
da dor (MOBARAKEH et al., 2000) e processos de aprendizagem e memoria (BROWN;
STEVENS; HAAS, 2001; HASS; SERGEEVA; SELBACH, 2008; MEDALHA et al., 2000;
DE ALMEIDA; IZQUIERDO, 1986).

O efeito da alteracdo do sistema histaminérgico na formacdo de memdrias tem sido
analisado em varios paradigmas comportamentais. Alguns autores ja demonstraram a
influéncia do sistema histaminérgico na modulacdo da aprendizagem e memoria através de
lesbes do nucleo tuberomamilar (KLAPDOR; HASENOHRL; HUSTON, 1994; ONODERA
et al., 1994). Outros estudos, com experimentacdo animal, apontam facilitacdo ou inibicéo da
memoria emocional através da administracdo de substancias histaminérgicas. De acordo com
Kamei Tasaka (1993), a injecdo intracerebroventricular (i.c.v.) de histamina facilitou a
formacdo de memdria para a tarefa de esquiva. Resultados opostos foram encontrados por
Alvarez e Banzan (2008), que sugeriram que a microinjecdo de histamina diretamente no
hipocampo, em ratos submetidos a tarefa de esquiva, prejudicou a consolidagdo da memoria
em ratos.

O labirinto em cruz elevado (LCE), validado para ratos (PELLOW et al., 1985) e para
camundongos (LISTER, 1987) € um dos modelos animais mais amplamente utilizados para
avaliacdo da ansiedade. Ele é baseado na aversdo natural que os roedores apresentam aos

espacos abertos em relacdo aos bracos fechados, de modo que, os espacos abertos poderiam



20

representar areas de risco potencial, enquanto os bracos fechados &reas protegidas. A
preferencia do comportamento exploratorio dos animais nos bracos fechados é resultante da
avaliacdo de risco e representa uma antecipacdo de um perigo potencial, sendo um
comportamento defensivo de grande valor adaptativo. Estudos utilizando roedores tratados
com farmacos ansioliticos apontaram aumento da exploracdo dos bracos abertos, enguanto
estudos com farmacos ansiogénicos apontam resultados contrarios (STHEPENS et al., 1986;
LISTER, 1987; CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005)

Além de sua ampla utilizacdo na avaliacdo das questBes relacionadas a ansiedade, O
LCE tem sido utilizado para o entendimento das bases bioldgicas das emocdes relacionadas
com a aprendizagem e memdria, ao se inserir mais um dia de teste. Alguns estudos
demonstraram que uma Unica experiéncia ao aparelho reduz significativamente a exploracao
nos bracos abertos na reexposicdo ao aparelho (FILE; ZANGROSSI, 1993; GRIEBEL et al.,
1997; GONZALES; FILE, 1997; RODGERS et al., 1997).

Outro modelo usado na investigacdo dos processos que envolvem aprendizado e
memdria é a esquiva inibitoria (EI). Na tarefa de El, o animal primeiramente é exposto a um
estimulo condicional, a caixa de esquiva, e exibira uma resposta, que também é
condicionavel. Apds cruzar para 0 compartimento escuro, aprende a associar o lado escuro da
caixa (resposta exploratoria) a um leve chogue aplicado nas pastas (estimulo incondicionado).
Com isso, em uma préxima exposicdo a caixa de esquiva, 0 animal evitard expressar sua
resposta inata. Esse tipo de condicionamento é bastante utilizado na pesquisa comportamental
e seu aprendizado envolve percepc¢éo espacial e visual, sensibilidade a dor e a um componente
emocional. Alguns estudos utilizam esse modelo para avaliar o papel do SNH na memoria
emocional, como é o caso de Zarrindast e colaboradores (2006), que apontaram prejuizo da
recuperacdo da memoria em camundongos, com administracéo i.c.v. de histamina, utilizando

0 modelo de ElI.
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Um modo interessante de alterar a concentracdo de histamina central é mediante a
ativacdo ou bloqueio o receptor H3. Atualmente, varios grupos de pesquisadores estudam
substancias antagonistas do receptor H3 com o objetivo de melhor elucidar sua intima relacao
com processos cognitivos. Existem estudos pré-clinicos e clinicos sobre o uso potencial destes
farmacos para o tratamento de disfuncbes cognitivas, tais como, a Doenca de Alzheimer,
déficit de atencdo, hiperatividade e déficit cognitivo na esquizofrenia (BRIONI et al., 2011).
Em relacdo a Doenca de Alzheimer, evidéncias indicam reducdo na concentracdo de
histamina nos neurdnios (PANULA et al., 1998), que pode contribuir para o declinio
cognitivo.

Quanto ao papel do receptor H3 em processos cognitivos, ha evidéncias que indicam
sua acdo na aprendizagem e memoria, e sua presenca no cerebelo (STRAKHOVA et al.,
2009; GIANLORENCO et al., 2011b). Apesar de classicamente o cerebelo estar relacionado a
desempenho motor, ha importantes evidéncias de sua relacdo com funcgdes cognitivas
(GORDON, 2007), principalmente no vermis cerebelar. Em seus estudos, Sacchetti e
colaboradores (2002) realizaram um breve blogueio quimico do vermis cerebelar de roedores
apo6s a aquisicdo do medo associativo e sugeriram a relacdo desta regido cerebelar na
formagdo da memoria emocional. Além disso, o vermis cerebelar estd sob influéncia das
projecdes histaminérgicas, e nele foram encontrados os receptores H3. Todavia, pouco se sabe
sobre o papel deste receptor em processos associados a memoria e aprendizagem. Diante
disto, o presente estudo tem por objetivo investigar o efeito da TIO, antagonista do receptor
histaminérgico H3, microinjetada no vermis cerebelar, sobre a consolidacdo da memoria

emocional de camundongos reexpostos ao LCE e a El.
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2.0 MATERIAL E METODO

2.1 Sujeitos

Foram utilizados 95 camundongos machos da cepa Suico-Albino, pesando entre 25 e
35g no momento dos testes, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCar). Os animais foram agrupados em numero de quatro por caixa (31x20x13
cm) e mantidos em condigdes controladas de temperatura (21 = 1°C), umidade (50 £ 5 %) e
iluminacdo (100 lux), com ciclo claro-escuro programados de 12/12horas (sendo inicio da
fase clara as 7:00). Os animais tiveram livre acesso a agua e alimento, exceto durante as
breves sessdes de teste. Todos os camundongos eram experimentalmente ingénuos e as

sessOes experimentais ocorreram durante a fase clara, entre 8 e 15 horas.

2.2 Implantacéo da canula guia

Os animais foram anestesiados, via intraperitoneal (i.p.), com cloridrato de quetamina
(100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), e posicionados em um equipamento estereotaxico para
implantagdo da canula guia (25 gauge) de 7 mm de comprimento no vermis cerebelar. As
coordenadas estereotaxicas utilizadas foram, em relacdo ao bregma, segundo o Atlas de
Paxinos e Franklin (2001): -6,5 mm posterior, 0,0 mm lateral e -2,0 mm ventral. A canula
guia foi fixada ao cranio com um parafuso e cimento acrilico dental (JET resina liquida
polimerizante). Um mandril (calibre 33 de fio de aco inoxidavel) foi inserido dentro da canula
guia para manté-la desobstruida, sendo removido antes do procedimento de microinjecgéo.
Durante os trés dias de periodo pos-cirargico, os animais foram tratados com paracetamol

adicionado aos frascos de agua potavel numa proporcdo de 0,2 ml a 250 ml de agua
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(concentracdo final de 0,16 mg/ml) (MESSIER; EMOND; ETHIER, 1999; NUNES-DE-

SOUZA et al., 2008).

2.3 Droga e procedimento e microinjecao

A droga utilizada neste estudo foi o maleato de tioperamida (T10), sal de maleato
(SIGMA, MO, USA), antagonista do receptor de histamina H3. A droga foi dissolvida em
solucdo salina em trés concentracdes diferentes: 0,06, 0,3, e 1,5 nmol/0,1ul. As diferentes
concentracdes de doses foram calculadas a partir dos estudos de Orsetti, Piera e Carlo (2001),
com as adaptacdes necessarias para estrutura alvo de infusdo e o tipo de animal utilizado. Para
0 grupo controle foi utilizada salina. As trés doses de TIO, bem como a salina, foram
identificadas por sistemas de codigos seguindo-se o protocolo de um estudo cego. Cada grupo
experimental recebeu uma das quatro solucdes.

As solugbes foram infundidas no vermis cerebelar por meio de uma agulha de
microinjecdo (33-gauge) que se estendia 1,0 mm além da extremidade da cénula guia. A
agulha era ligada a uma microsseringa Hamilton (5,0 ul) por meio de um tubo de polietileno
(PE-10) e a administracdo das solucdes foi controlada por uma bomba de infusdo (Insight Bl
2000-Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil), programada para administrar o volume de 0,1pl
de solucdo durante 60 s. O procedimento de microinjecdo consistiu em remoc¢do do mandril,
insercdo da agulha de injecdo dentro da canula guia e a infusdo das solugbes no vermis
cerebelar. Durante este procedimento, os animais foram manualmente contidos e apos a
infus@o ser concluida, a agulha de injecdo permanecia por mais 60 s a fim de evitar o refluxo.
A confirmacéo do éxito da microinfusédo foi obtida por meio da monitorizacdo do movimento

de uma pequena bolha de ar no interior do tubo de PE-10.
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2.4.Equipamentos e Procedimentos Experimentais

2.4.1 Labirintos em Cruz Elevado

O LCE é composto por dois bracos abertos (BA) (30x5x0,25 c¢cm) e dois bragos
fechados (BF) (30x5x15cm) ligados a uma plataforma central (PC) comum (5x5cm). O
aparato é feito de acrilico e elevado a uma altura de 38,5 cm acima do nivel do solo. Todos os
testes foram realizados sob iluminacgédo de 77 lux, conforme medido sobre a plataforma central

do LCE. O aparato se isolava do restante da sala por uma cortina preta opaca.

Figura 2: Labirinto em Cruz Elevado isolado da sala
de tese por meio de uma cortina preta opaca.

2.4.2 Analise comportamental — Labirinto em Cruz Elevado

Todas as sessdes de teste foram gravadas em video por meio de uma camera digital
posicionada a 90° do labirinto, ligada a um computador em uma sala adjacente. As imagens

foram analisadas por um observador treinado, utilizando o programa XPLO-RAT
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(BECERRA-GARCIA et al., 2005): um pacote de software de analise etoldgica, desenvolvido
no Laboratério de Comportamento Exploratério USP/Ribeirdo Preto- Brasil. Os parametros
comportamentais analisados neste estudo foram baseados em Lister (1987), sendo: frequéncia
de entradas nos bragos abertos (EBA), frequéncia de entradas nos bragos fechados (EBF) - foi
considerada uma entrada quando o animal pisava com as quatro patas em um dos bragos do
labirinto - tempo gasto nos bragos abertos (TBA), tempo gasto nos bracos fechados (TBF),
tempo gasto na plataforma central (TC). Estes dados foram utilizados para calcular o total de
entradas (TE=EBA+EBF), porcentagem de entradas nos bracos abertos
(%EBA=(EBA/TE)x100), porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos
(%TBA=(TBA/300)x100), porcentagem de tempo gasto nos bracos fechados

(% TBF=(EBF/300)x100), porcentagem de tempo gasto na plataforma central (%TC).

2.4.3. Procedimento Experimental — Labirinto em Cruz Elevado

Trés dias ap0s a cirurgia, iniciaram-se 0s testes comportamentais realizados em dois
dias consecutivos: exposicdo no primeiro dia e reexposicdo apos 24 horas. Os animais foram
transportados para a sala adjacente a sala de teste e mantidos em repouso, durante pelo menos
uma hora, a fim de facilitar a adaptacdo ao ambiente. Transcorrido este tempo, cada animal
foi cuidadosamente colocado sobre a plataforma central do LCE, com a face voltada para um
dos bracos abertos. Cada animal teve cinco minutos para explorar o aparato. Imediatamente
apos a exposicdo, os animais receberam a microinjecdo da solucdo correspondente ao seu
grupo experimental. Apés 24 horas, 0s animais foram submetidos ao mesmo procedimento
experimental, porém, sem a microinjecéo (reexposic¢ao). No intervalo entre as sessfes de teste

o labirinto foi cuidadosamente limpo com etanol 5% e um pano seco.
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2.4.4. Esquiva Inibitoria

O aparato utilizado para a EI (figura 3) consiste em uma caixa de acrilico
(46,0x27,0x30,0 cm) dividida em dois compartimentos. Os compartimentos sdo de igual
tamanho (25,0x27,0x30,0 cm), sendo um escuro, dotado de tampa preta, paredes pretas e com
iluminacdo de apenas 1 lux. O outro compartimento € claro, iluminado com lampadas led,
sem tampa e com iluminacdo de 450 lux. No centro da divisoria que isola 0os compartimentos
h& uma abertura no formato de porta guilhotina (7x7 cm), localizada no mesmo nivel do piso.
O acionamento desta porta se da por meio de um programa instalado em computador, em
resposta aos sensores de infravermelho.

O assoalho é composto por hastes de aco inoxidavel (2,5 mm de didametro) separadas
por uma distancia de 1 cm, que liberam choques elétricos intermitentes com a intensidade de

0,5mA.

Figura 3: Vista frontal da Caixa de Esquiva Inibitoria
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2.4.5 Andlise comportamental - Esquiva Inibitéria

Os dois dias de testes foram gravados por meio de uma camera ligada ao computador e
registrados em video. Posteriormente, as laténcias da Habituacdo 1 e do Teste de
Consolidacdo foram quantificadas pelo examinador. Foi indicativo de consolidacdo da
memoria quando o animal apresentou uma laténcia maior no segundo dia de teste em
comparagdo com o primeiro dia, ou ndo atravessou para 0 compartimento escuro no segundo

dia de teste em 300s.

2.4.6. Procedimento experimental - Esquiva Inibitoria

Trés dias ap0s a cirurgia, iniciaram-se 0s testes comportamentais realizados em dois
dias consecutivos: exposicdo no primeiro dia e reexposi¢do apos 24 horas. Os animais foram
transportados para a sala de experimento e mantidos em repouso, durante pelo menos uma
hora, a fim de facilitar a adaptacéo ao ambiente.

Cada animal foi transportado individualmente até a EIl e posicionado no centro do
compartimento iluminado por cinco segundos (Exposi¢éo 1). Transcorrido este tempo, a porta
guilhotina foi aberta, sendo permitido que o animal explorasse todo o aparato. Uma vez que o
animal atravessasse com as quatro patas para 0 compartimento escuro, a porta guilhotina era
fechada encerrando o teste. Na sequéncia, o animal foi transportado para sua caixa de
moradia. Apos 30 minutos, esse procedimento foi repetido (Exposicéo 2)

Trinta minutos depois, durante a sessdo de Aquisi¢ao 1 cada animal foi submetido ao
mesmo procedimento, exceto que, imediatamente ap0s entrar no compartimento escuro e a
porta guilhotina se fechar, foram liberados choques nas patas do animal, de 0,5 mA por dois

segundos. Apos 20 segundos, o animal foi removido do aparato e retornou a caixa de moradia.
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Apos intervalo de dois minutos, iniciou-se a Aquisicdo 2, em que o animal foi
novamente exposto segundo o mesmo protocolo. Caso o animal ndo tenha atravessado para o
compartimento escuro em 120 segundos, foi indicado que a aquisicao da resposta de esquiva
foi obtida e o animal foi removido do aparato. Caso o animal tenha atravessado para o
compartimento escuro, 0 mesmo choque da exposicdo anterior foi aplicado. Imediatamente
apos esta exposicao, 0s animais receberam a microinjecdo da solucdo correspondente ao seu
grupo experimental.

Vinte e quatro horas depois foi realizado o Teste de Consolidacdo, em que o animal
foi exposto novamente a EIl, porém, a sessdo de teste foi encerrada quando o animal
atravessou para o compartimento escuro ou transcorrido 300 segundos sem que ele realizasse

este comportamento. Nesta sessdo ndo foram aplicados choques.

30min . . 30min L 2min L 24h . .
Habituagdo 1 - » Habituacdo 2 - » AQUISICAQ 1-ewree » Aquisi¢ao 2 - » Consolidacao

Exposicao Reexposicao

Figura 4: Procedimento experimental da Esquiva Inibitéria.

2.5 Grupos experimentais

Foram realizados os experimentos nos dois modelos de teste, LCE e El, seguindo os
mesmos procedimentos experimentais com os tratamentos farmacoldgicos apropriados para

cada grupo experimental, como demonstra a tabela 1 e 2.



Tabela 1: Grupos experimentais Labirinto em Cruz Elevado.

Grupos Teste Tratamento Dose N
SAL LCE Salina 10
TIO LCE Tioperamida 0,06 nmol/0,1 pl 10
TIO LCE Tioperamida 0,3 nmol/0,1 pl 10
TIO LCE Tioperamida 1,5 nmol/0,1 pl 10
Tabela 2: Grupos experimentais da Esquiva Inibitoria.
Grupos Teste Tratamento Dose N
SAL El Salina 10
TIO El Tioperamida 0,06 nmol/0,1 pl 10
TIO El Tioperamida 0,3 nmol/0,1 pul 10
TIO El Tioperamida 1,5 nmol/0,1 pl 10
2.6 Histologia
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No fim do experimento os animais foram profundamente anestesiados via ip.,e

receberam 0,1 pl de azul de metileno a 1% (i.c.), de acordo com o procedimento de

microinjecdo, para marcacdo do sitio de microinjecdo. Os animais sofreram deslocamento

cervical, foram decaptados, seus encéfalos removidos e iniciou-se a fase de preparacdo dos

encéfalos para seccéo.

A preparacdo dos encéfalos foi constituida de imersao dos encéfalos por 72 horas em

solucdo de formalina (10%), solucdo de sacarose 20% por 24 horas, seguida de solucdo de

sacarose 30%. ApoOs esse periodo, os encéfalos sofreram secgdes coronais de 80 micrometros

ao longo do trajeto da canula guia, utilizando um micrétomo (ANCAP 300). Os cortes obtidos

foram analisados com uso de microscopio (Olympus B202) e o sitio de injecdo foi verificado

através da dispersdo do azul de metileno, de acordo com o atlas de Paxinos e Franklin (2001).



31

2.7 Analise estatistica

Todos os resultados foram inicialmente submetidos ao teste de Levene para
homogeneidade de variancia. Os dados foram analisados utilizando-se uma anélise de
variancia (ANOVA) de uma via. As diferencas indicadas foram verificadas através do teste de

Duncan. Um valor de p< 0,01 foi requerido para a significancia.

2.8 Etica

Os procedimentos experimentais realizados neste estudo estavam de acordo com 0s
procedimentos da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC), que sao
baseados no National Institutes EUA de Guia de Saude de Cuidados e Uso de Animais de

Laboratorio, e foram aprovados pelo CEPEA-UFSCar (012/2011).



3.0 RESULTADOS
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3.0 RESULTADOS

A Figura 5 é uma representacdo esquematica dos resultados histologicos, de
acordo com o Atlas de Paxinos e Franklin (2001). Os circulos azuis representam as
canulagdes positivas e “x” vermelho, as negativas. O indice de canulagdo positiva foi de
aproximadamente 85% e os dados que demonstraram implantacdo incorreta da canula

guia foram excluidos da anélise.

3.1 Resultados experimento 1: Labirinto em cruz elevado.

Foi realizada ANOVA de uma via entre todos 0s grupos para as variaveis
comportamentais da exposicdo (isto é, variaveis obtidas no primeiro dia de teste sem
nenhum tratamento farmacol6gico), que ndo demonstrou diferenca estatistica. Por esse
motivo, os dados de todos os animais foram agrupados em pool.

A figura 6 representa os efeitos do tratamento da TIO microinjetada no vermis
cerebelar de camundongos na exposicdo e reexposicdo ao LCE, para a porcentagem de
entrada nos bracos abertos (YEBA), porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos

(%TBA) e frequéncia de entrada nos bracos fechados (EBF).
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Bregma - 6,00

Bregma - 6,12

Bregma - 6,24

Bregma - 6,36

Bregma - 6,48

Bregma - 6,60

Figura 5: Sitios de micro inje¢do no vermis cerebelar de camundongos de acordo com o Atlas Paxinos
e Franklin
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Figura 6: Efeitos da microinjecdo no vermis cerebelar do antagonista do receptor H3
tioperamida, nas doses de 0,06 ng/0,ipl, 0,3 ng/0,ipl e 1,5 ng/0,1ul, sobre a
consolidacdo da memdria emocional em camundongos submetidos ao Labirinto em
Cruz Elevado. Os dados sdo apresentados com as médias e erro padrdo da média para a
porcentagem de entrada nos bracos abertos (%EBA), porcentagem de tempo gasto nos
bragos aberto (%TBA) e frequéncia de entrada nos bracos fechados (EBF). N=10.
*p<0,01, **p<0,001 comparacdo exposicao/reexposicao. #p<0,01, ##p<0,001
comparagdo na exposicdo entre os grupos tratados e salina (ANOVA seguida de teste de

post hoc de Duncan).

Na %EBA a ANOVA indicou que houve diferenca entre a exposi¢cdo comparada
com a reexposicdo (F=14,617 e p<0,001). Em seguida foi realizado o teste de post hoc
de Duncan, que indicou redugdo da %EBA para os grupos Salina (p<0,001), T1O 0,3
ng/0,1ul (p<0,001) e TIO 1,5 ng/0,1ul (p<0,001) em comparagdo com o pool. Esta
reducdo, porém, ndo foi observada para o grupo T10 0,06 ng/0,1ul (p=0,358). A analise
estatistica também demonstrou diferenca entre os grupos da reexposicbes, sendo o
grupo TIO 0,06 ng/0,1pl (p=0,002) estatisticamente diferente do controle; os dois
grupos de maiores doses, T1O 0,3 ng/0,1ul (p=0,779) e TIO 1,5 ng/0,1ul (p=0,764), ndo
apresentaram diferenca em comparagdo com o grupo controle.

Resultados semelhantes foram encontrados na %TBA, (F=5,580 e p<0,001).
Houve diferenca para os mesmos trés grupos, Salina (p<0,001), TIO 0,3 ng/0,1pl
(p<0,001) e TIO 1,5 ng/0,1ul(p<0,001) em comparacdo com o pool, e ndo houve
diferenca para o grupo TIO 0,06 ng/0,1ul (p=0,302). Entre os dados dos grupos
experimentais da reexposi¢do, houve diferenca do grupo TIO 0,06 ng/0,1ul (p<0,001)
em comparagdo ao controle, e este apresentou diferenca em relagdo os grupos TIO 0,3

ng/0, 1l (p=0,962) e TIO 1,5 ng/0, 1l (p=0,658).
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Nenhuma das doses de TIO interferiu na atividade locomotora dos animais, pois

ndo houve diferenca no EBF (F=2,363 e p=0,061).

3.2 Resultados experimento 2: Caixa de Esquiva Inibitéria.

A figura 7 representa os efeitos do tratamento da TIO microinfundida no vermis
cerebelar de camundongos na exposicdo e reexposicdo a EI. A figura representa a
laténcia, isto é, tempo em segundos que o animal levou para atravessar do

compartimento claro para o escuro.
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Figura 7: Efeitos da microinjecdo no vermis cerebelar do antagonista do receptor H3
tioperamida, nas doses de 0,06 ng/0,iul, 0,3 ng/0,1ul e 1,5 ng/0,1ul, sobre a
consolidacdo da memoria emocional em camundongos submetidos a esquiva inibitoria.
Os dados sdo apresentados com as médias e erro padrdo da média para o tempo de
laténcia (segundos). N=10. *p<0,01, **p<0,001 comparacdo exposi¢ao/reexposicao.
#p<0,01, ##p<0,001comparacdo na exposi¢cdo entre 0s grupos tratados e salina
(ANOVA seguida de teste de post hoc de Duncan).
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Foi realizada ANOVA de uma via entre todos 0s grupos para as laténcias da
exposicdo (isto é, dados obtidos no primeiro dia de teste sem nenhum tratamento
farmacologico), que ndo demonstrou diferenca estatistica. Por esse motivo, os dados de
todos os animais foram agrupados em pool.

A ANOVA indicou que houve diferenca entre a exposicdo comparada com a
reexposicdo (F=162,961 e p<0,001). Em seguida foi realizado o teste de post hoc de
Duncan que indicou aumento da laténcia para os grupos Salina (p<0,001), TIO 0,06
ng/0,1ul (p<0,001) e TIO 0,3ng/0,1ul (p<0,001) em comparacdo com o pool, e ndo
houve diferenca para o grupo TIO 1,5ng/0,1ul (p=0,786). Entre os dados dos grupos
experimentais da reexposicao, houve diferenca dos grupos TIO 0,3ng/0,1ul (p<0,001) e
TIO 1,5ng/0,1ul (p<0,001) em comparacdo ao controle, e ndo foi observada esta

diferenca em relacéo ao grupo TI10 0,06 ng/0,1ul (p=0,298).
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4.0 DISCUSSAO

Os resultados dos experimentos realizados neste estudo permitem tracar uma possivel
acdo do sistema histaminérgico do cerebelo sobre a consolidacdo da memdria emocional nos
dois modelos de teste utilizados. Os resultados do experimento 1 indicaram déficit da
consolidacdo da memdria emocional para a menor dose de TIO (0,06 ng/0,1ul) com uso do
LCE, e o experimento 2 indicou facilitacdo da consolidacdo da memdria emocional para a
dose intermediaria (0,3 ng/0,1ul) e déficit para a maior dose de TIO (1,5 ng/0,1ul), utilizadas
no presente estudo com uso da EI.

No experimento 1, a memoria emocional foi inferida através da anélise do perfil do
comportamento exploratério dos animais expresso no LCE. Nossos resultados demonstram
diminuicdo na atividade exploratéria nos bracos abertos (%EBA e %TBA) para o grupo
controle e para os grupos de maiores doses de TIO testadas (0,3 ng/0,1ul e 1,5 ng/0,1ul). O
LCE oferece aos animais um possivel conflito entre a motivacao para explorar o labirinto e a
tendéncia natural que estes animais apresentam em evitar os espacos abertos (CAROBREZ;
BERTOGLIO, 2005). Esta reducdo nos permitiu inferir aprendizagem e memaria, pois com a
experiéncia do primeiro dia de teste (exposi¢cdo) é esperado que no segundo dia (reexposicao)
os camundongos evitem areas de risco que os bracos abertos apresentam. No entanto, a
reducdo na atividade exploratdria nos bracos abertos ndo foi observada no grupo tratado com
a menor dose de TIO (0,06 ng/0,1pul) testada neste estudo. Assim, podemos sugerir que para
esta menor dose de T1O microinjetada no vermis cerebelar houve prejuizo da consolidacéo da
memoria emocional.

No experimento 2, a memoria emocional foi inferida através da anélise do tempo de
laténcia, isto é, tempo que o animal gasta para atravessar do compartimento iluminado para o

compartimento escuro. Porém, no ambiente escuro o animal € submetido ao estimulo aversivo
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do choque elétrico. A aprendizagem € avaliada comparando a laténcia da Habituacédo 1, no
primeiro dia de teste, com o Teste de Consolidagdo, no segundo dia de teste, sendo esperado
aumento no Gltimo dia (MISANE; JOHANSSON; OGREN, 1998; ANGLADE et al., 1994).
Para o grupo tratado com a maior dose de TIO (0,3 ng/0,1ul) ndo foi verificado o aumento da
laténcia na reexposicao, sugerindo déficit na consolidacdo da memoria.

Prejuizo nos processos de aprendizagem e memdria € um resultado consistente entre
0s estudos realizados anteriormente por nosso grupo de pesquisa. Gianlorenco e
colaboradores (2011a) e Serafim e colaboradores (2010) também apontaram efeitos inibitorios
sobre a memoria emocional, utilizando o mesmo protocolo experimental no LCE, com a
administracdo via intraperitoneal (i.p.) de L-histidina, o precursor da histamina. Além disso,
outro estudo desenvolvido por Gianlorengo e colaboradores (2011b) demonstrou que a
microinjecdo de histamina no vermis cerebelar de camundongos também apresentou déficit na
consolidacdo da memaria emocional. Assim, sugerimos que a alteracdo da concentracdo de
histamina cerebelar através da microinjecdo direta de histamina no vermis cerebelar, bem
como por microinjecdo TIO, que aumenta a concentracdo de histamina enddgena, podem
prejudicar a consolidacdo da memdria emocional.

Os resultados do experimento 1 indicam que, além de prejuizo para a menor dose de
TIO testada neste estudo, as duas maiores doses ndo apresentaram nenhum efeito sobre a
consolidacdo da memdria emocional. Para estes resultados, sugerimos como primeira hipétese
que o receptor H3 também desempenha um papel complexo na regulacéo dos niveis de outros
neurotransmissores além da histamina, desempenhando funcéo de heteroreceptor. O receptor
H3 regula a liberacéo de acetilcolina e serotonina, influenciando, respectivamente, os sistemas
serotoninergicos e colinérgicos, que também estdo relacionados nos processos de
aprendizagem e de memoria (HILL et al.,, 1997). Assim, as doses mais elevadas de TIO

também podem ativar estes sistemas. Como segunda hipétese, sugerimos que TIO néo
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apresenta grau elevado de especificidade para receptor H3, e as duas doses mais elevadas de
TIO podem ativar os outros dois receptores histaminergicos. O receptor H1 e H2 sdo também
expressos no cerebelo, sendo que o receptor H1 é o de maior concentracdo. Gianlorengo e
colaboradores (2011a) demonstraram reversdo do efeito amnésico causado pela L-histidina,
via receptor H1. No entanto, estas hipoteses ndo foram ainda testadas.

Os resultados do experimento 2 indicam que para a dose intermediaria de TIO (0,3
ng/0,1ul) houve efeito facilitatorio na consolidacdo da memoria emocional. Alguns estudos
que utilizaram a TIO para avaliar processos de aprendizagem e memoria indicam facilitacdo
dos processos mnemonicos. Bernaerts, Lamberty e Tirelli (2004) utilizaram a EIl e
demonstraram efeitos facilitatorios na consolidacdo da memoria. Seus resultados indicam
efeito tipo dose-dependente nas diferentes doses injetadas via i.p.. Além disso, a TIO foi
capaz de reverter o efeito amnésico causado pela injecdo de escopolamina e dizocilpina.
Orsetti, Piera e Carlo (2001) também encontraram efeito facilitatorio na administracéo de TIO
via i.p., utilizando o modelo de labirinto em Y. Komater e colaboradores (2005)
demonstraram que a TIO, também via i.p., ndo teve efeito sobre a aprendizagem espacial,
porém, seus resultados apontam atenuacdo dos efeitos inibitérios provocados pela
administracao de escopolamina.

Os resultados dos dois experimentos apontam contradicdo entre facilitacdo e inibicéo
da memoria emocional nas diferentes doses utilizadas nos grupos experimentais. Essa
discrepéancia pode ser justificada pela acdo do neurotransmissor investigado neste estudo. A
histamina, semelhante a outras aminas biogénicas, apresenta possivel modulagdo tonica
(PASSANI, 2000) nas influéncias comportamentais. Assim, podemos sugerir que no
experimento 1 a menor dose de T1O foi suficiente para aumentar a concentracdo de histamina
cerebelar e prejudicar a consolidacdo da memoria emocional de camundongos reexpostos ao

LCE, e que para ambas as maiores doses testadas no presente estudo este comportamento néo
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foi observado. Podemos sugerir também que para o experimento 2, o grupo experimental que
recebeu a dose intermediaria de TIO apresentou facilitacdo e a maior dose de TIO testada
apresentou prejuizo na memoria. Podemos acrescentar, ainda, que a histamina possui
caracteristica de modular o comportamento emocional de maneira ndo linear (BALDI,;
BUCHERELLLI, 2005).

Nossos resultados indicaram, também, inibicdo da consolidacdo da memoria para o
grupo de menor dose de TIO que foi submetido a LCE, sendo que o grupo de igual dose
submetido a EI ndo apresentou efeitos sobre a consolidacdo da memdria, sugerindo que 0s
modelos de teste podem estimular diferentes vias neuronais. De acordo com McNaughton e
Corr (2004), existem circuitos neurais distintos entre 0s processos que envolvem o medo
relacionado com ameacas imediatas e 0 medo antecipatério, ansiedade e ameacas distantes.
Nos processos que envolvem o medo imediato existe esta representacdo em niveis
hierarquicos do SNC mais inferiores, isto &, estruturas subcorticais: matéria cinzenta
periaquidutal, hipotdlamo medial e amigdala; e a representagdo do medo antecipatorio
relacionado com a ansiedade esta envolvido em areas mais superiores: amigdala, sistema
septo-hipocampal, cingulo posterior e cértex pré-frontal. Podemos sugerir que o LCE incita o
medo antecipatdrio, relacionado com a ansiedade, e que a El est4 relacionada com o medo
aparente. Nés sugerimos que o cerebelo pode integrar esses sistemas funcionais e que a
histamina intra cerebelar atuaria diferentemente quando avaliamos a memdria relacionada
com a ansiedade. Esta justificativa também nos esclarece o efeito inibitério encontrado no
grupo de menor dose submetido ao LCE em contraste ao efeito facilitatorio indicado no grupo
de dose intermediaria de TIO testado neste estudo.

Classicamente o cerebelo esté relacionado a tarefas motoras, porém, ha um namero

crescente de estudos que sustenta a tese de que o cerebelo estd envolvido em funcGes
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cognitivas (SCHMAHMANN; PANDYA, 1995; DESMOND, et al., 1997). Os resultados do
presente estudo demonstram que o cerebelo participa da consolidacdo da memaoria emocional.

Os estudos descritos acima sugerem a interacdo de uma funcdo superior, como a
memoria e aprendizagem, em uma estrutura subcortical. O conceito de rede neuronal propde
que areas distantes do encéfalo possam participar de forma diversa, através de vias e circuitos
préprios no controle de fungdes cognitivas, contribuindo com elementos especificos para o
resultado comportamental, e os resultados do presente estudo contribuem para esta
abordagem.

Em conclusao, estes resultados demonstram a inibicéo e facilitacdo da consolidacdo da
memoaria emocional em camundongos reexpostos ao LCE e EI. Assim, podemos sugerir que a
TIO microinjecdo no vermis cerebelar de camundongos influencia nos processos da

consolidacdo da memdria emocional.
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