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RESUMO

Os objetivos do presente estudo foram verificar os efeitos das microinjecdes bilaterais de agonista
colinérgico nicotinico PNU-282987, na amidala, sobre a ansiedade e memdria emocional, e
analisar se as microinjeces do PNU-282987 revertem o efeito amnésico provocado pelo
antagonista histaminérgico H1 Clorfeniramina (CPA) em camundongos submetidos ao labirinto
em cruz elevado (LCE). Para essas investigacdes foram realizados dois experimentos. Foram
utilizados 79 camundongos da cepa Suigo-Albino, machos, pesando entre 25 e 40g. O teste
comportamental foi realizado em dois dias consecutivos: T1 e T2. No experimento 1, 0s animais
receberam microinjecdes bilaterais intra-amidala de salina (SAL) ou PNU (0,1 nmol) pré-T1 e
pré-T2. ApoOs cinco minutos da microinjecdo, os animais foram expostos ao LCE. Foram
formados quatro grupos experimentais: SAL-SAL; SAL-PNU; PNU-SAL; PNU-PNU. No
experimento 2, 0s animais receberam microinjecdes combinadas bilaterais intra-amidala de CPA
(0,16 nmol) ou PNU (0,1 nmol) apenas pré-T1 Apos cinco minutos os animais foram expostos ao
LCE; em T2 houve apenas a reexposicao. Foram formados quatro grupos experimentais: SAL-
SAL; PNU-SAL; CPA-SAL; CPA-PNU. Os dados foram analisados usando a ANOVA de duas
vias e o teste post hoc Duncan. A ANOVA ndo mostrou diferencas significativas entre 0s grupos
em T1 para as medidas de ansiedade [% entradas nos bracgos abertos (%EBA); % tempo gasto nos
bracos abertos (%TBA), p > 0,05]. O PNU, microinjetado per se, ndo apresentou efeitos na
aquisicdo da memoria emocional, entretanto no experimento 2, as microinjecbes combinadas de
PNU e CPA, foram capazes de reverter o déficit na memoria induzido pela CPA (ANOVA, p <
0,05), sugerindo a interacdo entre esses sistemas na amidala de camundongos reexpostos ao LCE.
Ndo houve mudancas significativas nas entradas dos bracos fechados (ANOVA, p > 0,05),
medida representativa da atividade locomotora. Os resultados do presente estudo sugerem que as
microinjecdes do PNU-282987 intra-amidala ndo apresentaram efeitos sobre a aquisicdo da
memoria emocional, entretanto houve uma interacdo entre o0s sistemas histaminérgico e
colinérgico na amidala na modulacdo da aquisicdo da memoria emocional em camundongos
reexpostos ao LCE.

Palavras-chave: clorfeniramina, PNU-282987, memodria emocional, amidala, camundongo,
labirinto em cruz elevado.



ABSTRACT

This study investigated the effects of bilateral intra-amygdala microinjections of PNU-282987,
which is a nicotinic cholinergic agonist, on anxiety and emotional memory as well as the reversal
of amnesia induced by an H1 histaminergic antagonist (CPA) in mice subjected to the elevated
plus-maze (EPM). For this purpose, two experiments were performed. The subjects were seventy-
nine adult male Swiss mice weighing 25-40g at testing. Behavioral testing was performed on two
consecutive days (T1 and T2). In both experiments, the drugs were administered prior to testing.
In Experiment 1, the animals received bilateral microinjections of saline (SAL) or PNU-282987
(0.1 nmol) and four experimental groups were tested; i.e., SAL-SAL, SAL-PNU, PNU-SAL and
PNU-PNU groups. In Experiment 2, the animals received combined bilateral microinjections of
CPA (0.16 nmol) and PNU-282987 on T1 and they were re-exposed to the EPM 24 hours later.
Four experimental groups were tested; i.e., SAL-SAL, PNU-SAL, CPA-SAL and CPA-PNU
groups. ANOVA followed by Duncan’s tests revealed no significant differences between the
SAL and treated groups at T1 in the measurements of anxiety (i.e., % open arm entries and %
open arm time, ANOVA, p > 0.05), which indicates that the CPA and PNU did not induce effects
on anxiety. The isolated microinjections of PNU-282987 did not produce effects on emotional
memory; however, the combined microinjections of PNU-282987 and CPA were able to reverse
the deficit in memory induced by CPA (ANOVA, p < 0.05). There were no significant changes in
the numbers of enclosed arm entries which served as a measure of locomotor activity (ANOVA,
p > 0.05). Taken together, these results suggest that intra-amygdala injections of PNU-282987
did not induce effects on anxiety and emotional memory per se; however, the combined
injections of CPA and PNU-282987 reversed the amnesic effects caused by CPA, which is
suggestive of an interaction between the histaminergic and cholinergic systems in the modulation
of emotion memory acquisition in mice subjected to the EPM.

Keywords: chlorpheniramine, PNU-282987, emotional memory, amygdala, mice, elevated plus-
maze.
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1 INTRODUCAO

A memodria pode ser definida como a capacidade que os organismos tém em armazenar
informacBes que possam ser recuperadas e utilizadas posteriormente e compreende
principalmente os processos de aquisi¢do, consolidacdo e evocacdo das informacdes adquiridas
(KANDEL et al.,, 2003; KOLB; WISHAW, 2002). As emocdes desempenham um papel
fundamental no controle comportamental, fornecendo adaptacdo da conduta mediante situacdes
distintas, inclusive relacionadas a sobrevivéncia do individuo (SACCHETTI et al., 2009).

Ha um interesse consideravel destinado ao entendimento do impacto das emoc¢6es nos
sistemas cerebrais envolvidos com o processamento da memoria, onde estudos comportamentais
apontam uma associacdo entre as emocgOes e a memoria, demonstrando uma forte ligacdo entre
diferentes estados emocionais e 0 armazenamento, consolidacdo e a evocacdo das memorias
(HASS; CANLI, 2008). Assim, a memdria para eventos com um forte componente emocional
torna-se mais eficiente em termos adaptativos em relacdo aos eventos menos marcantes, uma vez
que estimulos emocionais apetitivos ou aversivos mostram-se essenciais para a sobrevivéncia do
individuo (QUEVEDO et al, 2003; LEDOUX, 2000).

Por outro lado, nas desordens emocionais, como no estresse pos-traumatico, ocorre uma
persisténcia de eventos das memorias traumaticas vivenciadas (BREWIN et al. 2007). Além
disso, a vivéncia constante de memaorias com cunho negativo tem sido considerada um dos
principais indicios para o desenvolvimento da depressdo, fobias, estresse pos-traumatico e dor
crénica (BUCHERELLLI et al., 2006).

Estudos comportamentais realizados em animais demonstram o papel das emocdes sobre

a memoria, destacando a participacdo da amidala na modulacdo dos comportamentos emocionais



14

(GALVIS-ALONSO et al., 2010; SERAFIM et al., 2013), assim, dentre as regides cerebrais
envolvidas com a modulacdo das emog6es no processamento da memoria, esta estrutura e todo o
seu complexo despertam grande interesse para o entendimento das bases neurobiologicas das

emoc0es, aprendizagem e memoria.

1.1 Amidala

A amidala é uma importante estrutura do Sistema Nervoso Central (SNC) para aquisicédo e
processamento da memoria emocional, intermediando informacdes sensoriais, respostas
comportamentais e fisiologicas, principalmente aquelas com forte apelo emocional, mediando as
reacOes de medo e as respostas adaptativas a dor e a ameaca iminente de perigo (TOYODA et al.,
2011; MCNAUGHTON; CORR, 2004).

Quanto as suas caracteristicas anatbmicas, a amidala é constituida por um complexo de
nucleos localizado na porcdo antero-medial de cada lobo temporal, caracterizando o complexo
amidaloide; cada um destes nucleos possui um sitio distinto de conexdo nos encéfalos humanos e
de outras espécies animais, além de diferenciarem-se conforme a sua citoarquitetura e
histoquimica (SAH et al., 2003).

Segundo a nomenclatura proposta por Knapskas et al. (2007), os nucleos da amidala séo
divididos em trés grupos especificos (FIGURA 1): o primeiro denominado grupo centromedial,
composto pelos nacleos central e centromedial; o segundo denominado grupo basolateral ou
profundo, composto pelos nucleos lateral, basal e basal acessorio; e o terceiro denominado grupo
cortical ou superficial, composto pelos ndcleos cortical e trato olfatério lateral. Somado aos

grupos supracitados, ha a sugestdo da presenca de um grupo de nucleos separados, que ndo se
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enquadram dentro dessas divisGes propostas: nucleos denominados como massas celulares

intercaladas e a area da amidala hipocampal (KNAPSKAS et al., 2007).

dorsal

medial «Qlateral

ventral

BOT

FIGURA 1. DivisBes e subdivisdes nucleares da amidala de rato. Os nlcleos sdo divididos em trés grupos:
Centromedial (laranja); Basolateral (verde); e Cortical (marrom). CEc- NUcleo central, subdivisdo nuclear; CEI-
Nucleo central, subdivisdo lateral; CEm- nlcleo central, subdivisdo medial; COa- Nucleo cortical, subdivisao
anterior; COp- Nucleo cortical, subdiviséo posterior; BOT- Nucleo vermelho do trato olfatério; Bi- Nucleo basal,
subdivisdo intermedidria; Bpc- Nucleo basal, subdivisdo parvocelular; BMmc- Nucleo basomedial, subdivisdo
magnoceular; BMpc- Ndcleo basomedial, subdivisdo parvocelular; Ld- Nucleo lateral, subdivisdo dorsal; Lvm-
Nucleo lateral, subdivisdo ventromedial; Lvl- Nucleo lateral, subdivisdo ventrolateral; Md- Ndcleo medial,
subdivisao dorsal; Mv- Nucleo medial, subdivisdo ventral; In- Nucleos intercalados; Pir- Cortex piriforme. Fonte:
KNAPSKAS et al., 2007.

O nucleo medial contribui para a interpretacdo de informacdes sensoriais interoceptivas e
exteroceptivas, para regulacdo de comportamentos sociais, sexuais e maternais (NEWMAN,
2002), bem como para a modulacédo da aprendizagem e memoria emocional (CANTERAS et al.,
1995). O ndcleo basolateral da amidala (BLA) é composto por aproximadamente 80% de
neurdnios piramidais glutamatérgicos, formando a maioria das conexdes com suas areas externas,

como o grupo centromedial e o hipocampo; o restante das conexdes do BLA consiste de
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interneurénios GABAEérgicos, compondo a maior parte dos seus circuitos intrinsecos (SAH et al.,
2003). Este complexo € ativado via projecOes aferentes corticais e subcorticais frente
experiéncias percebidas como a ansiedade, medo, estresse e raiva (KANDEL et al., 2003;
ROGAN; LEDOUX, 1996).

Segundo Brown et al. (2001) sdo encontradas densidades moderadas de fibras
histaminérgicas na amidala e receptores para histamina (HA) sdo muito expressos por todo o
sistema limbico, sistema do qual faz parte esta estrutura. Evidencias sugerem que a amidala
participa na modulacao da ansiedade (DERE et al., 2010), exercendo influencia na aprendizagem

e memoria (PARE et al., 2004; EHRLICH et al., 2009).

1.2 Sistema Neural Histaminérgico

A HA é uma monoamina biogénica, encontrada no encéfalo da maioria das espécies
animais, que tem um importante papel modulador na aprendizagem e memoria (PRELL;
GREEN, 1986). E sintetizada a partir da histidina pela enzima histidina descarboxilase (converte
0 aminodcido histidina em histamina) através da descarboxilacdo oxidativa, sendo que o término
de sua acdo no encéfalo ocorre através de seu catabolismo para telemetilhistamina pela enzima
histamina N-metiltransferase (LIN et al., 1991). Os neurdnios histaminérgicos originam-se no
nucleo tuberomamilar localizados na regido posterior do hipotalamo, ramificando-se por todo o
SNC, incluindo a medula espinal (SONG et al.,, 2006; ALVAREZ, 2009). Sugere-se a
participacdo do Sistema Neural Histaminérgico (SNH) nas mudangas neuroplasticas associadas a
recuperacdo funcional em doencas neurodegenerativas, como Alzheimer (ISHUNINA et al.,

2003; YANAI; TASHIRO, 2007) e Parkinson (DERE et al., 2010).
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Ha uma ligacdo entre HA, aprendizagem e 0s processos relacionados a memoria e
evidéncias recentes sugerem que a HA e seus receptores estdo envolvidos na modulacdo dos
processos de aprendizagem e memoria, destacando-se nas etapas de formacao e recuperacao da
memoria mediante diferentes tarefas (BENETTI; IZQUIERDO, 2012). A HA, no sistema
nervoso central, necessita da ativacdo de receptores especificos e a sua acdo € mediada por pelo
menos quatro tipos de receptores: H1, H2, H3 e H4 (STRAKHOVA et al., 2009; BROWN et al.,
2001; HAAS; PANULA, 2003).

Os receptores H1 tém significativa expressao no cortex, hipocampo, amidala, tdlamo,
nucleo estriado e cerebelo e muitas dessas regides encefalicas estdo relacionadas com as funcoes
cognitivas. Além disso, a ativacdo dos receptores H1 regula vias de sinalizacdo intracelular e
modula a plasticidade neural dos processos cognitivos como a aprendizagem e a memoria
(LINTUNEN et al., 1998). Esses receptores estdo implicados ainda na aprendizagem espacial e
formacdo da memodria (ZLOMUZICA et al., 2009). Em estudo de Gianlorenco et al. (2010), o
precursor histaminérgico LH produziu efeito inibitério da memoria emocional em camundongos
submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado (LCE) e o pré-tratamento com um antagonista
H1 (CPA), foi capaz de reverter esse efeito.

Estudos sugerem a participacdo dos receptores H1 presentes na amidala mediando emocdes
e aspectos cognitivos relacionados a ansiedade (ZARRINDAST et al., 2005), aprendizagem e
memoria (SERAFIM et al., 2013; FOLEY et al., 2009). Em mamiferos, a neurotransmisséo
histaminérgica ¢ mediada pelos receptores H1 e H2 pos-sinapticos e os autorreceptores H3 pre-
sinapticos, sendo que este ultimo também atua como um heteroreceptor (ZLOMUZICA et al.,
2009).

Os receptores H3 sdo amplamente expressos no cérebro de mamiferos, particularmente em

regibes associadas a cogni¢do, como o cortex cerebral, hipocampo e hipotalamo, sendo que a
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ativacdo de autoreceptores H3 inibe a sintese e a liberacdo de histamina, enquanto que a ativacédo
de heteroreceptores H3 inibe a liberacdo de neurotransmissores como a acetilcolina (ACh),
noradrenalina e a dopamina (FOLEY et.al, 2009). A administracdo de antagonistas dos receptores
H3 na amidala prejudica a consolidacdo de memdrias relacionadas ao medo, enquanto que
agonistas dos receptores H3 facilitam a expressdao de memorias indesejaveis (GIOVANNINI
et.al, 2003).

Foley e seus colaboradores (2009) relatam que varias estratégias estdo sendo formuladas
para 0 desenvolvimento de drogas antagonistas dos receptores H3 que aumentem a liberacdo de
neurotransmissores envolvidos nos processos cognitivos, como a ACh, e os resultados sugerem
que entre outros sistemas neurotransmissores, 0 bloqueio da regulacdo da funcdo histaminérgica
do H3 pode aumentar os mecanismos de neuroplasticidade necessarios para a efetiva
consolidacdo da memoria.

Os receptores H4 foram identificados recentemente no SNC através da detec¢do do seu
RNAm na amidala, cerebelo, corpo caloso, cortex pré-frontal e tadlamo, tanto em humanos,
guanto em ratos. Esses receptores sdo expressos no sistema nervoso periférico principalmente em
células de origem hematopoiéticas (eosindfilos e mastocitos), onde sua fungdo associa-se aos
processos inflamatdrios e alérgicos; este receptor é encontrado em alta densidade nos ganglios da
raiz dorsal da medula espinal, sugerindo uma possivel fungdo na mediacéo da nocicep¢do (HAAS
et al., 2008).

Estudo de Alvarez (2009), sugere que a HA, como um neurotransmissor e
neuromodulador, participa dos processos de aprendizagem por meio da ativacdo especifica dos
receptores H1, H2 e H3. Entretanto, a literatura apresenta resultados diferentes quanto ao seu
papel durante a aquisicao, retencdo da informacéo e recuperacdo da memdria, enquanto algumas

publicacdes descrevem efeitos inibitorios (BITNER et al., 2011; SERAFIM et al., 2010), outras
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demonstram um papel facilitatério (ALVAREZ; BANZAN, 2008; GIANLORENCO et al., 2011)
na aprendizagem e na memoria.

Acdes facilitatorias ou inibitorias para os receptores de HA podem ser explicadas em
termos da complexidade das projecdes neurais regionalizadas em sitios de HA nas estruturas
encefalicas, nas diferentes redes sindpticas e receptores presentes, e nas interaces com outros

sistemas neurotransmissores, como por exemplo, o sistema colinérgico (ALVAREZ, 2009).

1.3 Sistema Colinérgico

O sistema colinérgico esta intimamente relacionado com os processos de aprendizagem e
memoria e a sua neurodegeneracdo € considerada um mecanismo importante nas doencas
neurodegenerativas e disturbios cognitivos (VICENS et al, 2011). Este sistema distribui-se em
uma variedade de diferentes ndcleos, sendo que o ndcleo basal magnocelular (NBM) caracteriza-
se como a principal fonte de inervacdo colinérgica para 0 neocortex e a
amidala, enquanto o septo médio (complexo da banda diagonal) fornece aferéncias colinérgicas
para o hipocampo (WOOLF et al., 1984; MESULAM et al., 1983).

Ha a presenca de dois grandes grupos de receptores colinérgicos: 0s muscarinicos
(mAChR, receptor metabotropico), encontrados em todas as células alvos do sistema nervoso
parassimpatico, assim como nas células alvos nos neurdnios colinérgicos pés-ganglionares
simpaticos; e os nicotinicos (NAChR, receptor ionotrépico), que possuem cinco subunidades
proteicas dispostas simetricamente (duas o, uma f3, y e 6), regulando a liberacéo e a ativagdo de
neurotransmissores nas regides pré e pds-sinapticas, podendo controlar a eficacia da transmissao

sinaptica (MIYAZAWA et al., 2003).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_nervoso_parassimp%C3%A1tico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_nervoso_parassimp%C3%A1tico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_nervoso_parassimp%C3%A1tico
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Segundo Roncarati et al. (2009), déficits cognitivos e de atencdo estdo presentes na
doenca de Alzheimer, nos processos de envelhecimento e na esquizofrenia, correlacionando-se a
uma hipofuncdo ou degeneracdo do sistema colinérgico. No mesmo estudo, a andlise post-
mortem de encéfalos acometidos com a esquizofrenia sugeriu anormalidades na expressdo do
receptor nicotinico, principalmente, a subunidade alfa-7. Além disso, alguns estudos de biologia
molecular sugerem uma relacéo entre o polimorfismo do gene que codifica o receptor nicotinico
alfa-7 e a patogénese da esquizofrenia (GAULT et al., 2003; MARTIN; FREEDMAN, 2007).

Diversos neurotransmissores como a histamina, a dopamina, o acido gama-aminobutirico
(GABA), a noradrenalina e a serotonina, estdo implicados em processos cognitivos e interagem
com o sistema colinérgico (PASSANI; BLANDINA, 1998). A participacdo dos sistemas
neurotransmissores supracitados, pode, de alguma forma, interagir com a ACh causando efeito
aditivo ou mesmo sinérgico na cognicdao (RONCARATI et al., 2009).

A administracdo aguda e crénica de agonista colinérgico nicotinico (ABT-418; GTS-21,
Lobelina) acarreta efeitos benéficos na aprendizagem e na meméria (LEVIN; SIMON, 1998), no
entanto, existem resultados diferentes na literatura envolvendo agonistas nicotinicos. Por
exemplo, o tratamento agudo com agonistas nicotinicos melhorou a funcdo da memdria de
trabalho no labirinto radial (LEVIN et al., 1998), enquanto nenhum efeito sobre a aprendizagem
espacial e a memoria foi detectado ap6s 10 dias de administracdo de nicotina crdnica em
camundongos (VICENS et al.,, 2003). Em outro estudo, a administracdo oral do agonista
colinérgico nicotinico GTS-21 facilitou as fungbes cognitivas em humanos saudaveis
(KITAGAWA et al.,, 2003). O PNU demonstrou ser um potente agonista especifico dos
receptores nicotinicos das subunidades alfa-7 ja sintetizado (CHAN et al., 2007). Em um estudo

realizado por Ishida et al. (2011), o PNU-282987 na dose de 3.0 pug microinjetado bilateralmente
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no nucleo central da amidala em ratos, reverteu o efeito do antagonista dos receptores opidides
naloxona no teste de preferencia condicionada por aversao.

Ha evidéncias que sugerem a modulacdo do sistema histaminérgico nos dois percursos
colinérgicos, o nicotinico e o muscarinico (BLANDINA et al, 1998; PASSANI et al., 2000).
Estudos sobre os efeitos de agonistas e antagonistas histaminérgicos microinjetados no nucleo
basolateral da amidala em ratos, utilizando um teste de condicionamento operante, fornecem
evidéncias adicionais do papel da ACh na modulacdo da consolidacdo da memoria aversiva por
microdialise in vivo (CANGIOLI et al., 2002; PASSANI et al., 2001). No estudo de Cangioli et
al. (2002), as microinjecdes dos agonistas histaminérgicos H3 RAMH e immepip facilitaram a
liberacdo de ACh; ja no estudo de Passani et al. (2001), antagonistas H3 ciproxifan, clobenprobit
e tioperamida, diminuiram a liberacdo de ACh, prejudicando a memdria emocional, entretanto
guando as microinjecdes eram combinadas com o atagonista H2 cimetidina, ocorreu o blogueio
da diminuicao deste neurotransmissor.

No estudo de Komater et al. (2005) em ratos, a tioperamida i.p. (intraperitoneal) e o
ciproxifan i.p., reverteram o déficit de memdria induzido pelo antagonista colinérgico
muscarinico escopolamina i.p. no labirinto aquético de discriminacdo visual, modelo que incita o
medo. No mesmo estudo, quando utilizado o labirinto circular de Barnes, modelo que infere
ansiedade e capacidade cognitiva, o ciproxifan i.p. produziu efeitos menos evidentes se
comparado ao labirinto aquético, ndo havendo resultados quando utilizada a tioperamida i.p. Os
autores sugerem ainda que, embora demonstrando o papel dos receptores H3 na aprendizagem
espacial e uma potencial interacdo na neurotransmissdo histaminérgica e colinérgica, 0s

diferentes resultados observados refletiram a natureza da tarefa utilizada.



22

1.4 Modelo experimental: labirinto em cruz elevado

O nosso grupo de pesquisa tem investigado o papel do SNH na ansiedade e na memoria
emocional utilizando a reexposi¢édo no labirinto em cruz elevado (LCE), pois se trata de um teste
de ansiedade baseado na aversdo de roedores aos espagos abertos, validado para ratos
(HANDLEY; MITHANI, 1984; PELLOW et al., 1985) e camundongos (STEPHENS et al., 1986;
LISTER, 1987). O comportamento dos animais associado aos componentes emocionais durante o
teste, expressam o conflito entre a motivacao para explorar o labirinto e a tendéncia natural para
evitar espacos abertos, comportamento inerente aos roedores (LISTER, 1990). Carobrez e
Bertoglio (2005) sugerem que o uso do LCE tem se estendido para o entendimento das bases
bioldgicas de componentes emocionais relacionados a aprendizagem e memdria.

A ansiedade pode ser inferida pela atividade nos bragcos abertos (EBAS) durante a
exposicao e a aprendizagem emocional pode ser inferida através da diminuicao da exploracéo dos
bracos abertos (entradas nos bracos abertos e tempo gasto nos bragos abertos) durante a
reexposicdo (SERAFIM et al., 2010; GIANLORENCO et al., 2011). Estudos demonstram a
relacdo entre as emoc¢des e a cogni¢do no repertério comportamental de roedores através da
utilizacdo do protocolo de exposicdo (T1) e reexposicdo (T2) no LCE (CAROBREZ;
BERTOGLIO, 2005; DAL-COL et al., 2003). Durante o teste, os animais adquirem informacdes
a respeito das areas seguras e potencialmente perigosas do labirinto e a utilizacdo da reexposi¢édo
permite inferir a aquisicdo e a retencdo da memoria (GALVIS-ALONSO et al., 2010).

Estudos sugerem a participacdo do SNH nas respostas de ansiedade, como observado no
estudo de Miyata et al. (2011) sugerindo efeito ansiolitico em camundongos que receberam
injecdo de antagonista histaminérgico seletivo aos receptores H1 Clorfeniramina (CPA) na regido

medial do cértex pré-frontal submetidos a plataforma aberta elevada. Em um estudo proveniente
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do nosso grupo de pesquisa indicou que a injecdo sisttmica de CPA em camundongos provocou
uma diminuicdo da atividade nos bracos abertos em T1 no LCE, sugerindo efeito ansiogénico
(SERAFIM et al., 2012). Outro estudo desenvolvido em nosso laboratorio ndo obteve efeito
consideravel na ansiedade de camundongos que tiveram CPA microinjetada na amidala
submetidos ao LCE (SERAFIM et al., 2013).

Estudo realizado em nosso laboratério de Neurociéncias por Serafim et al. (2012), a
injecdo sistémica de LH provocou um déficit da evocacdo da memdria emocional e a dose mais
alta de CPA (0,16 nmol) microinjetada na amidala, induziu um comprometimento da memoria
emocional em camundongos reexpostos ao LCE. Esses resultados sugerem que o efeito inibitorio
dessa dose de CPA pode ter sido provocado pela acdo do antagonista nos receptores H1 presentes
na amidala, induzindo uma diminuicéo da atividade colinérgica nessa estrutura com consequente
comprometimento da expressdo da memoria emocional.

Além disso, resultados sugerem que o sistema colinérgico desempenha importante papel
nos processos cognitivos, dentre estes a memoria, pois quando ha um comprometimento da via
colinérgica, ocorre déficit cognitivo em seres humanos (NARDONE et al., 2010; YU et al.,
2006). A interacdo entre o SNH e o sistema colinérgico pode ser a causa dos resultados
discrepantes apresentados na literatura referentes a atuacdo da HA na modulacdo dos processos
emocionais (PASSANI et al., 2001).

A partir destes resultados, foi realizado o presente estudo investigando a interagé@o entre 0s
sistemas histaminérgico e colinérgico de camundongos reexpostos ao labirinto em cruz elevado
(LCE), a partir de microinjecdes bilaterais na amidala de antagonista do receptor histaminérgico
H1 maleato de clorfeniramina (CPA) e de agonista seletivo do receptor a7 colinérgico nicotinico

PNU-282987 (N-(3R)-1-Azabiciclo[2.2.2]oct-3-yl-4-clorobenzamida).



24

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi investigar a interacdo entre os sistemas histaminérgico e
colinérgico na amidala de camundongos na aquisicdo da memdria emocional, utilizando o

modelo experimental do labirinto em cruz elevado (LCE).

2.2 Objetivos Especificos

e Verificar se as microinjecBes isoladas de PNU na amidala induzem efeitos sobre a

ansiedade e memoria emocional em camundongos submetidos ao LCE;

e Analisar se as microinjecGes do agonista colinérgico nicotinico (PNU-282987) revertem o
efeito amnésico provocado pelo antagonista histaminérgico H1 (CPA) na amidala em

camundongos reexpostos ao LCE.
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3. MATERIAL E METODO

3.1 Sujeitos experimentais

Foram utilizados camundongos da cepa Sui¢o-albino, machos, pesando entre 25g e 40g,
experimentalmente ingénuos, alojados em gaiolas de polipropileno (31x20%13 cm), em grupos de
cinco e mantidos sob um ciclo de 12h de luz (luzes acesas as 07:00h), em um ambiente
controlado a temperatura de 23 £+ 1°C ¢ umidade de 50 + 5%. Alimentos e agua potavel foram
fornecidos livremente, exceto durante os periodos de testes. Todas as sessdes experimentais

foram realizadas na fase clara do ciclo de luz, entre 7 h e 16 h.

Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Sdo Carlos (Protocolo 009/13) e estdo em conformidade com a diretriz
brasileira para o cuidado e a utilizacdo de animais para fins cientificos e didaticos, elaborada pelo

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.2 Drogas

As drogas utilizadas foram o antagonista do receptor histaminérgico H1 (Sigma Chemical
Co, St Louis, MO) maleato de clorfeniramina (CPA), microinjetado na amidala na dose de 0,16
nmol e volume de 0,1 ul (SERAFIM et al., 2012) e o agonista seletivo do receptor alfa-7
colinérgico nicotinico-nAChRa7 (Sigma-Aldrich) PNU-282987 [N-(3R)-1-Azabiciclo(2.2.2)oct-
3-yl-4-clorobenzamida], microinjetado na dose de 0,1 nmol e volume de 0,1ul (ISHIDA et al.,

2011).
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As drogas foram dissolvidas em solucéo salina estéril 0,9% (SAL) e mantidas refrigeradas
em tubos eppendorfs codificados para que o experimentador ndo tivesse conhecimento do seu
conteddo no momento do experimento e durante as analises das imagens gravadas. Os animais
pertencentes aos grupos controles receberam solugdo salina com volume equivalente aos das

drogas.

3.3 Procedimento cirurgico e microinjecao

Os animais receberam a implantacdo craniana de duas canulas-guia (25 gauge) de 7 mm
de comprimento bilateralmente 1mm acima da amidala baseado nas coordenadas estereotaxicas
definidas pelo Atlas de Franklin e Paxinos (2001), apds anestesiados com solucdo de Cloridrato
de Cetamina (50mg/kg) e Xilasina (5mg/kg) diluida em salina a 0,9% (NASEHI et al., 2011). As
canulas foram fixadas no cranio com cimento acrilico (JET resina e liquido polimerizante). Os
mandris foram inseridos no interior das canulas-guia para evitar a obstrucdo das mesmas,
reduzindo o risco de contaminacdo. O procedimento cirdrgico foi realizado em aparelho
estereotaxico (Stoelting Co, Illinois, USA) e suas coordenadas tiveram por base os valores: -
0.8mm posterior ao bregma; + 3 mm lateral a sutura sagital; e 3,5 mm ventral a superficie
craniana (FRANKLIN; PAXINOS, 2001). Logo ap6s a cirurgia, 0s animais receberam injecao
subcutanea de Flunixina meglumina, comercialmente conhecido como Banamine (2,5 mg/kg,
segundo o Guia TerapéuticoVeterinario).

As agulhas das microinjecOes possuiam 8 mm de comprimento (33 gauges) e foram
inseridas dentro das canulas-guia para a infusdo bilateral da droga na amidala, sendo conectadas
por meio de um tubo de polietileno (PE-10) a microsseringa Hamilton de 5 pl. O procedimento

das microinjecfes ocorreu no quarto dia (pré-exposi¢cdo) e no quinto dia (pré-reexposi¢do) no
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Experimento 1 e apenas no quarto dia (Experimento 2) ap6s o procedimento cirdrgico para a
recuperacdo dos animais, consistindo em: ap0s remocdo dos mandris, insercdo das agulhas;
microinjecdes da solucdo por 60 segundos; permanéncia das agulhas por 60 segundos apos o
término da infusdo; e retirada das agulhas. Uma bomba de infusdo (Insight Bl 2000 —
Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil) foi programada para injetar 0,1 pl de solugdo durante 60

segundos.

3.4 Tratamento farmacoldgico

3.4.1 Experimento 1: Efeitos das microinjecdes na amidala de PNU-282987 (0,1 nmol) nos

comportamentos de camundongos expostos (T1) e reexpostos (T2) ao LCE.

O primeiro experimento verificou o efeito isolado do PNU sobre a ansiedade e a meméria
emocional. Os animais receberam microinjecfes de SAL ou PNU-282987 (0,1 nmol) pré-

exposicao (T1) e pré reexposicdo (T2) (Tabela 1):

Tabela 1. Grupos experimentais 1

Teste (T1) Grupos N Reteste (12) Grupos N
LCE SAL 10 LCE SAL 10
LCE SAL 10 LCE PNU 10
LCE PNU 9 LCE SAL 9

LCE PNU 10 LCE PNU 10
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3.4.2 Experimento 2: Efeitos das microinjecdes combinadas na amidala de CPA (0,16
nmol) e PNU-282987 (0,1 nmol) nos comportamentos de camundongos expostos (T1) e

reexpostos (T2) ao LCE.

A partir dos resultados do Experimento 1, foi realizado o Experimento 2 com
microinjecdes bilaterais intra-amidala combinadas de CPA e PNU para verificar o efeito da
interacdo das drogas na aquisicdo da memdria emocional. Os animais receberam microinjecées
de SAL, CPA (0,16 nmol) ou PNU-282987 (0,1 nmol) pré-exposicdo e apdés 5 min.,

microinjecdes de SAL ou do agonista colinérgico PNU-282987 (Tabela 2).

Tabela 2. Grupos experimentais 2

Teste (T1) Grupos N Reteste (12) Grupos N
LCE SAL 8 LCE SAL 8
LCE PNU 9 LCE SAL 9
LCE CPA 11 LCE SAL 11
LCE CPA 12 LCE PNU 12

3.5 Modelo experimental

O modelo experimental utilizado foi o labirinto em cruz elevado (LCE), possuindo dois
bracos abertos (30x5x25cm) e dois bracos fechados (30x5x15cm) com as paredes constituidas
em acrilico na cor cinza, unidos por uma plataforma comum central (5x5cm). As plataformas

estdo a 38,5 cm de altura do piso (FIGURA 2).
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FIGURA 2: Labirinto em cruz elevado (LCE)

3.6 Anélise comportamental

Os animais foram transportados para o local do experimento, onde permaneceram por 1h
antes do teste para facilitar a adaptagdo dos mesmos ao ambiente. Os camundongos receberam as

microinjecOes e os testes foram iniciados.

No LCE, os animais foram colocados individualmente na plataforma central do labirinto,
com a face voltada para o brago aberto, explorando-o livremente por 5 min., caracterizando o
primeiro dia de teste (T1). Apés vinte e quatro horas, os camundongos foram reexpostos ao
labirinto sob as mesmas condi¢des experimentais, caracterizando o segundo dia de teste (T2).

Todas as sessbes foram filmadas por uma camera digital ligada a um computador, para
analises posteriores dos comportamentos dos camundongos utilizando o software X-Plo-Rat 3.0

(GARCIA et al., 2005). Os parametros considerados foram: frequéncia de entradas nos bragos
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abertos (EBA, definida quando as quatro patas dos animais estiveram fora da plataforma central)
e nos bracos fechados (EBF); duracdo do tempo despendido nestes compartimentos aberto e
fechado (TBA e TBF) e na plataforma central (TC), onde estes dados foram utilizados para o
calculo das porcentagens de entradas e tempo gasto nos bracos abertos [Entradas: (aberto/total) x
100]; [Tempo: (tempo no compartimento/300) x 100]; o total de entradas (TE) foi caracterizado
como a soma das entradas nos bragos abertos e fechados (CRUZ et al., 1994; RODGERS;
JOHNSON, 1995).

As medidas etologicas analisadas foram: levantar (elevacdo do corpo sobre as patas
traseiras); mergulhar (movimentos exploratorios da cabeca/ombros em direcdo ao solo); esticar
(movimentos que consistem em esticar o corpo e retrai-lo para a posi¢do original, sem
locomocdo). Como os sinais de tigmotatismo sdo importantes para a exploracdo no LCE, os
comportamentos de mergulhar e esticar sdo diferenciados quanto ao local de sua ocorréncia no
labirinto. Os bracos fechados e a plataforma central foram considerados “areas protegidas” do
labirinto, enquanto os bragos abertos foram considerados “areas desprotegidas” (TREIT et al.,
1993; RODGERS; JOHNSON, 1995).

Em T1, a analise etol6gica somada a atividade exploratéria dos bragos abertos entre o0s
grupos experimentais, demonstram efeitos sobre a ansiedade. Em T2, a diminuigéo da atividade
nos bracos abertos (entradas e tempo gasto) foi definida como indice de aprendizagem e memoria
(GALVIS-ALONSO et al., 2010; GIANLORENCO et al., 2011). Em T1 e T2, a atividade

locomotora foi avaliada pelo numero de entradas nos bragos fechados (CRUZ et al., 1994).
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3.7 Histologia

Ao final dos experimentos foram realizadas as andlises histoldgicas dos encéfalos de
todos os animais submetidos aos testes. Apos receberem uma dose profunda do anestésico com
solucdo de Cloridrato de Cetamina e Xilasina, os animais foram sacrificados e receberam
microinjecdes de 0,1 pl de solucdo de 1% de azul de metileno, conforme procedimento descrito
para a microinjecdo; apds serem decapitados, 0s animais tiveram seus encéfalos removidos e
acomodados em recipientes contendo solucdo de formalina (10%) ao menos por trés dias. Dois
dias antes das seccbes, os encefalos permaneceram em solucdo de sacarose (20%), em
refrigeracdo por 24h e posteriormente, a solu¢do de sacarose foi trocada para (30%), também
mantida em refrigeracdo por 24h. Foram realizadas sec¢des coronais de 80 pum ao longo do
trajeto da canula, utilizando um micrétomo criostato (ANCAP 300). As seccdes foram
inspecionadas por microscépio (Olympus B202) e a visualizacdo da dispersdo do azul de
metileno no trajeto da cénula indicou o local do sitio das microinjecdes. Foram excluidos os
animais cuja microinjecdo nao infundiu a amidala bilateralmente.

A Figura 3 consiste em uma representacdo esquematica dos sitios das microinjecdes na
amidala. Em um total de 96 animais utilizados durante a realizacdo dos experimentos, a analise
histoldgica confirmou que 79 camundongos obtiveram canulacdo positiva bilateral na amidala

(FIGURA 3).
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FIGURA 3. Representacdo esquematica dos locais das microinje¢des dentro da
amidala dos camundongos. Os cortes estdo entre -1,06mm e -1,46mm do bregma de
acordo com o Atlas de Franklin e Paxinos (2001). O nimero de pontos é menor do que
o total de camundongos devido a sobreposicéo.

3.8 Analise estatistica

Todos os resultados foram inicialmente submetidos ao teste de Levene para verificar a
homogeneidade. Os dados comportamentais foram analisados através da ANOVA de duas vias
para medidas repetidas comparando dois fatores: um independente (tratamento farmacoldgico) e
outro dependente (dias de teste). Para valores de F significativo, foi efetuado o teste post-hoc
Duncan para compara¢des multiplas. O nivel de significancia adotado foi o de p < 0,05. As

analises foram realizadas através do software Statistica 8.0 (Stat Soft. Inc).
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4. RESULTADOS

4.1 Experimento 1. Auséncia de efeitos das microinjecGes na amidala de PNU-282987 (0,1
nmol) nos comportamentos de camundongos expostos (T1) e reexpostos (T2) ao LCE.

Trinta e nove animais obtiveram canulacdo positiva mediante anélise histoldgica e foram
utilizados no primeiro experimento.

A Figura 4 (A e B) mostra o efeito das microinjecdes de SAL ou PNU-282987 (0,1 nmol)
na amidala pré-T1 e pré-T2 nos comportamentos emocionais. A ANOVA de duas vias para
medidas repetidas ndo revelou efeitos significativos para o fator tratamento para as % EBA
[Feas) = 1,27, p > 0,05] e % TBA [F@35) = 0,32, p > 0,05], assim como para as EBA [F.35) =
1,31, p > 0,05] e TBA [F@35 = 0,27, p > 0,05] entre os grupos SAL-SAL, SAL-PNU, PNU-SAL
e PNU-PNU em T1 (TABELA 3), indicando que as drogas nao induziram mudancas nos estados
de ansiedade. Adicionalmente, o tratamento ndo provocou alteracdes significativas para as outras
medidas consideradas: TE [Fg.35) = 1,29, p > 0,05], EBF [F@335 = 1,47, p > 0,05], TBF [F@G35) =
0,37, p>0,05] e TC [F@35 = 0,65, p > 0,05] em T1, como demonstrado na Tabela 3.

Para o fator dias de teste, em T2, a ANOVA de duas vias mostrou uma diferenca
significativa na exploracdo dos bracos abertos representada pelas medidas % EBA [Fq,35 = 67,94,
p < 0,05], % TBA [Fa.35) = 38,00, p < 0,05] (FIGURA 4 A e B), EBA [Fu,35)= 57,16, p < 0,05] e
TBA [Fa35) = 38,61, p < 0,05] (TABELA 3). O teste post hoc Duncan indicou uma diminui¢éo
significativa da atividade nos bracos abertos (% EBA, % TBA, EBA e TBA) para todos 0s
grupos experimentais (SAL - SAL, SAL - PNU, PNU - SAL e PNU - PNU), como observados
nas Figuras 4 A e B e na Tabela 3.

Além disso, a ANOVA seguida do teste post hoc Duncan, demonstrou um aumento no TBF

[Fa3s) = 51,06, p < 0,05] em T2 quando comparado a T1, para todos 0S grupos experimentais,
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enquanto nas EBF [F(.35 = 0,03, p > 0,05] e TC [F@.35 = 0,49, p > 0,05] ndo foram observadas
mudancas estatisticamente relevantes para nenhum grupo experimental (TABELA 3). Houve
alteracdes significativas para a medida TE [F,35 = 20,34, p < 0,05] em T2 comparado a T1, onde
0 teste post hoc Duncan indicou que houve uma diminuicdo do TE nos grupos SAL-PNU e PNU-

PNU (TABELA 3).
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FIGURA 4. Efeitos das microinjecfes intra-amidala de SAL ou PNU-
282987 (0,1 nmol) nas porcentagens de entradas (% EBA) (A) e tempo
gasto nos bragos abertos (% TBA) (B) durante T1 e T2 no LCE. Ambas
as drogas foram administradas antes do teste. Grupos: SAL-SAL; SAL-
PNU; PNU-SAL; e PNU-PNU. * p< 0,05, para T1 comparado com T2.
(ANOVA seguida do teste post hoc Duncan).



Tabela 3. Efeitos das microinje¢des intra-amidala de SAL ou PNU-282987 (0,1 nmol), ambas as drogas administradas pré-teste, nos comportamentos de camundongos
expostos e reexpostos ao LCE.

Comportamentos SAL-SAL (n=10) SAL-PHU (n=10) PHU-SAL (n=9) PHU-PHU {n=10)
T T2 i T T T T T
TE 14319 1224 189422 12008 123212 97+ 18 169213 1282 20"
EBF 72+ 108 82415 104212 3307 71204 74211 3003 31211
EBA 71217 EERRY 3513 32+ 03 53 1] 23409 3912 711
TBA 0452 229 4452 126 8512 120 1167 8442239 B1£78 8702175 19z 1.4
TBF 1338+ 183 252+ 173 1556 119 I RER AL 1630 206 76 110 1570+ 19.0 19452 20.¢
TC 716+ 141 402 £90 597+ 64 B7.0% 108 524437 92257 559 £ 57 B4 103

Valores representam as Médias + Erro Padrdo. TE = total de entradas; EBF = entradas nos bracos fechados; EBA = entradas nos bragos abertos; TBA = tempo gasto nos bragos abertos;
TBF = tempo gasto nos bracos fechados; TC = tempo gasto na rea central.

* p < 0,05 para T1 comparado com T2 (ANOVA, seguida do teste post hoc de Duncan).

SE
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4.2 Experimento 2. Efeitos das microinjecdes combinadas na amidala de CPA (0,16 nmol)
e PNU-282987 (0,1 nmol) nos comportamentos de camundongos expostos (T1) e reexpostos
(T2) ao LCE.

Quarenta animais obtiveram canulacdo positiva mediante andlise histologica e foram
utilizados no segundo experimento.

A Figura 5 (A e B) mostra o efeito das microinjecdes de SAL, CPA (0,16 nmol) ou PNU-
282987 (0,1 nmol) na amidala pré-T1, nos comportamentos emocionais. A ANOVA de duas vias
para medidas repetidas nao revelaram efeitos significativos para as % EBA [F@s6) = 6,51, p >
0,05] e % TBA [F.36)= 1,27, p > 0,05] assim como para as EBA [F@3.36) = 3,93, p > 0,05] e TBA
[Fe3e) = 1,27, p > 0,05] entre os grupos SAL-SAL, PNU-SAL, CPA-SAL e CPA-PNU em T1
(TABELA 4), indicando que as drogas ndo induziram mudancas nos estados de ansiedade.
Adicionalmente, o tratamento ndo provocou alteracdes significativas para as outras medidas
consideradas: TE [Fg.36) = 0,49, p > 0,05], EBF [F.36) = 0,35, p > 0,05], TBF [FG36)= 1,28, p >
0,05] e TC [F.36= 0,09, p > 0,05] em T1, como demonstrado na Tabela 4.

De acordo com a Tabela 4, ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos
experimentais em T1 para os comportamentos de Esticar [F@.3s) = 1,50, p > 0,05], Esticadas
Protegidas [F (.36) = 3,27, p > 0,05], Mergulhar [F@.3s) = 3,95, p > 0,05], Mergulho Protegido
[Fi.36)= 0,36, p > 0,05] e Levantar [Fa36)= 2,71, p > 1,71].

Em T2, a ANOVA de duas vias mostrou uma reducdo na comparacdo T1l e T2 na
exploracdo dos bragos abertos representada pelas medidas % EBA [F(.36) = 37,87, p < 0,05] e %
TBA [F@.36) = 16,32, p < 0,05] (FIGURAS 5 A e B), assim como para as EBA F,36)= 15,38, p <
0,05] e TBA [F@36) = 16,32, p < 0,05] (TABELA 4); ocorreu também uma interacdo entre 0s

fatores tratamento e dia de teste para a % EBA [F.36) = 5,77, p < 0,05]. O teste post hoc indicou
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uma diminuicdo significativa na atividade nos bragos abertos (% EBA, % TBA, EBA e TBA)
para 0s grupos SAL-SAL, PNU-SAL e CPA-PNU, exceto para o grupo CPA-SAL (FIGURAS 5
A e B e TABELA 4). Além disso, como indicado na Tabela 4, houve um aumento do TBF [F(,36)
= 23,78, p < 0,05] em T2, para os grupos SAL-SAL, PNU-SAL e CPA-PNU, enquanto nas EBF
[Fase) = 0,33, p > 0,05] ndo foram observadas mudancas significativas para nenhum grupo
experimental.

A ANOVA de duas vias, seguida pelo teste post hoc Duncan, indicaram alteracao
significativa para a medida TE [F.36) = 6,98, p < 0,05] com diminuicdo do TE no grupo CPA-
PNU; ja para a medida TC [Fa36) = 2,57, p > 0,05], ndo houve diminuicdo significativa para
todos 0s grupos experimentais, em T2 comparado a T1 (TABELA 4).

A ANOVA de duas vias mostrou que o fator dia de teste ndo indicou alteracdes entre T1 e
T2 para os seguintes comportamentos etoldgicos: Esticar [F36 = 1,50, p > 0,05], Esticadas
Protegidas [F.s36) = 3,27, p > 0,05], Mergulho Protegido [Fa.36) = 0,36, p > 0,05] e Levantar
[Faze) = 1,71, p > 0,05]; enquanto a ANOVA, seguida pelo teste post hoc Duncan, mostraram
uma diminui¢do no comportamento Mergulhar [F,36) = 3,95, p < 0,05] para os grupos SAL-SAL,

PNU-SAL e CPA-PNU (TABELA 4).
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FIGURA 5. Efeitos das microinjecBes intra-amidala de SAL, CPA (0,16
nmol) ou PNU-282987 (0,1 nmol) nas porcentagens de entradas (% EBA) (A)
e tempo gasto nos bragos abertos (% TBA) (B) durante T1 e T2 no LCE. As
drogas foram administradas pré-exposicdo. Grupos: SAL-SAL; PNU-SAL;
CPA-SAL; e CPA-PNU. * p< 0,05, para T1 comparado com T2. (ANOVA
seguida do teste post hoc Duncan).
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Tabela 4. Efeitos das microinjecdes intra-amidala de SAL, CPA (0,16 nmol) ou PNU-282987 (0,1 nmol), ambas as drogas foram administradas pré-exposicéo, nos
comportamentos de camundongos expostos e reexpostos ao LCE.

Comportamentos SAL-SAL (n=8) PHU-SAL (n=3) CPA-SAL (n=11) CPA-PHU (n=12)
™ T2 T T2 1k T2 T1 T2
TE 141221 M3z27? 123212 87138 13519 136214 152215 105+ 13
EBF 75210 8319 F1x04 Fax1.0 67z 1.1 62086 89+13 1612
EBA 6614 3008 5.3x1.0 2300 682 1.0 7108 63208 28205
TBA 886237 0.0z 102 8462359 231z 7 1039 212 933z 241 959 234 18z 197"
TBF 14852 20.3 2250 178" 163.0 206 2278 110 14432198 1594 = 200 14582 214 2068z 228"
TC 63363 4092107 S24zav 48257 317283 278 ST2z 010 51.3% 1041
Esticar ¥Box39 M5:686 33414 MZz 4 29943 3.8 41 45637 0037
Est. Prot. 215237 o dd 20327 285+ 38 146+ 23 192 258 276 4 A5x4
Mergulhar 4708 1.1z 0.4% 35210 1.0 0.4F 4305 3805 28205 06x02*
Merg. Prot. 0sx02 01z 01 n2x o 02z o1 g2z o1 0.0x0.0 01x04 01z01
Levantar 732086 6206 TEx028 0038 g2z 05 8205 78207 2407

Valores representam as Meédias + Erro Padrdo. TE = total de entradas; EBF = entradas nos bragos fechados; EBA = entradas nos bragos abertos; TBA = tempo gasto nos bragos abertos;

TBF = tempo gasto nos bragos fechados; TC = tempo gasto na area central; Esticar = total de esticadas; Est. Prot = esticadas protegidas; Mergulhar = total de mergulhos; Merg. Prot =
mergulhos protegidos; Levantar = total de levantadas.
*p < 0,05 para T1 comparado com T2 (ANOVA, seguida do teste post hoc de Duncan).

£
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5. DISCUSSAO

Os principais resultados obtidos no presente estudo demonstraram que as microinjecoes
do agonista colinérgico nicotinico PNU-282987 (0,1 nmol) e do antagonista histaminérgico do
receptor H1 Clorfeniramina (0,16 nmol) intra-amidala ndo induziram efeito na ansiedade dos
animais utilizados nos dois experimentos realizados, uma vez que ndo foram observadas
diferencas significativas na atividade exploratdria dos bracos abertos (% EBA e % TBA) entre o
grupo SAL-SAL e os grupos tratados com PNU e CPA durante a primeira exposi¢do dos animais
ao labirinto em cruz elevado (LCE). O PNU na dose estudada de 0,1 nmol, quando utilizado de
maneira isolada, ndo apresentou efeito na memdria emocional, entretanto, quando realizada a
combinacdo do PNU com a microinjecdo de Clorfeniramina (CPA), foi capaz de reverter o
déficit na memoria induzido por este antagonista histaminérgico, sugerindo a interacdo entre os
sistemas histaminérgico e colinérgico na amidala de camundongos reexpostos ao LCE. As drogas
utilizadas nos experimentos ndo induziram alteracdes na atividade locomotora, representada

pelas entradas nos bragos fechados (EBF) dos animais expostos ao LCE.

5.1 Efeitos da administracédo intra-amidala de PNU-282987 (0,1 nmol), CPA (0,16 nmol)
ou SAL, sobre as respostas de ansiedade.

Os resultados do presente estudo demonstraram que as microinjecdes intra-amidala de
PNU-282987 (0,1 nmol) e CPA (0,16 nmol), pré-T1 ndo provocaram efeitos nas respostas
relacionadas & ansiedade, uma vez que ndo foram observadas diferengas significativas na
atividade exploratoria dos bragos abertos (%EBA e %TBA) entre o grupo SAL-SAL e 0s grupos

PNU-SAL, CPA-SAL e CPA-PNU durante a exposicao dos animais ao LCE.
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Os resultados do presente estudo relacionados a ansiedade corroboram com um estudo
desenvolvido em nosso laboratério por Serafim e colaboradores (2012), entretanto as
investigacbes comportamentais demonstram o envolvimento dos receptores histaminérgicos H1
nas respostas de ansiedade. O estudo de Privou et al. (1998) sugere que a injecdo unilateral de
CPA nas doses de 0,1 ug ou 20ug no nacleo acumbente ¢ nucleo basal magnocelular (NBM)
causou efeito ansiolitico em ratos. Resultados semelhantes foram encontrados por Miyata et al
(2011), uma vez que a injecdo de CPA na regido medial do cortex pré-frontal atenuou as
respostas de ansiedade e medo. Entretanto, estudo proveniente do nosso grupo de pesquisa
indicou que a injecdo sistémica de CPA (16 mg/kg) em camundongos provocou uma diminuigédo
da atividade nos bragos abertos durante a exposi¢do no LCE, sugerindo um efeito ansiogénico
(SERAFIM et al., 2013).

A dose do agonista colinérgico nicotinico PNU-282987 utilizada no presente estudo foi
de 0,1 nmol e os resultados sobre a ansiedade nao foram observados. Com relacao aos estudos do
PNU sobre a ansiedade, Vicens e seus colaboradores (2011), sugerem que a administracdo sub-
cronica utilizando injeces i.p. de PNU-282987 (3mg/kg) pré-teste em camundongos submetidos
ao campo aberto, sugerem efeito ansiogénico. Ha indicios de que altas doses de nicotina
admiministradas 15 min antes do teste, provocam efeito ansiogénico em camundongos
submetidos ao LCE (CARRASCO et al., 2006).

As discrepancias dos resultados encontrados no LCE podem ser atribuidas aos
comportamentos relacionados a aversdo dos bracos abertos (BAs) durante a exposicdo dos
animais, pois estudos indicam que esta aversdo parece ser influenciada por fatores como o
horario em que o teste é realizado (GRIEBEL et al., 1993) e o nivel de iluminacdo do local de

teste (GARCIA et al., 2011).
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As principais evidéncias relacionadas as categorias etoldgicas neste estudo indicaram que
as drogas utilizadas ndo provocaram efeitos nos comportamentos de esticar, esticadas protegidas,
mergulhar, mergulho protegido e levantar entre os grupos experimentais em T1. Os resultados da
analise etoldgica somados a ndo observancia de diferencas significativas na atividade
exploratdria dos bracos abertos entre 0s grupos experimentais na primeira exposi¢do, corroboram
os resultados encontrados no presente estudo de que as doses utilizadas de CPA e PNU néo

induziram efeitos sobre a ansiedade.

5.2 Efeitos da administracdo intra-amidala de PNU-282987 (0,1 nmol) ou SAL na
memoria emocional.

Os resultados obtidos no presente estudo quando as microinjec@es do agonista colinérgico
nicotinico PNU-282987 (0,1 nmol) foram utilizadas de maneira isolada ndo apresentou resultados
na memoria emocional como verificado no Experimento 1. Um estudo de Redrobe e seus
colaboradores (2009) utilizando PNU (10 mg/kg), mostrou que 0s receptores nicotinicos
colinérgicos alfa-7 medeiam os processos de neuroprotecdo e melhoram o desempenho cognitivo
em camundongos, entretanto, no presente estudo, ndo foram encontrados efeitos pro-cognitivos
do PNU na dose utilizada.

No estudo de Vicens e seus colaboradores (2011), ndo foi observado nenhum efeito em
camundongos sobre a aquisicdo ou a retencdo na tarefa de aprendizagem espacial, apos 12 dias
de administracdo sub-cronica de PNU e este resultado pode ser atribuido a dessensibilizagdo do
receptor nicotinico colinergico, dado que a subunidade alfa-7 nAChR dessensibiliza muito
rapidamente em resposta a elevada concentracdo de agonista in vitro. De fato, a nicotina e

agonistas parciais seletivos as subunidades alfa-7 causam uma ativacdo transiente desses
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receptores, seguido por um periodo de inibicdo residual prolongado ou a dessensibilizagédo
propriamente dita (PAPKE et al., 2009).

Ainda sobre o estudo de Vicens et al. (2011), quando o PNU (5 mg/kg) foi administrado
de forma aguda por 5 dias consecutivos, ndo foram observados efeitos significativos sobre a
aquisicdo da memoria espacial no labirinto aquatico de Morris. Entretanto, quando uma dose
mais elevada de PNU (10 mg/kg) foi administrada, tornou-se eficaz na melhoria do déficit de
aprendizagem e memdria induzido pela escopolamina na exploracdo do braco nao familiarizado
no labirinto em Y modificado (REDROBE et al., 2009).

Os nucleos central e basolateral da amidala (BLA) parecem estar envolvidos na
modulacdo da memoria aversiva e evidéncias indicam que estes nuacleos influenciam a
consolidacdo da memdria para diferentes tipos de experiéncias (MCGAUGH 2002; PACKARD;
CAHILL 2001). Entretanto, devido ao tamanho reduzido dos encéfalos dos camundongos, torna-
se dificil distinguir os varios nudcleos que compdem o complexo amidaloide durante o
procedimento de andlise histol6gica, portanto, durante o tratamento farmacoldgico realizado no
presente estudo, foi considerado o complexo como um todo.

Uma possivel explicacdo para o PNU ndo ter induzido efeitos na aquisicdo da memoria
emocional no LCE no presente estudo, pode estar relacionada aos efeitos pro-cognitivos dos
agonistas niconiticos colinérgico em tarefas que apresentam cunho emocional relacionado ao
medo, como a esquiva inibitéria. No LCE, a experiéncia prévia ao aparato altera reacOes
subsequentes dos roedores ao teste (HOLMES; RODGERS, 1998; RODGERS; JOHNSON,
1995), portanto, ocorre uma mudanca qualitativa nos estados emocionais de uma forma
incondicionada (T1) para uma forma aprendida (T2) de resposta de ansiedade e/ou medo
(BERTOGLIO; CAROBREZ, 2002). Outra explicacao para o PNU-282987 néo ter apresentado

resultado na memoria emocional pode estar relacionada a dose de 0,1 nmol utilizada.
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Um estudo realizado por Jiang e Role (2008) sugere que a ativacdo dos receptores
nicotinicos colinérgicos na amidala facilita a transmissao sinaptica entre esta estrutura e o cortex
cerebral, melhorando o desempenho em tarefas relacionadas a aprendizagem aversiva e a
consolidacdo da aprendizagem do medo depende desta estrutura, representando um possivel local

para o armazenamento da memdoria para eventos aversivos (SCHAFE et al. 2005).

5.3 Efeitos das microinjecdes combinadas intra-amidala de PNU-282987 (0,1 nmol), CPA
(0,16 nmol) ou SAL na interacdo entre os sistemas histaminérgico e colinérgico.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que as microinje¢6es do agonista
colinérgico nicotinico PNU-282987 (0,1 nmol) intra-amidala foram capazes de reverter o déficit
na aprendizagem e na aquisicdo da memoria emocional induzido pelas microinje¢bes do
antagonista histaminérgico do receptor H1 Clorfeniramina (0,16 nmol) sugerindo a interacéo
entre os sistemas histaminérgico e colinérgico na amidala de camundongos reexpostos ao LCE,
uma vez que as agdes colinérgicas podem interagir com outros sistemas neurotransmissores, no
caso do presente estudo, o sistema histaminérgico.

O efeito neuromodulador que a histamina (HA) exerce sobre a liberacdo da acetilcolina
(ACh) é complexo. H& evidéncias indicando que a HA controla a liberacdo central de ACh no
cortex cerebral e na amidala, ativando neurénios colinérgicos do NBM e da banda diagonal da
area septal medial que se projetam para 0 coOrtex cerebral e o hipocampo, respectivamente
(BACCIOTTINI et al., 2001). A amidala é inervada tanto por fibras histaminérgicas,
provenientes do nucleo tuberomamilar, quanto por terminagdes colinérgicas, derivadas do NBM
(BROWN et al., 2001; KHATEB et al., 1995). A possivel interacdo entre esses sistemas €

suportada por Khateb e colaboradores (1995), que mostraram que a HA despolariza a membrana
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dos neurbnios colinérgicos através da ativacdo de receptores H1 e aumenta a frequéncia de
disparo tdnico desses neurdnios no NBM, induzindo ativacéo do cortex cerebral.

Implicacdes histaminérgicas na aprendizagem e memdria sao suportadas por evidéncias
experimentais de que antagonistas dos receptores histaminérgicos H3 facilitam a aquisicdo da
memoria (GIOVANNINI et al., 1999), possivelmente através de mecanismos colinérgicos
(PASSANI; BLANDINA, 1998). Segundo Bucherelli e colaboradores (2006), os sistemas
colinérgico e histaminérgico modulam apenas a consolidacdo da memoria e que a variabilidade
da memoria recuperada oferece oportunidade para tratamentos de distarbios como as fobias, o
estresse poOs-traumatico e a dor cronica. Neste estudo, verificou-se a fase de aquisicdo da
memoria, obtendo a reversibilidade do déficit induzido pelo antagonista histaminérgico dos
receptores H1 (CPA) mediante utilizacdo do agonista nicotinico colinérgico PNU-282987.

As evidéncias bioquimicas e eletrofisiologicas indicam que as interagdes ACh/HA
parecem ser multifacetadas (BACCIOTTINI et al., 2001). A histamina ativa os receptores H3
corticais, que estdo provavelmente localizados em interneurénios GABA e inibe a liberagéo de
ACh cortical através do mecanismo GABAérgico que regula a excitabilidade neuronal através da
interagdo com proteinas especificas de membrana (BLANDINA et al., 1996). Por outro lado, as
projecdes histaminérgicas para 0 NBM exercem uma influéncia ténica na atividade colinérgica
cortical, despolarizando neurdnios colinérgicos através da ativacdo dos receptores H1,
aumentando a liberacdo de ACh a partir do cortex cerebral (CECCHI et al., 1998). A ativacédo de
neurdnios histaminérgicos projetados no BLA inibe o tonus colinérgico desta area e 0s receptores
H2 pos-sinapticos parecem responsaveis por este efeito (PASSANI et al, 2000).

Assim, os antagonistas do receptor H3, através do aumento da liberagdo de HA enddgena,

podem facilitar a atividade colinérgica em areas cerebrais importantes para fungGes cognitivas.
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Porém, a administracao sistémica destes compostos histaminérgicos ndo podem responder a uma
acdo seletiva sobre regides no cérebro. E importante notar que as tarefas cognitivas ndo implicam
necessariamente que todas as alteracdes de comportamento devem ser interpretadas em termos de
aprendizagem e memoria, uma vez que a ligacao entre a alteracdo comportamental e um processo
cognitivo ndo é uma relacao de um-para-um (BACCIOTTINI et al., 2001).

Os resultados do presente estudo sugerem que o aumento de ACh ofertado pelo PNU-
282987, foi capaz de reverter o déficit de memoria induzido pela CPA nos animais
pertencententes ao grupo CPA-PNU. Estudos utilizando microdialise in vivo demonstraram que
0s niveis de ACh na amidala aumentam enquanto ratos executam uma tarefa de alternancia
espontanea (na qual o animal utiliza pistas visuais para recordar os bracos previamente visitados)
e gue este aumento esta correlacionado ao bom desempenho na tarefa executada (GOLD, 2003;
MCINTYRE et al., 2003).

A ativacdo de receptores de HA regula a liberacdo de ACh e estas influéncias
moduladoras convergem na ativacdo de projecGes da amidala para outras regiGes do cérebro
envolvidas na consolidacdo da meméria (PASSANI et al., 2001; CANGIOLI et al., 2002). Lesdes
no striatum terminallis blogqueiam os efeitos de modulacdo da memoria e microinjec@es intra-
amidala de drogas sugerem que a modulacdo dentro da amidala ndo é suficiente para afetar a
memoria, havendo necessidade de projecdes eferentes (MCGAUGH, 2004).

Interacdes fundamentais entre os sistemas neuromoduladores ocorrem na regido do BLA,
onde estes efeitos sdo integrados por meio de a¢Ges comuns sobre a ativacdo noradrenérgica e
colinérgica dentro desta regido, que por sua vez, regula a consolidacdo da memdria através de
projecdes da amidala para regides encefalicas envolvidas no processamento de diferentes tipos de
memorias e por meio destas ativacOes entre esses sistemas que as experiéncias emocionalmente

excitantes tornam-se melhores recordadas (MCGAUGH, 2004).
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Estudos tém fornecido evidéncias sugerindo que os hormonios de estresse liberados por
experiéncias emocionais desempenham um papel importante na mediacdo dos efeitos da
excitacdo emocional sobre a memdria, além disso, também ha evidencias substanciais de que as
influéncias neuromoduladoras ocorrem no BLA, regulando a consolidacdo da memoria para
varios tipos de experiéncias por meio de projecdes através deste ndcleo para diversas outras
regides do cérebro envolvidas no armazenamento de informacdo recém-adquirida (MCGAUGH,
2004), entretanto, como ja foi discorrido no presente estudo, foi considerado o complexo
amidaloide como um todo.

Os resultados encontrados em estudos desenvolvidos em nosso laboratério por Serafim e
colaboradores (2013; 2014) sugerem que a diminuicao do ténus colinérgico na amidala pode ter
sido induzida pelas microinjecdes do antagonista histaminérgico (CPA) causando um déficit na
aquisicdo da memoria emocional em camundongos durante a reexposi¢do ao LCE e os resultados
do presente estudo corroboraram esta hipétese, pois o déficit induzido pela CPA foi revertido ao
utilizar o agonista colinérgico nicotinico PNU-282987, aumentando o aporte de ACh na amidala,

com consequente facilitacdo da aprendizagem e da memoria.
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6. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem a interacdo entre os sistemas histaminérgico e
colinérgico na amidala, uma vez que as microinje¢cdes do agonista colinérgico nicotinico PNU-
282987 (0,1 nmol) intra-amidala foram capazes de reverter o déficit na aprendizagem e na
aquisicdo da memaria emocional induzido pelas microinjeces do antagonista histaminérgico do
receptor H1 Clorfeniramina (0,16 nmol) em camundongos reexpostos ao labirinto em cruz
elevado (LCE).

Assim, propomos que 0 antagonista histaminérgico ao receptor H1 reduz a ativacéo

colinérgica na amidala, levando ao déficit na aprendizagem emocional.



49

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALVAREZ, E. O; BANZAN, A. M. The activation of histamine-sensitive sites of the ventral
hippocampus modulates the consolidation of a learned active avoidance response in rats.
Behavioural Brain Research, v. 189: 92-99, 2008.

ALVAREZ, E. O. The role of histamine on cognition. Behavioural Brain Research, v. 199:
183-189, 2009.

BACCIOTTINI et al. Interactions between histaminergic and cholinergic systems in learning and
memory. Behavioural Brain Research, v. 124: 183-194, 2001.

BITNER et al. In-vivo histamine H3 receptor antagonism activates cellular signaling suggestive
of symptomatic and disease modifying efficacy in Alzheimer’s disease. Neuropharmacology,
v.60: 460-466, 2011.

BENETTI, F; IZQUIERDO, I. Histamine infused into basolateral amygdala enhances memory
consolidation of inhibitory avoidance. The International Journal of
Neuropsychopharmacology, v. 16: 1539-1545, 2012,

BERTOGLIO L.J; CAROBREZ A.P. Behavioral profile of rats submitted to session 1-session 2
in the elevated plus-maze during diurnal/nocturnal phases and under different illumination
conditions. Behavioural Brain Research, v. 132: 135-143, 2002.

BLANDINA et al. Inhibition of cortical acetylcholine release and cognitive performance by
histamine H3 receptor activation in rats. British Journal of Pharmacology, v. 119: 165664,
1996.

BLANDINA et al. H3 modulation of the release of neurotransmitters in vivo. The Histamine H3

Receptor a Target for New Drugs, Elsevier, v. 30: 27-40, 1998.



50

BREWIN et al. Memory for emotionally neutral information in posttraumatic stress disorder: a
meta-analytic investigation. Journal of Abnormal Psychology, v. 116(3): 448-463, 2007.
BROWN et al. The physiology of brain histamine. Progress in Neurobiology, v. 63: 637-672,
2001.

BUCHERELLI et al. Aversive memory reactivation engages in the amygdala only some
neurotransmitters involved in consolidation. Learning & Memory, v. 13: 426-430, 2006.
CANGIOLLI et al. Activation of histamine H3 receptors in the rat basolateral amygdala improves
expression of fear memory and enhances acetylcholine release. European Journal of
Neuroscience, v. 16: 521-28, 2002.

CAROBREZ, A.P; BERTOGLIO, L.J. Ethological and temporal analyses of anxiety-like
behavior: The elevated plus-maze model 20 years on. Neuroscience and Biobehavioral Reviews
v. 29: 1193-1205, 2005.

CARRASCO et al. Effects of co-administration of bupropion and nicotinic agonists on the
elevated plus maze test in mice. Progress in Neuro-psychopharmacology and Biological
Psychiatry, v. 30(3): 455-62, 2006.

CANTERAS et al. Organization of projections from the medial nucleus of the amygdala: a PHAL
study in the rat. Journal of Comparative Neurology, v. 360: 213-245, 1995.

CECCHI et al. Increase of acetylcholine release from rat cortex of freely moving rats by
administration of histamine into nucleus basalis magnocellularis. Inflammation Research, v.47:
32-3, 1998.

CHAN et al. Frontal cortical alpha7 and alphadbeta2 nicotinic acetylcholine receptors in working
and reference memory. Neuropharmacology, v. 52(8): 1641-9, 2007.

CRUZ et al. Ethopharmacological analysis of rat behavior on the plus-maze. Pharmacology

Biochemistry and Behavior, v. 49: 171-176, 1994.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brown%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11164999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11164999

o1

DAL-COL et al. Lack of midazolan-induced anxiolysis in the plus-maze Trial 2 is dependent on
the length of Trial 1. Pharmacology Biochemistry Behavior, v. 74: 395-400, 2003.

DERE et al. Neuronal histamine and the interplay of memory, reinforcement and emotions.
Behavioural Brain Research, v. 215(2): 209-20, 2010.

EHRLICH et al. Amygdala inhibitory circuits and the control of fear memory. Neuron, v. 62:
757-767, 20009.

FRANKLIN, K.B.J; PAXINOS, G. The mouse brain in stereotaxic coordinates. Academic
Press, 22 ed, California, USA, 2001.

FOLEY et al. H3 Receptor Antagonism Enhances NCAM PSA-Mediated Plasticity and Improves
Memory Consolidation in Odor Discrimination and Delayed Match-to-Position Paradigms.
Neuropsychopharmacology, v. 34: 2585-2600, 2009.

GALVIS-ALONSO et al. A combined study of behavior and Fos expression in limbic structures
after re-testing Wistar rats in the elevated plus-maze. Brain Research Bulletin, v. 81: 595-599,
2010.

GAULT et al. Comparison of polymorphisms in the alpha7 nicotinic receptor gene and its partial
duplication in schizophrenic and control subjects. American Journal of Medical Genetics Part
B: Neuropsychiatric Genetics, v. 123(1): 39-49, 2003.

GARCIA et al. Effect of different illumination levels on rat behavior in the elevated plus-maze.
Physiology & Behavior, v. 85: 265-270, 2005.

GARCIA et al. The effects of pentylenetetrazol, chlordiazepoxide and caffeine in rats tested in
the elevated plus-maze depend on the experimental illumination. Behavioural Brain Research,

v.217:171-177, 2011.



52

GIANLORENCO et al. L-histidine induces state-dependent memory deficit in mice mediated by
H1 receptor. Progress in Neuro-Psychopharma & Biological Psychiatry, v. 35: 91-95, 2010.
GIANLORENCO et al. Microinjection of histamine into the cerebellar vermis impairs emotional
memory consolidation in mice. Brain Research Bulletin, v. 86: 134 138, 2011.

GIOVANNINI et al. Effects of histamine H3 receptor agonists and antagonists on cognitive
performance and scopolamine-induced amnesia. Behavioural Brain Research, v. 104: 147-55,
1999.

GIOVANNINI et al. Improvement in fear memory by histamine elicited ERK2 activation in
hippocampal CA3 cells, Journal of Neuroscience, v. 23: 9016-9023, 2003.

GOLD, P.E. Acetylcholine modulation of neural systems involved in learning and memory.
Neurobiology of Learning and Memory, v. 80: 194-210, 2003.

GRIEBEL et al. Some critical determinants of the behaviour of rats in the elevated plus-maze.
Behavioral Processes, v. 29: 3748, 1993.

HAAS, B.W; CANLI, B.W. Emotional memory function, personality structure and
psychopathology: A neural system approach to the identification of vulnerability markers. Brain
Research Reviews, v. 58(1): 71-84, 2008.

HAAS et al. Histamine in the nervous system. Physiology Reviews, v. 88: 1183-1241, 2008.
HAAS, H; PANULA, P. The role of histamine and the tuberomammillary nucleus in the nervous
system. Neuroscience, v. 4: 121-30, 2003.

HANDLEY, S. L; MITHANI, S. Effects of alpha-adrenoceptor agonists and antagonists in a
maze-exploration model of ‘fear-motivated behavior. Archives of Pharmacology, v. 327: 1-5,

1984.



53

HOLMES, A; RODGERS, R. J. Responses of Swiss—Webster Mice to Repeated Plus-Maze
Experience: Further Evidence for a Qualitative Shift in Emotional State? Pharmacology
Biochemistry Behavior, v. 60(2): 473-488, 1998.

ISHIDA et al. a7 Nicotinic acetylcholine receptors in the central amygdaloid nucleus alter
naloxone-induced withdrawal following a single exposure to morphine. Psychopharmacology,
v. 214: 923-931, 2011.

ISHUNINA et al. Estrogen receptors and metabolic activity in the human tuberomamillary
nucleus: changes in relation to sex, aging and Alzheimer’s disease. Brain Research, v. 988: 84-
96, 2003.

JIANG, L.; ROLE, L.W. Facilitation of cortico-amygdala synapses by nicotine: activity
dependent modulation of glutamatergic transmission. Journal of Neurophysiology, v. 99: 1988—
1999, 2008.

KANDEL et al. Principios da Neurociéncia. Sdo Paulo: Editora Manole, 92 ed, 2003.

KHATEB, A. et al. Cholinergic nucleus basalis neurons are excited by histamine in vitro.
Neuroscience, v. 69: 495-506, 1995.

KITAGAWA et al. Safety, pharmacokinetics, and effects on cognitive function of multiple doses
of GTS-21 in healthy, male volunteers. Neuropsychopharmacology, v. 28(3): 542-51, 2003.
KNAPSKAS et al. Functional internal complexity of amygdala: focus on gene activity mapping

after behavioral training and drugs of abuse. Physiological Reviews, v.87: 1113-1173, 2007.

KOLB, B; WISHAW, I.Q. Neurociéncia do comportamento. S&o Paulo: Editora Manole, 2002.
KOMATER et al. Effects of histamine H3 receptor antagonists in two models of spatial learning.

Behavioural Brain Research, v.159: 295-300, 2005.



54

LEDOUX, J. E. Emation circuits in the brain. Annual Review of Neuroscience, v. 23: 155-184,
2000.

LEVIN, E.D; SIMON, B.B. Nicotinic acetylcholine involvement in cognitive function in animals.
Psychopharmacology, v.138: 217-30, 1998.

LEVIN et al. Nicotine-dizocilpine interactions and working and reference memory performance

of rats in the radial-arm maze. Pharmacology Biochemistry Behavior, v. 61: 335-40, 1998.

LIN et al. Immunohistochemical evidence for the presence of type B monoamine oxidase in
histamine-containing neurons in the posterior hypothalamus of cats. Neuroscience Letters, v.
128: 61-65, 1991.

LISTER, R.G. Ethologically-based animal models of anxiety disorders. Pharmacology &
therapeutics, v.46: 321-340, 1990.

LISTER, R. G. The use of a plus-maze to measure anxiety in the mouse. Psychopharmacology,

v. 92: 180-185, 1987.

LINTUNEN et al. Postnatal expression of H1-receptor mRNA in the rat brain: correlation to L-
histidine decarboxylase expression and local upregulation in limbic seizures. European Journal
of Neuroscience, v. 10(7): 2287-2301, 1998.

MARTIN, L.F; FREEDMAN, R. Schizophrenia and the alpha7 nicotinic acetylcholine receptor.
International Review of Neurobiology, v. 78: 225-46, 2007.

MCGAUGH, J.L. The Amygdala modulates the consolidation of memories of emotionally
arousing experiences. Annual Review of Neuroscience, v. 27: 1-28, 2004.

MCGAUGH J.L. The amygdala regulates memory consolidation. Neuropsychology of Memory,

pp. 437-49, 32 ed, 2002.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17349863

55

MCINTYRE et al. Cooperation between memory systems: acetylcholine release in the amygdala
correlates positively with performance on a hippocampus-dependent task. Behavioral
Neuroscience, v. 117: 320-26, 2003.

MCNAUGHTON, N; CORR, P.G. A two-dimensional neurophysiology of defense: fear/anxiety
and defensive distance. Neuroscience & Biobehavioral Reviews, v.18: 215-232, 2004.
MESULAM et al. Central cholinergic pathways in the rat: an overview based on an alternative
nomenclature (Ch1-Ch6). Neuroscience, v. 10: 1185-201, 1983.

MIYATA et al. Chlorpheniramine exerts anxiolytic-like effects and activates prefrontal 5-HT
systems in mice. Psychopharmacology, v. 213: 441-452, 2011.

MIYAZAWA et al. Structure and gating mechanism of the acetylcholine receptor pore. Nature,
v.423 (6943): 949-55, 2003.

NARDONE, R. Cholinergic dysfunction and amnesia in patients with Wernicke-Korsakoff
syndrome: a transcranial magnetic stimulation study. Journal of Neural Transmission, v. 117:
385-391, 2010.

NASEHI et al. Involvement of the cholinergic system of CA1 on harmane-induced amnesia in the
step-down passive avoidance test. Journal of Psychopharmacology, 26(8): 1151-61, 2011.
NEWMAN et al. Pheromonal signals access the medial extended amygdala: one node in a
proposed social behavior network. In Hormones, Brain and Behavior, 17-31, 2002.
PACKARD, M.G; CAHILL, L. Affective modulation of multiple memory systems.
Neurobiology of behavior, v. 11: 752-56, 2001.

PAPKE et al. Activation and desensitization of nicotinic alpha7-type acetylcholine receptors by
benzylidene anabaseines and nicotine. The Journal of Pharmacology and Experimental

Therapeutics, v. 329(2): 791-807, 2009.



56

PARE et al. New vistas on amygdala networks in conditioned fear. Journal of Neuroscience,
v.92: 1-9, 2004.

PASSANI, M; BLANDINA, P. Cognitive implications for H3 and 5-HT3 receptors modulation
of cortical cholinergic function: a parallel story. Methods and Findings of Experimental
Clinical Pharmacology, v. 20(8): 725, 1998.

PASSANI et al. Central histaminergic system and cognitive processes. Neuroscience &
Biobehavioral Reviews, v. 24: 107-13, 2000.

PASSANI et al. Thioperamide and cimetidine modulate acetylcholine release from the amygdala
of freely moving rats. Inflammation Research, v. 49: 43-4, 2001.

PELLOW et al. Validation of open: closed arm entries in an elevated plus-maze as a measure of
anxiety in the rat. Journal of Neuroscience Methods, v. 14: 149-167, 1985.

PRELL, G.D; GREEN, J.P. Histamine as a neuroregulator, Annual Review of Neuroscience,
v.9: 209-254, 1986.

PRIVOU et al. The H1- and H2-histamine blockers chlorpheniramine and ranitidine applied to
the nucleus basalis magnocellularis region modulate anxiety and reinforcement related processes.
Neuropharmacology, v. 37: 1019-1032, 1998.

QUEVEDO et al. Consolidacdo da memoria e estresse pds-traumatico. Revista Brasileira de
Psiquiatria; v. 25 (supl I): 25-30; 2003.

REDROBE et al. Alpha7 nicotinic acetylcholine receptor activation ameliorates
scopolamineinduced behavioural changes in a modified continuous Y-maze task in mice.
European Journal of Pharmacology, v.602 (1): 58-65, 2009.

RODGERS, R.J.; JOHNSON, J.T. Factor Analysis of spatiotemporal and ethological measures in
the marine elevated plus-Maze test of anxiety. Pharmacol. Biochem. Behav, v. 52, 1995.

ROGAN, M.T; LEDOUX, J.E. Emotion: system, cells, synaptic plasticity. Cell, v. 85, 1996.



57

RONCARATI et al. Procognitive and Neuroprotective Activity of a Novel _7Nicotinic
Acetylcholine Receptor Agonist for Treatment of Neurodegenerative and Cognitive Disorders.
The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, v. 329: 459-468, 2009.
SACCHETTI et al. Cerebellum and emotional behavior. Neuroscience, v.162, p. 756-762, 2009.
SAH et al. The Amygdaloid Complex: Anatomy and Physiology. Physiol. Rev., v.83, 2003.
SCHAFE et al. Tracking the fear engram: The lateral amygdala is an essential locus of fear
memory storage. Journal of Neuroscience, v. 25: 10010-10015, 2005.

SERAFIM et al. Chlorpheniramine infused into amygdala impairs emotional memory expression
in the inhibitory avoidance and elevated plus maze testing. Brain Research Bulletin, 2014, em
preparacao.

SERAFIM et al. H1 but not H2 histamine antagonist receptors mediate anxiety-related behaviors
and emotional memory deficit in mice subjected to elevated plus-maze testing. Brazilian
Journal of Medical and Biological Research, v. 46: 440-446, 2013.

SERAFIM et al. H1-histamine receptors in the amygdala are involved in emotional memory but
do not mediate anxiety-related behaviors in mice submitted to EPM testing. Brain Research
Bulletin, v. 89: 1-7, 2012.

SERAFIM et al. L-histidine provokes a state-dependent memory retrieval deficit in mice re-
exposed to the elevated plus-maze. Brazilian Journal of Medical and Biological Research,
v.43(1): 100-106, 2010.

SONG et al. Histamine improves rat rota-rod and balance beam performances through H(2)
receptors in the cerebellar interpositus nucleus. Neuroscience, v. 140 (1): 3343, 2006.
STEPHENS et al. Does the excitatory amino acid receptor antagonist 2-APH exhibit anxiolytic

activity? Psychopharmacology, v. 90: 166-169, 1986.



58

STRAKHOVA et al. Localization of histamine H4 receptors in the central nervous system of
human and rat. Brain Research, v. 1250: 41-8, 2009.

TOYODA et al. Interplay of Amygdala and Cingulate Plasticity in Emotional Fear. Neural
Plasticity, 2011.

TREIT, D., MENARD, J., ROYAN, C. Anxiogenic stimuli in the elevated plus-maze.
Pharmacology Biochemistry and Behavior, v. 44: 463- 469, 1993.

VICENS et al. Behavioral effects of PNU-282987, an alpha7 nicotinic receptor agonist, in mice.
Behavioural Brain Research, v. 216: 341-348, 2011.

VICENS et al. Effects of early training and nicotine treatment on the performance of male NMRI
mice in the water maze. Neural Plasticity, v. 10: 303-17, 2003.

WOOLF et al. Cholinergic systems in the rat brain. I. Projections to the limbic telencephalon.
Brain Research Bulletin, v. 13: 751-84, 1984.

YANAI, K; TASHIRO, M. The physiological and pathophysiological roles of neuronal
histamine: an insight from human positron emission tomography studies. Pharmacology &
Therapeutics, v.113: 1-15, 2007.

YU et al. Effect of endogenous histamine in the ventral hippocampus on fear memory deficits
induced by scopolamine as evaluated by step-through avoidance response in rats. Physiology &
Behavior, v. 87: 687- 693, 2006.

ZARRINDAST et al. The effects of histaminergic agents in the central amygdala of rats in the
elevated plus-maze test of anxiety. Behavioural Pharmacology, v. 16: 643-649, 2005.
ZLOMUZICA et al. Histamine H1 receptor knockout mice exhibit impaired spatial memory in

the eight-arm radial maze. British Journal of Pharmacology, v. 157: 86-91, 2009.



