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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar, em peixes da espécie Carassius auratus submetidos a
ablacdo telencefalica, o efeito do bloqueio do receptor H; em uma tarefa de escolha espacial
utilizando um teste de labirinto em T com refor¢o positivo. Sessenta e nove peixes foram
submetidos a cirurgia para a remoc¢do de ambos os lobos telencefalicos cinco dias antes do
inicio do experimento. Foi empregado um aquario de vidro transparente em forma de T, o
qual teve dois comedouros fixados nas extremidades do braco longo, sendo que um dos
comedouros foi bloqueado durante as sessdes de treino. O experimento foi realizado em nove
sessOes consecutivas realizadas com intervalos de 24 horas. Individualmente, cada peixe foi
confinado no compartimento de saida do aquario experimental durante trinta segundos, e
entdo foi permitido a ele explorar todo o aquario para procurar o alimento durante dez
minutos (periodo maximo). O tempo utilizado para encontrar o alimento foi cronometrado em
segundos. Os animais foram injetados intraperitonealmente com clorfeniramina (CPA), na
dose de 16 mg/kg de peso corporal, ou salina apos cada treino, dez minutos apds o peixe ter
sido recolocado no aquario de manutengdo. Os dados foram analisados através de ANOVA de
trés vias seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Student Newman-Keuls. Todas as
laténcias de treino do grupo A-SAL foram significativamente maiores do que as do grupo LF-
SAL (p<0,05). O grupo LF-SAL demonstrou diminui¢ao significativa das laténcias apartir do
segundo dia de treino (p<0,05), o LF-CPA apresentou esta diminui¢do apds o quarto dia de
treino (p<0,01), o A-SAL apresentou reducdo apos o quinto dia de treino (p<0,05), e ndo
foram encontradas diferencas entre as laténcias no grupo A-CPA. Assim, nossos resultados
mostraram que a CPA parece prejudicar a consolidagdo da memoria tanto nos animais que
tiveram o telencéfalo removido quanto nos que foram submetidos a lesdo ficticia. Além disto,
este trabalho dé suporte as evidéncias de que a histamina desempenha um papel facilitatorio
nos processos de aprendizagem e memoria em uma tarefa de escolha espacial, atuando em
estruturas primitivas do cérebro de teledsteos.

Palavras-chave: Carassius auratus, telencéfalo, histamina, aprendizagem espacial.



ABSTRACT

This work intended to investigate in forebrain ablated Carassius auratus the effect of the H;
receptor blockade in a spatial choice task using a T-maze test with positive reinforcement.
Sixty-nine goldfish were submitted to surgery for removal of both telencephalic lobes five
days before the beginning of the experiment. A T-shaped glass aquarium, which had two
feeders located at the extremities of the long arm, was employed. One of the two feeders was
blocked. The experimental trials were performed in nine consecutive days. Each fish was
individually placed in the short arm and confined there for thirty seconds, then it was allowed
to swim through the aquarium to search for the food for ten minutes (maximum period). Time
to find food was analysed in seconds. Animals were injected intraperitoneally with
chlorpheniramine (CPA) at 16 mg/kg of body weight or saline after every trial, ten minutes
after it had been replaced at house aquarium. Data were analyzed via a three-way analysis of
variance (ANOVA) with repeated measures, and post hoc comparisons were analyzed using
the Student Newman-Keuls test (p<0.05). All the training latencies of A-SAL group were
significantly higher than latencies of S-SAL group (p<0.05). S-SAL group showed a
significative decrease in latencies at the second trial and maintained that reduction until the
end of the experiment (p<0.05), S-CPA group demonstrated a decrease only after the fourth
trial (p<0.01), A-SAL group showed reduced latencies after the fifth trial (p<0.05), and A-
CPA group did not showed any difference between training latencies. Thus, our results
showed that CPA seems to impair the consolidation of memory either on telencephalon
ablated animals and in sham-operated ones. Furthermore, this work supports evidence that
histamine plays a facilitatory role in learning and memory processes of a spatial task through
its action in primitive structures of the brain in teleost fish.

Key-words: Carassius auratus, telencephalon, histamine, spatial learning.



1. INTRODUCAO

1.1. O sistema histaminérgico

1.2.  Os processos cognitivos e a plasticidade neural
1.3.  Os peixes e o papel do telencéfalo
2. OBJETIVO

3. METODOLOGIA

3.1. Amostra

3.2.  Procedimento cirurgico

3.3. Tratamento farmacologico

3.4.  Grupos experimentais

3.5. Aquairio experimental

3.6. Teste comportamental

4. RESULTADOS

5. DISCUSSAO

6. CONCLUSAO
REFERENCIAS

SUMARIO

APENDICE

10
10
12

14

17

18
18
19
21
22
22

23

25

28

32

33

40



1. INTRODUCAO

1.1. O sistema histaminérgico

A histamina, uma monoamina de origem bioldgica, ¢ encontrada nos neurdnios do
sistema nervoso central (SNC) e em mastdcitos. Esta amina ndo atravessa a barreira hemato-
encefalica, mas pode ser formada no cérebro através da descarboxilagdo do aminodcido L-
histidina, seu precursor (COOPER et al., 1996). Sua degradagdo ocorre por meio da ag¢do da
enzima N-metiltransferase, e sua sintese pode ser inibida pela enzima o-fluormetilhistidina
(COOPER et al., 1996). Recentemente, a histamina tem sido foco de grande atencdo como
neurotransmissora ¢ neuromoduladora do SNC, uma vez que fungdes variadas tém sido
atribuidas ao sistema histaminérgico cerebral.

O sistema neural histaminérgico (SNH) ¢ um grupo neuronal filogeneticamente
antigo com células que se projetam para diversas estruturas do SNC, sendo que a distribui¢ao
geral de seus neurdnios ¢ similar em todos os vertebrados estudados (PANULA et al., 1984,
1990). Nos mamiferos, os corpos celulares histaminérgicos sdo encontrados no nucleo
tuberomamilar (TM) do hipotdlamo posterior e enviam projecdes a todas as regides do
cérebro (rostralmente e caudalmente) e a medula (SCHWARTZ; ARRANG, 2002) (fig. 1).

As caracteristicas morfologicas do SNH (origem em um compacto grupo de
células com uma vasta distribui¢do de fibras) assemelham-se as de outros sistemas de
neurotransmissores, como a dopamina e a serotonina, sugerindo que esse sistema possa atuar

também como um centro modulatdrio da atividade de todo o cérebro (WADA et al., 1991).
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Figura 1: Representagdo esquematica da distribuicdo do
sistema histaminérgico no cérebro de humanos (HASS
e PANULA, 2003).

Trés subtipos de receptores histaminérgicos sdo encontrados no SNC: H;, H, e Hj
(HILL et al., 1997), sendo que os receptores H; ¢ H, sdo pds-sinapticos e o receptor Hs é um
auto-receptor pré-sindptico que atua no controle da sintese e da liberagdo da histamina
(BROWN et al., 2001). Estes receptores diferem em farmacologia, localiza¢do e respostas
intracelulares mediadas (SCHWARTZ et al., 1991).

Especificamente, os receptores do tipo H; sdo distribuidos de maneira ampla no
SNC, e s3o encontrados em altas densidades no hipotdlamo e em outras regides do sistema
limbico de humanos (BROWN et al., 2001). Sugere-se que estes receptores estejam
envolvidos em diversas respostas excitatorias no cérebro (SCHWARTZ; ARRANG, 2002),
uma vez que sua ativacdo gera despolarizagdo e/ou aumento na freqiiéncia de disparos
neuronais (HAAS; PANULA, 2003).

O SNH esta envolvido em diversas fun¢des, dentre elas o controle do ritmo
circadiano (BURNS et al.,, 2003) e do estado de alerta (MONTI, 1993), saciedade
(MORIMOTO et al., 2001), nocicepcio (MOBARAKEH et al.,, 2000) e respostas
relacionadas a ansiedade (GHI et al., 1995; IMAIZUMI; ONODERA, 1993, SANTOS et al.,

2003). Outros estudos sugerem ainda um possivel papel da histamina na modula¢ao da



atividade psicomotora (ALVAREZ et al., 1994), nos processos de recuperacdo funcional
(PIRATELLO, 2004; WEILER et al., 1992) ¢ em fungdes cognitivas (PASSANI et al., 2000).
No entanto, os trabalhos que relacionam o SNH e os processos de reforco, aprendizagem e
memoria apresentam resultados conflitantes, possivelmente pela caréncia de metodologias

especificas e adequadas para o estudo deste sistema.

1.2. Os processos cognitivos e a plasticidade neural

A cognig¢do ¢ um processo complexo derivado de mecanismos diversos, dentre eles
a aprendizagem ¢ a memoria. A aprendizagem compreende as alteracdes no comportamento
de um organismo resultantes de uma experiéncia, caracterizando o processo através do qual
conhecimentos sdo adquiridos. A memoria refere-se a habilidade de recordar ou reconhecer
experiéncias anteriores, ou seja, ¢ o processo pelo qual o conhecimento ¢ codificado,
armazenado e posteriormente resgatado (KANDEL et al., 2000; KOLB; WISHAW, 2002). A
apresentacao de um estimulo que desencadeia como resposta o aumento na freqiiéncia de um
comportamento — refor¢o — pode contribuir para a formagdo da meméria (KOLB; WISHAW,
2002). Este estimulo pode ser caracterizado por um evento ou objeto que adquiriu ou tem
propriedade refor¢adora (WHALEY; MALLOT, 1980).

Os eventos neuroquimicos ¢ morfoldgicos que ocorrem durante a aprendizagem e
a formacdo da memoria sdo semelhantes aos observados nos processos de plasticidade neural
(COTMAN et al., 1981; COTMAN; LYNCH, 1989), que se referem as alteragdes estruturais
e funcionais nas sinapses resultantes de processos adaptativos do organismo (KAAS, 1996).

Estas altera¢des iniciam-se minutos ou horas ap6s o evento experienciado, € ocorrem através



de mecanismos de potencializagdo rapida das sinapses pré-existentes através da atividade pré-
e poés-sinaptica correlacionada, do envolvimento dos receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA), ¢ do aumento da liberagdo de neurotransmissores (KAAS, 1996; MARSHALL,
1985).

A plasticidade neural pode ser responsavel pela melhora de habilidades motoras
adquiridas com a pratica e pela recuperagao funcional apds lesdo no SNC (KAAS, 1996).
Pesquisas indicam regides cerebrais e neurotransmissores criticos para estas fungdes, dentre
estes o sistema histaminérgico. Estudos sugerem que a histamina tem o potencial de modular
ou induzir plasticidade através de uma variedade de mecanismos, devido ndo somente a sua
acdo secletiva, mas também através de sua intera¢do com os diferentes sistemas de
neurotransmissores (PHILIPPU; PRAST, 2001) e por meio da potenciagdo das correntes
sinapticas geradas por receptores NMDA (HAAS et al., 1995).

Contudo, o envolvimento do sistema histaminérgico nos processos de reforco,
aprendizagem e memoria tem sido investigado com resultados contraditérios. Evidéncias de
que a histamina facilita a aprendizagem ¢ a memoria foram obtidas em alguns estudos (DE
ALMEIDA; IZQUIERDO, 1986; MEGURO et al., 1995; MIYAZAKI et al., 1995; PRAST et
al., 1996), enquanto outros trabalhos demonstraram que o SNH tem um papel inibitério sobre
estes processos (KAMETI et al., 1993; MATTIOLI et al., 1998, MEDALHA et al., 2000).

Informagdes especificas sobre os processos de aprendizagem e memoria podem ser
inferidas a partir de alteracdes comportamentais, antes que observadas diretamente. Deste
modo, o estudo da aprendizagem e memoria requer o desenvolvimento de testes que fornegam
medidas adequadas para a avaliacdo das modificagdes do comportamento (KOLB; WISHAW,
2002). Além disso, pode-se inferir o efeito de substancias diversas sobre o SNC através de

estudos comportamentais. No entanto, a escolha de determinado teste para o estudo de



fungdes cognitivas deve configurar um paradigma de aprendizagem claro e especifico para as
diferentes espécies animais, uma vez que cada uma apresenta habilidades diferentes.

O conhecimento das capacidades cognitivas e de sua base neural em peixes pode
contribuir para o entendimento da evolugdo do cérebro e do comportamento em vertebrados.
Alguns estudos sugerem modelos de condicionamento para peixes (OHNISHI, 1997;
OVERMIER; SAVAGE, 1974). No entanto, as tarefas de condicionamento classico parecem
ndo ser afetadas pela retirada do telencéfalo nos teledsteos. Sugere-se entdo que para se
observar o papel do telencéfalo o procedimento mais adequado seja o de condicionamento
operante, no qual o animal aprende a antecipar as conseqiiéncias de seu proprio
comportamento (KANDEL et al., 2000). Uma vez que se acredita que o refor¢o possa
intensificar a formagdo da memoéria (BROWN et al, 2001), o modelo experimental
empregado neste estudo utilizou o paradigma de condicionamento operante com refor¢o

positivo — o alimento.

1.3. Os peixes e o papel do telencéfalo

Os peixes da espécie Carassius auratus, também conhecidos como peixes
dourados, fazem parte da classe dos teledsteos, classe de peixes com esqueleto 6sseo. Estes
peixes estdo mais proximos da estrutura anatomica primordial dos vertebrados do que os
mamiferos (BROGLIO et al., 2003). Além disso, seu SNH apresenta-se mais simples em
termos de densidade de fibras, area de inervacdo (INAGAKI et al., 1991) e, ao contrario dos
vertebrados superiores, a histamina cerebral parece ser estritamente neuronal (ERIKSSON et

al., 1998). Estudos comportamentais indicam que o SNH dos teledsteos ¢ dos mamiferos tém



fungdes similares (MATTIOLI et al., 1998; SPIELER et al., 1999) sugerindo a adequagao dos
teledsteos em estudos que envolvam a histamina como neurotransmissora ¢ neuromoduladora
do SNC.

O SNH destes peixes origina-se na base do hipotdlamo, em uma regido
considerada homologa ao nucleo TM dos mamiferos (fig. 2), a qual envia projegdes ao
telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo e a por¢do dorsal do rombencéfalo (INAGAKI et al.,
1991). Com relagdo aos receptores Hj, estes sdo encontrados principalmente no cerebelo € no
talamo, e também no torus semicircularis e teto optico (CHOICH et al., 2004), localizacao

similar a observada no cérebro de mamiferos.

Figura 2: Representagdo esquematica da distribuicdo do sistema
histaminérgico no cérebro de teledsteos. (Adaptado de Kaslin e Panula,
2001). Abreviagdes: (BO) bulbo olfatorio; (Tel) telencéfalo; (Di) diencéfalo;
(TO) teto optico; (LI) lobo inferior; (Cer) cerebelo.

O telencéfalo dos peixes teleosteos, o qual ja foi considerado um sistema olfativo,
parece estar envolvido em func¢des complexas. Sugerem-se homologias entre as projegoes
aferentes telencefalicas dos teledsteos e o feixe prosencefilico medial dos mamiferos
(ECHTELER et al., 1981), que esta relacionado a integrag@o e expressdo de comportamentos
emocionais. Evidéncias neuroanatdmicas € comportamentais sugerem ainda que a remog¢ao
desta estrutura pode produzir mudangas no estado de alerta (PEEKE; GORDON, 1981), danos
na consolidacdo da memoria de curto prazo (LAMING; McKINNEY, 1990; OHNISHI,
1997), e prejuizos nos seguintes tipos de aprendizagem: esquiva (SAVAGE, 1969),

habituacdo (FLOOD et al., 1976; LAMING; MCKEE, 1981) e memoria espacial (SALAS et



al., 1996b). Todavia, a aprendizagem instrumental simples e o condicionamento classico nao
sdo afetados pela remogdo do telencéfalo (HOLLIS; OVERMIER, 1978; OVERMIER;
CURNOW, 1969).

Em peixes, a retirada do telencéfalo parece diminuir a atividade locomotora,
apesar de ndo prejudicar a habilidade de nadar dos animais (SHINOZUKA; WATANABE,
2004). Ainda, as fungdes visuais e olfativas parecem nao ser comprometidas por este
procedimento (DAVIS; KLINGER, 1987; SCHLUMPF; DAVIS, 1985, SHINOZUKA;
WATANABE, 2004).

Os peixes teledsteos parecem ter dois sistemas de memoria diferenciados, um
emocional e um espago-termporal, localizados respectivamente nas regides dorsomedial e
dorsolateral do telencéfalo (PORTAVELLA et al., 2002). No entanto, o telencéfalo dos peixes
dourados ndo parece ser essencial para a aprendizagem, embora seja suplementar neste
processo. Ohnishi (1989, 1997) demonstrou que o telencéfalo parece ter um importante papel
na memoria de curto prazo, suplementando este processo através da facilitagdo da integracao
dos eventos neurais em areas extra-telencefalicas envolvidas nos processos instrumentais de
aprendizagem.

A necessidade do esclarecimento do papel do SNH sobre os processos
relacionados a aprendizagem e memoria, somada a suposi¢cdo de que esses processos sao
mediados pelos receptores H; e apenas modulados pelo telencéfalo dos teledsteos, nos levaram
a formulagdo da hipotese de que estruturas primitivas do cérebro destes animais pudessem
estar também envolvidas nestes processos. Uma vez que o telencéfalo destes animais tem um
importante papel na aprendizagem espacial e que o condicionamento operante ndo ¢ abolido
apds a remocdo desta estrutura, sugerimos um modelo comportamental de aprendizagem
espacial com refor¢o positivo para investigar a atuagdo do receptor H; em outras estruturas

que nao o telencéfalo.



2. OBJETIVO

Investigar o efeito do bloqueio farmacologico do receptor H; sobre estruturas
primitivas do cérebro de peixes da espécie C. auratus submetidos a treinamento em uma
tarefa de escolha espacial. Para tanto foi empregado o modelo de aprendizagem com reforco

positivo em um aqudrio em “T”.



3. METODOLOGIA

3.1. Amostra

Foram utilizados 170 peixes da espécie C. auratus (fig. 3) pesando entre 6 e 12g,
indeterminados quanto ao sexo, provenientes do comércio local. Com a finalidade de
controlar possiveis doengas, os animais foram mantidos no laboratoério em tanques de 500

litros por pelo menos duas semanas antes do inicio do experimento.

Figura 3: Carassius auratus

Apoés a adaptacdo nos tanques, os peixes foram transferidos para aquarios de
manuten¢do de trinta litros, com filtro e oxigenacdo constantes, temperatura mantida entre
22°C + 2°C e iluminagdo natural. Durante todo este periodo, os animais foram alimentados
com racao em flocos padrao (“Super Red”, Hai Feng, Formosa), administrada cinco dias por
semana no periodo da manha até que fosse realizado o procedimento cirtrgico.

A identificacdo dos animais foi obtida através da observacdo de suas
caracteristicas fisicas individuais, como cor e formato de cauda. Os animais foram pesados

trés dias antes de serem iniciadas as sessdes comportamentais.



3.2. Procedimento cirurgico

Os peixes foram anestesiados por meio de imersdo em solu¢do de tricaina
metasulfonato (TMS) (sal do éster etilico do acido 3-aminobenzoéico metanosulfonato, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) em uma concentragdo de 0,8g/L. No momento em que seus
movimentos branquiais cessavam, o peixe era colocado em um fixador com um aparato bucal
(fig 4), por onde era constantemente perfundida uma solucdo aerada em concentracdo de

0,3g/L de TMS durante o procedimento cirurgico.

# -
Figura 4: Aparato cirurgico. (A) Fixador; (B)
Estabilizadores laterais; (C) Aparato bucal; (D)
Pipeta conectada ao sistema de vacuo; (E) Abertura
no cranio.

Para a visualizagao dos lobos telencefalicos do peixe foi realizada uma abertura no
cranio, na regido compreendida entre os olhos do animal (fig. 5). Os lobos telencefalicos
foram cuidadosamente aspirados com o auxilio de uma pipeta conectada a uma bomba de

vacuo (Microbomba Nevoni Standard, NSR Ind., Com. e Repr. Ltda.).



Figura 5: Cérebro dos peixes teledsteos. (A) representagdo
esquematica em vista dorsal; (B) representagdo
esquematica em vista lateral com indicacdo das principais
estruturas macroanatomicas (Adaptado de Broglio et al.,
2003); (C) Fotos ilustrativas do cérebro antes (i) e apos (ii)
a remo¢ao do telencéfalo. Abreviagdes: OB, bulbo
olfatorio; Tel, telencéfalo; nll, nervo optico; OT, tecto
optico; Cb, cerebelo; Hyp, lobo hipotaldmico; SC, medula
espinhal; VL, lobo vagal.

Apoés a remocdo do telencéfalo a ferida cirurgica foi higienizada com azul de
metileno, e o cranio foi fechado e fixado com acrilico dental de secagem rapida (Acrilico
Auto-Polimerizante Classico, JET, SP, Brasil e Liquido Acrilico Auto-Polimerizavel, Dental
VIPI Ltda., SP, Brasil). A solu¢do de TMS foi substituida por dgua até que os movimentos
branquiais espontaneos fossem reiniciados, e entdo os peixes foram recolocados nos aquarios
de manutencdo para recupera¢do por um periodo de cinco dias antes do inicio das sessdes
experimentais. Nestes aquarios foi utilizada uma dose preventiva (1 gota para cada 5 litros de
agua) do fungicida e auxiliar no tratamento de parasitoses Labcon Aqualife (Alcon, SC,
Brasil).

Todos os animais foram submetidos ao procedimento cirurgico. No entanto, foram

aleatoriamente divididos em dois grupos, sendo que em um deles foi realizada a ablagdo



telencefalica e no outro os cérebros dos animais foram mantidos intactos. Este ultimo grupo

foi utilizado como controle da cirurgia.

3.3. Tratamento farmacolégico

O tratamento farmacolégico foi realizado por meio da droga maleato de
clorfeniramina (CPA — Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO). Solu¢do salina (cloreto de
sodio 0,9%) foi utilizada como veiculo e controle experimental. A CPA — um antagonista
seletivo dos receptores H; — foi utilizada por ser capaz de ultrapassar a barreira hemato-
encefalica rapidamente, caracteristica que confere adequagdo desta droga para estudos do
SNC (LEURS et al., 1995).

A droga foi dissolvida em uma concentragdo de 16mg/ml em solugdo salina e
conservada em tubo eppendorf sob refrigeracdo até o momento da utilizagdo. Os tubos
contendo a solugdo salina e a CPA foram codificados de modo que o experimentador nao teve
conhecimento do contetido dos mesmos no momento do experimento.

A droga ¢ a salina foram administradas via intraperitoneal (ip) em um volume de

Iml/kg de peso corporal do peixe. A CPA foi utilizada na dose de 16mg/kg.



3.4. Grupos experimentais

Apbs a cirurgia, os peixes foram divididos em quatro grupos. Os animais
submetidos a lesdo ficticia (controle da cirurgia) foram tratados com salina (LF-SAL — n=21)
ou CPA (LF-CPA —n=18), e os que tiveram o telencéfalo removido receberam salina (A-SAL

—n=15) ou CPA (A-CPA — n=14).

3.5. Aquario experimental

Foi utilizado um aquério de vidro transparente em forma de “T” (fig. 6) com as
seguintes dimensdes: 35,5cm de comprimento € 9,5cm de largura no brago horizontal, 20 cm
de comprimento e 11,5cm de largura no brago vertical, ¢ 12 cm de altura. Dois tubos de PVC
(5 cm de comprimento e 2,5cm de diametro) foram empregados como comedouros, os quais
foram fixados nas extremidades do brago horizontal do aquario. Uma porta do tipo guilhotina
(confeccionada em vidro transparente, com 20 cm de altura) foi colocada na intersec¢do dos
bracos delimitando a érea utilizada como compartimento de saida, na qual o animal era
colocado ao inicio de cada sessdo experimental. O controle desta porta foi feito manualmente

pelo experimentador.



Figura 6: Aquario experimental. A:
Compartimento de saida; B: Comedouros;
C: Brago horizontal.

O aquario experimental foi preenchido numa profundidade de 11 ¢cm com a agua
retirada dos aquarios de manutencao. Com o intuito de manter o ambiente ao qual os animais
se adaptaram, esta agua foi devolvida aos aquarios de manutengdo todos os dias apds as

sessdes comportamentais.

3.6. Teste comportamental

Os animais permaneceram nos aquarios de manutencao apos a cirurgia até o final
do experimento. Para que os peixes se acostumassem a forma de alimentacdo empregada, foi
colocado um comedouro confeccionado com tubo de PVC (5 cm de comprimento e 2,5 cm de
diametro) nestes aquarios, no qual foi fornecido o alimento em flocos utilizado nas sessdes
experimentais (“Fast Color”, Hai Feng, Formosa). Dois dias antes do inicio das sessdes, 0s
peixes foram privados de alimento com o objetivo de estimular o comportamento alimentar.
Durante os treinos os animais se alimentaram somente com o alimento obtido no aquario

experimental.



O experimento foi realizado em nove sessdes consecutivas, executadas em
intervalos de 24 horas, nas quais os animais foram testados individualmente. No primeiro dia
(sessdo de adaptagdo), o peixe foi colocado no compartimento de saida do aquario
experimental durante trinta segundos, a porta do tipo guilhotina foi removida e o animal pdde
ter acesso ao brago horizontal do aqudrio. Ambos os comedouros foram preenchidos com
alimento, e cada peixe pdde explorar todo o ambiente durante dez minutos.

A partir do segundo dia foram realizados os treinos, nos quais foi colocado um
tecido fino na extremidade submersa de um dos comedouros, impedindo o acesso ao alimento,
mas permitindo que o animal ainda o visualizasse e percebesse seu odor. O comedouro
bloqueado foi escolhido aleatoriamente para cada animal e mantido até o final do
experimento.

Em cada sessdo de treino o peixe foi colocado no compartimento de saida durante
trinta segundos, a porta do tipo guilhotina foi removida e o animal poéde explorar todo o
aquario. Cada animal permaneceu no aquario por um tempo maximo de dez minutos, sendo
que, quando o alimento foi encontrado antes deste periodo, o peixe pdde permanecer no
aquario por mais dois minutos para alimentar-se. Do contrario, o animal foi retirado do
aquario experimental e recolocado no aquario de manutengao.

A partir do momento em que a divisoria do compartimento de saida foi retirada, o
tempo utilizado pelo animal para encontrar o alimento (laténcia) foi registrado em segundos.
Esta medida foi aferida em cada treino e considerada como um indicador de aprendizagem.

O animal recebeu a inje¢ao com a droga ou veiculo em todos os dias de treino apos
ser recolocado no aquario de manutengdo. Este procedimento foi realizado dez minutos depois
que o animal foi retirado do aquario experimental para que ndao ocorresse puni¢ao contingente
ao alimento. Este periodo ¢ coerente com a janela de consolidagdo de memoria de peixes, que

se sugere ser de uma hora para estes animais (LIU; BRAUD, 1974).



4. RESULTADOS

Os dados obtidos foram submetidos a Anéalise de Variancia (ANOVA) de trés vias
com medidas repetidas, tendo como fatores independentes a cirurgia (ablagao telencefalica ou
lesdo ficticia) e o tratamento (drogas ou salina), e o fator de medidas repetidas a laténcia em
cada dia de treino (oito niveis). Sempre que apropriado, a ANOVA foi seguida pelo teste de
comparagdes multiplas entre médias de grupos de Student Newman-Keuls. Para todos os
testes, o nivel de significancia foi estabelecido em 5% (p<0,05).

Os resultados da ANOVA de trés vias apontaram efeitos significativos da
exposi¢do ao tratamento cirurgico (F;20=73,02; p<0,0001), ao tratamento farmacologico
(F120=12,95; p=0,0018) e dos treinos (F7140=22,14; p<0,0001). Também foram observadas
interagdes significativas entre o fator de medidas repetidas e a exposi¢do ao tratamento
cirargico (F7,140=5,72; p<0,0001), ao farmacologico (F7140=2,49; p=0,0195) e a interacao
entre os trés fatores (F7140=4,08, p=0,0004).

Todas as laténcias de treino do grupo A-SAL foram significativamente maiores do
que as do grupo LF-SAL (Student Newman-Keuls, p<0,05), sugerindo que a remog¢ao do
telencéfalo tenha prejudicado o desempenho dos animais na tarefa proposta.

Os peixes do grupo LF-SAL demonstraram uma diminui¢do significativa nas
laténcias no segundo dia de treino e mantiveram essa redugdo até o final do experimento
(Student Newman-Keuls, p<0,05). Uma vez que a diminuicdo dos valores da laténcia ao
longo do experimento foi considerada um indicativo de aprendizagem, estes dados indicam
que os animais obtiveram sucesso na aquisicao e na retengdo da tarefa. No entanto, o grupo
LF-CPA apresentou uma diminui¢do significativa das laténcias somente apds o quarto dia de

treino (Student Newman-Keuls, p<0,01), sugerindo que o grupo LF-CPA apresentou um



atraso na aprendizagem. Esta hipotese € reforcada pela comparacao entre os grupos LF-SAL e
LF-CPA, que indicou diferencas estatisticas das laténcias entre os grupos a partir do segundo
dia de treino até o final do experimento (Student Newman-Keuls, p<0,05).

No grupo A-CPA ndo foi observada nenhuma diferenga nos valores da laténcia
durante todo o experimento (Student Newman-Keuls, p>0,05), enquanto o grupo A-SAL
apresentou uma redugdo destes valores apds o quinto dia de treino (Student Newman-Keuls,
p<0,05). Assim, a CPA parece prejudicar a tarefa de aprendizagem espacial também em
peixes que sofreram a ablacdo telencefalica.

Os resultados apresentados acima estdo ilustrados na figura 7, na qual sdo
representadas a média das laténcias e o erro padrdo da média (EPM) de cada grupo em todos

os dias de treino.
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Figura 7: Média e erro padrdo da média (:EPM) das laténcias de treino dos grupos submetidos a lesdo ficticia (A) e a ablagdo telencefalica (B),
tratados com salina ou CPA (comparados pelo teste de Student Newman-Keuls). [a] p<0,05 comparado com T1ir.sar; [b] p<0,05 comparado

com Tlpgcpa; [c] p<0,05 comparado com os treinos do grupo LF-SAL; [d] p<0,05 comparado com T1asar; [€] p<0,05 comparado com os
treinos do grupo A-SAL.



5. DISCUSSAO

O estudo de sistemas de neurotransmissores e de drogas que facilitam a
aprendizagem, a memoria e o reforco auxilia a compreensdo dos processos de
recuperagao funcional apos lesdo do SNC. Especificamente, o papel do SNH sobre os
processos de aprendizagem e memoria precisa ser esclarecido, ja que diversas drogas
que tém acdo direta ou indireta sobre estes processos sdo amplamente utilizadas pela
populacdo, muitas vezes por longos periodos.

Devido a existéncia de dados contraditérios na literatura quanto a
participagdo do SNH nos processos de aprendizagem, memoria e reforgo, faz-se
necessario o desenvolvimento de estudos detalhados para que resultados mais
consistentes sejam expressos. Deste modo, a realizagdo deste trabalho pode contribuir
para o conhecimento do papel da histamina cerebral sobre os processos de
aprendizagem e memoria.

A presenca de multiplos sistemas de aprendizagem e memodria com
propriedades comportamentais e bases neurais similares em peixes, passaros e
mamiferos sugerem fortemente que esses sistemas aparecem precocemente na historia
evolutiva dos vertebrados (LOPEZ et al, 2000). Portanto, a capacidade de
aprendizagem dos peixes pode ser utilizada para inferir a maneira pela qual ocorreu a
evolucdo de determinado comportamento.

O telencéfalo dos teledsteos apresenta funcdes especificas para a
aprendizagem e memoria espacial, as quais sdo derivadas de substratos neurais diversos
(RODRIGUEZ et al., 1994). Observou-se que estes peixes podem utilizar-se de

estratégias distintas de memoria espacial — alocéntricas ou egocéntricas —,



provavelmente baseadas em multiplos sistemas de memoria espacial (BROGLIO et al.,
2003). Resultados de estudos com ablagao telencefélica apontam para um prejuizo nas
tarefas que requerem o reconhecimento de lugar (alocéntricas) nos animais lesados, mas
ndo nas relacionadas a orientagdo do proprio corpo no espago, as quais envolvem
discriminacdes espaciais simples e requerem o uso de uma unica referéncia para a
orientag¢ao (LOPEZ et al., 2000a,b; SALAS et al., 1996a,b). Os resultados apresentados
neste trabalho ilustram o prejuizo na habilidade dos peixes em aprender uma tarefa de
escolha espacial como conseqiiéncia da remogao do telencéfalo, corroborando assim os
resultados de estudos anteriores. Os resultados de estudos anteriores somados ao
encontrado neste trabalho nos indicam que o telencéfalo destes animais pode ser um
substrato neural adequado para o mapeamento de fungdes de aprendizagem e memoria
em peixes.

Contudo, parecem existir outros sistemas envolvidos nos processos de
cognicdo em areas cerebrais mais primitivas, sugerindo que o telencéfalo dos teledsteos
tem um papel suplementar no processo de aprendizagem, facilitando a integracdo de
eventos neurais em outras areas envolvidas nessa funcdo (OHNISHI, 1997). Sugere-se
que as estruturas adicionais relacionadas a aprendizagem espacial sejam o teto Optico e
o cerebelo, sendo que o primeiro parece estar envolvido na orientacdo de respostas e
outros processos motores, € 0 segundo na associacdo das respostas motoras orientadas
por uma s6 dica ambiental (DEMSKI; BEAVER, 2001).

As projegdes dos neurdnios histaminérgicos alcancam o telencéfalo, o
diencéfalo, o mesencéfalo e a parte rostral do rombencéfalo (INAGAKI et al., 1991),
englobando assim o teto Optico. O receptor H; desempenha seu papel em diversos
processos intracelulares, mediando agdes excitatdrias de toda atividade cerebral (HAAS;

PANULA, 2003; MONTI, 1993), e também esta intrinsecamente envolvido nos efeitos



facilitatorios da histamina no hipocampo de ratos (HUANG et al., 2004). Em um estudo
conduzido por Choich e colaboradores (2004) foi demonstrada a presenca de receptores
H; no cérebro de peixes teledsteos. Os receptores foram localizados em maior
quantidade no cerebelo e no talamo, e em menores quantidades no teto 6ptico e no torus
semicircularis, distribui¢cdo semelhante a encontrada em outros vertebrados.

Em conjunto, estes dados apontam para uma possivel atuagdo do antagonista
H; nas proje¢des caudais dos neurdnios histaminérgicos, uma vez que neste estudo a
CPA causou efeitos similares em ambos os grupos — os que sofreram lesdo ou nao —,
provocando déficits na consolidagdo da aprendizagem na tarefa proposta. E stes
dados também dao suporte a hipotese de que a CPA ndo age exclusivamente no
telencéfalo, podendo exercer sua agdo em estruturas cerebrais primitivas
(FAGANELLO; MATTIOLI, 2006).

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que os peixes
tratados com CPA apresentam um atraso na consolidacdo e também um prejuizo no
desempenho da tarefa de escolha espacial, sugerindo que a histamina tem um papel
facilitador sobre a aprendizagem e a memoria. Trabalhos recentes apontam para
melhoras nos processos cognitivos provocados pela ativacdo da histamina cerebral
(PASSANI et al., 2000). Em ratos foi observada a agdo da histamina através dos
receptores H; na melhora dos déficits de memoria espacial induzidos pela aplicacdo do
composto MK-801 (HUANG et al., 2003; XU et al., 2005). Ainda, em um estudo
conduzido por Chen e colaboradores (2001), a aplicacdo de antagonistas do receptor H;
provocou déficits em uma tarefa de aprendizagem espacial em ratos. Este autor sugere
que o efeito observado possa ter sido mediado por neurdnios histaminérgicos ou
colinérgicos, hipotese reforcada em estudos posteriores realizados com ratos

modificados geneticamente (BLANDINA et al., 2004; DERE et al., 2003)



O estudo recente de Vonderschen e colaboradores (2002) sugere a presenca
de conexdes diretas entre o cerebelo e o telencéfalo, as quais podem constituir canais de
comunicagdo envolvidos na coordenagdo de tarefas ndo-motoras, como a memoria de
lugar. Ainda, o cerebelo, estrutura tradicionalmente associada ao controle motor, tem
sido identificado como um componente essencial em diferentes processos associativos
de aprendizagem ¢ memoria, que vao desde formas simples de aprendizagem sensorio-
motora até processos mais complexos, como a aprendizagem espacial (RODRIGUEZ et
al., 2005). Sendo assim, os resultados deste estudo reforcam a hipdtese da possivel agao
da CPA em outras estruturas envolvidas na aprendizagem espacial, provavelmente
através do cerebelo e do teto Optico.

A partir do exposto, sugerimos a realizacdo de estudos que enfoquem a agao
da histamina nas outras estruturas envolvidas na tarefa de aprendizagem espacial, a fim

de esclarecer seu papel nos processos cognitivos.



6. CONCLUSAO

Este trabalho dé suporte as evidéncias de que a histamina desempenha um
papel facilitatorio nos processos de aprendizagem e memoria na tarefa de escolha
espacial, indicando que outras estruturas cerebrais tém um papel importante nesses
processos. Ainda, confirma a hipdtese anterior de que o telencéfalo destes animais esta

envolvido de forma a suplementar nos processos supracitados.
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APENDICE

APENDICE A — Dados brutos observados nos diferentes grupos.

Tabela 1 - Laténcias (em segundos) obtidas em cada dia de treino (T1-T8) pelos animais

do grupo LF-SAL.

Animal  TI T2 T3 T4 T5 76 T7 T8
G8 4 47 5 66 4 93 3 93
G9 553 258 9 93 19 15 50 49
H4 149 95 52 44 11 108 7 37
H6 64 95 11 93 33 14 32 18
H7 600 448 160 10 116 27 4 55
HO 89 92 14 15 21 68 44 26
HI1l 62 36 24 4 33 4 8 4
HI2 600 600 137 58 90 16 13 142
H17 600 600 161 600 600 600 158 27
Kil 121 14 20 68 27 16 10 15
K12 46 103 38 6 7 4 8 4
K13 600 92 8 31 4 9 4 12
K14 93 70 81 26 189 19 48 71
K15 600 246 210 74 45 52 81 97
K16 600 82 5 6 6 35 22 8

K17 40 85 6 27 5 13 109 18
K18 600 43 34 72 34 75 22 10
K19 66 4 73 54 20 28 14 4
Média 304,83 167,22 5822 74,83 7233 6644 3539 3833
EPM 6321 4481 1535 31,68 32,96 32,24 9,95 9,26

Nota: Abreviacdo utilizada:

EPM Erro padrdo da média.



Tabela 2 - Laténcias (em segundos) obtidas em cada dia de treino (T1-T8) pelos animais

do grupo LF-CPA.

Animal T1 12 T3 T4 T5 T6 T7 T8
12 320 493 171 31 16 183 52 87
I3 378 151 53 200 10 15 35 29
J4 209 312 60 70 65 74 64 51
J7 600 600 600 600 600 600 600 600
I8 600 486 16 3 5 4 102 5
J9 24 17 33 15 15 31 191 26
J12 25 122 69 4 43 139 50 316
K2 600 600 566 18 54 64 20 67
K3 600 294 457 33 85 44 50 7
K4 600 404 599 177 74 59 62 93
K5 600 600 600 600 600 600 600 600
K6 600 600 600 600 600 600 600 600
K9 600 600 443 176 600 600 600 202
K10 600 600 600 600 600 600 309 600
L3 33 600 150 138 45 8 39 54
L4 600 600 600 600 600 600 600 600
L6 62 82 21 7 5 5 12 30
L7 220 289 101 70 211 33 22 7
L8 101 149 49 99 8 14 30 47
L10 26 126 174 33 91 114 88 22
L13 600 261 349 13 25 40 4 83
Média 380,86 380,29 300,52 194,62 207,24 210,81 196,67 196,48
EPM 54,95 46,39 53,83 52,31 56,40 55,89 52,51 52,74

Nota: Abreviagao utilizada:

EPM Erro padrao da média.



Tabela 3 - Laténcias (em segundos) obtidas em cada dia de treino (T1-T8) pelos animais
do grupo A-SAL.

Animal T1 12 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Al 600 600 600 600 600 600 600 600
A2 600 600 600 600 600 600 600 600
D1 600 600 600 600 600 600 600 600
D3 128 600 600 577 161 32 279 600
D4 600 600 600 600 600 600 600 600
D5 600 600 600 600 600 600 600 600
E2 600 600 600 600 600 600 600 600
E3 600 600 471 100 143 117 81 25
E4 600 600 600 483 57 11 5 24
F1 600 600 600 600 600 600 600 600
F2 600 600 600 529 326 121 27 7
F3 217 6 47 25 33 153 72 62
H1 600 600 600 600 124 15 4 70

K20 600 600 600 600 600 600 600 600
K21 600 600 600 600 600 600 600 600
K22 600 600 600 600 600 600 600 600

Média 546,56 562,87 557,37 519,62 427,75 403,06 40425 42425
EPM 3673 37,12 3496 4548 5933 66,26 6695 67,4

Nota: Abrevia¢do utilizada:
EPM Erro padrdo da média.



Tabela 4 - Laténcias (em segundos) obtidas em cada dia de treino (T1-T8) pelos animais

do grupo A-CPA.

Animal T1 12 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Al2 600 600 600 600 600 600 600 190
B9 600 600 600 600 600 600 600 600
D11 600 600 600 600 600 600 600 600
D13 600 600 600 600 600 600 600 600
D14 600 600 600 600 283 600 600 308
D15 600 600 600 600 600 600 600 600
Ell 600 600 600 600 600 600 600 600
E13 600 600 600 600 600 600 600 600
F6 600 600 600 600 600 600 600 600
F8 600 600 600 600 600 600 600 600
G3 301 600 216 93 33 25 162 50
G4 600 600 418 592 364 600 600 600
K24 600 600 600 600 600 600 600 141
K27 600 600 600 600 600 600 600 600
Média 578,64 600 559,57 563,21 520 558,93 568,71 477,78

EPM 21,36 0 29,43 36,17 46,18 41,07 31,28 55,34

Nota: Abreviacao utilizada:
EPM Erro padrao da média.



