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De tudo, ficaram trés coisas:

A certeza de que ele estava sempre comegando,

A certeza de que era preciso continuar

E a certeza de que seria interrompido antes de terminar.
Fazer da interrup¢dao um caminho novo.

Fazer da queda um passo de danga,

Do medo uma escada,

Do sono uma ponte,

Da procura um encontro.

(Fernando Sabino)
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RESUMO

SILVA-MARQUES, B. Papel Histaminérgico cerebelar na Consolidacéo da
Memdria Emocional e Atividade Locomotora em Camundongos. 2015. Dissertacdo
(Mestrado) — Programa de Po6s-Graduacdo em Fisioterapia da Universidade Federal de

Séo Carlos (UFSCar), Séo Carlos, Sao Paulo. 2015.

Evidéncias experimentais sugerem que o papel do cerebelo na aprendizagem
pode ser mais complexo do que a regulacdo das respostas motoras, e seu envolvimento
na consolidacdo da memdria emocional em camundongos tem demonstrado ser
significativo. Considerando a dificuldade em interpretar o comportamento de
medo/ansiedade nos modelos usuais para o estudo do sistema histaminérgico e memoria
emocional, o presente estudo propds a avaliagdo comportamental de camundongos
submetidos ao labirinto em T-elevado (LTE) ap6s microinjecdo de histamina no vérmis
cerebelar. O teste de Campo Aberto foi realizado para medir a atividade locomotora dos
animais. Foram utilizados camundongos suicos albinos, machos, adultos jovens,
pesando entre 25-35g. Os nossos dados sugerem que a histamina ndo afetou a
consolidacdo da memdria emocional durante a fuga ou atividade locomotora no campo
aberto nas doses utilizadas neste estudo. No entanto, observou-se um aumento
significativo da esquiva inibitdria 14h ap6s a microinjecdo de histamina na dose de 6.8
nmol/0.5ul. Sugerimos que a histamina facilita a consolidagdo a memoria emocional na

esquiva inibitoria em camundongos.

Palavras-chave: Histamina, Ansiedade, Panico, Aprendizagem, Memoria.



ABSTRACT

Experimental evidence suggests that the cerebellum plays a more complex role
in learning than simply regulating the motor response. Rather, it is thought to play a
significant role in the consolidation of emotional memory in mice. Due to the difficulty
of interpreting fear and anxiety behaviors - the standard methodology for the study of
the histaminergic system and emotional memory - in mice, we propose a behavioral
assessment of mice subjected to the Elevated T-Maze after histamine microinjection of
the cerebellar vermis. Young male Swiss albino mice weighing 25 — 35 g were used. In
addition, locomotor activity was tested in an open field test. Our data suggest that
histamine did not affect memory consolidation during escape or open field behavior at
the doses used in this study. However, we observed a significant increase in inhibitory
avoidance on the second day in animals receiving a dose of 6.8 nmol/0.5ul, suggesting

that histamine facilitates the consolidation of inhibitory avoidance in mice.

Key-words: Histamine, Anxiety, Panic, Learning, Memory.
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1. INTRODUCAO

A histamina (HA), produto da descarboxilacdo da histidina, ¢ uma amina
biogénica e um neuromodulador do Sistema Nervoso Central (SNC), importante na
regulacdo de diversos processos fisioldgicos, como a modulagdo do ciclo circadiano e
de sono, a regulacdo da temperatura corporal, motivagdo e cognicdo (HAAS;
SERGEEVA,; SELBACH, 2008). O Sistema Neural Histaminérgico (SNH) (Figura 1) é
composto de grupos de neurbnios originados no ndcleo tuberomamilar (NTM) da érea
hipotalamica posterior de mamiferos, enviando projecdes para grande parte do SNC. As
fibras ascendentes passam pelo feixe prosencefalico medial e pela face ventral do
hipocampo, chegando até o bulbo olfatério, enquanto as fibras descendentes projetam-se
para o cerebelo e medula espinhal (WADA et al, 1991). O sistema neural
histaminérgico dos roedores é similar ao sistema encontrado no cérebro humano

(PANULA et al, 1984).

Os efeitos histaminérgicos sdo mediados por quatro subtipos de receptores: Hy,
H2, H3 e Hs (JUTEL; BLASER; AKDIS, 2005). A estimulacido desses receptores
desencadeia cascatas de sinalizagdo intracelular que implicam na plasticidade neuronal e,
consequentemente, em sua funcdo e estrutura (DERE et al, 2010). Os receptores Hi e Ha
sdo excitatérios, enquanto o subtipo Hz é um autorreceptor que regula de forma
inibitdria a sintese e liberacdo de histamina (HAAS; SERGEEVA; SELBACH, 2008).

Os receptores Ha sdo expressos primariamente em células envolvidas com o sistema
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imune e tiveram sua acdo no sistema nervoso central descrita recentemente

(GALEOTTI; SANNA; GHELARDINI; 2013).

o
m
A 3

Figura 1: Principais projeces histaminérgicas e distribuicdo de seus receptores no
encéfalo de ratos. As formas indicam as regides onde se localizam cada subtipo de
receptor e o maior tamanho de uma forma indica a predominancia do receptor
especifico. Acc: nucleo acumbens; Amy: amigdala; Hipot: hipotalamo; Str: estriado;
SN: substancia negra (KOHLER et al, 2011).

Estudos farmacoldgicos e genéticos em roedores indicam que, além de suas
funcGes amplamente conhecidas de mediacdo a resposta inflamatoria, a histamina pode
ser um potencial sinalizador de perigo, promovendo a reacdo de ansiedade (BROWN;
STEVENS; HAAS, 2001). A ansiedade e 0 medo sdo respostas adaptativas geradas em
antecipacdo ou na presenca de estimulos que ameacam perturbar a integracdo do
organismo. Enquanto o medo € geralmente provocado por um determinado contexto
distinguivel, a ansiedade pode ocorrer na auséncia de situacao de perigo (DAVIS, 2000).
VariagOes extremas ou perturbacdes dos mecanismos neurais de controle do medo e da

ansiedade podem desencadear situacdes de persisténcia da ansiedade mesmo apos a
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retirada do estimulo aversivo e levar a problemas psicoldgicos e de comportamento em
seres humanos, tais como o transtorno do péanico, as fobias, e 0s transtornos de estresse
pos-traumatico (CUTHBERT et al, 2003. VICTOR; BERNSTEIN, 2009. WEISBERG,

2009).

De acordo com McNaughton e Corr (2004), ha uma distin¢do funcional que faz
com que o medo seja uma rea¢do mais propensa a ameacas imediatas, com a funcdo de
afastar o animal para longe do perigo. Desta forma, abrange os comportamentos de luta,
fuga, congelamento (freezing) e se mostra insensivel a drogas ansioliticas. J4& em uma
situacdo de conflito entre aproximacao e esquiva, a ansiedade tem a funcdo de mobilizar
o animal em direcdo a fonte de ameaca. Na reacdo de ansiedade ocorre inibi¢do de
comportamentos diligentes, aumento do acesso ao risco e quiescéncia defensiva,

sensiveis a drogas ansioliticas.

Tais respostas adaptativas de defesa podem ser moduladas pela HA cerebral.
Gianlorenco et al (2015), em seu estudo sobre a consolidacdo da memdria de medo em
camundongos na tarefa de esquiva inibitoria, discutem que as proje¢des histaminérgicas
da substancia cinzenta periaquedutal, hipotdlamo, amigdala e vérmis cerebelar estdo

envolvidas na modulagéo da consolidagdo da memaoria emocional.

Tradicionalmente, o cerebelo esteve envolvido com funcbes de controle
sensorio-motor e equilibrio, evidenciados pelos déficits decorrentes de lesdes
cerebelares, como a dismetria, ataxia e tremor intencional (HOLMES, 1939). Porém,
evidéncias sugerem que desordens cerebelares podem também culminar em transtornos

psiquiatricos, incluindo esquizofrenia, transtorno bipolar, depressdo, ansiedade



Pagina |18

(BALDACARA et al, 2008). Schmahmann (2007) sugere que o controle motor é
influenciado principalmente pelo lobo anterior do cerebelo, enquanto o lobo posterior
estd envolvido com a cognicdo, e 0 vérmis cerebelar apresenta contribuicdo para o

processamento afetivo em seres humanos.

Estas novas descobertas abrem uma gama de possibilidades em ambito
experimental e clinico, entre elas reconhecer, diagnosticar e tratar condi¢cfes, antes
desconsideradas, que afetam a qualidade de vida de pacientes portadores de ataxia
cerebelar. Além disso, compreender tanto o amplo papel do cerebelo no sistema nervoso,
como a forma com que esta estrutura contribui para os sintomas neuropsiquiatricos,
mesmo na auséncia de ataxia € de suma importancia para o desenvolvimento de novos
tratamentos para distrbios de saude mental incapacitantes (JEREMY,

SCHMAHMANN, 2008).

Embora seja dificil reproduzir alguns sintomas de transtornos de ansiedade
evidenciados na préatica clinica, pode-se inferi-la com bastante precisdo em ratos ou
camundongos (JACOBSON, CRYAN, 2009). A correspondéncia entre modelos animais
e ansiedade tem sido explorada, principalmente com base em resultados farmacoldgicos
(TEIXEIRA; ZANGROSSI JR.; GRAEFF, 2000). No entanto, modelos tradicionais
interferem nos processos psicobioldgicos, como a habilidade motora, motivacao,
privacdo de alimentos e/ou agua. (HANDLEY, 1991). A fim de néo utilizar estimulos
aversivos, surgiram modelos de ansiedade baseados em comportamentos etologicos,

como o Labirinto em Cruz Elevado (LCE) (LARCERDA, 2006).
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Em estudos prévios do nosso laboratdrio, encontramos diferentes efeitos da
microinjecdo de substancias histaminérgicas no cerebelo em camundongos testados no
LCE e no teste de esquiva inibitoria. Gianlorenco, Canto-de-Souza e Mattioli (2011)
investigaram o efeito da microinjecdo de HA no vérmis cerebelar em camundongos
através do LCE, e demonstraram que o sistema histaminérgico e o cerebelo estdo
envolvidos no processo de consolidacdo da memdria emocional, através de inibicédo
dose-dependente da histamina. Recentemente, com o objetivo de investigar o papel dos
receptores H: e Hz na consolidacdo da memdria emocional em camundongos, 0s
resultados demonstraram que o antagonista H: clorfeniramina (CPA) ndo afetou o
comportamento dos animais nas doses utilizadas, porém foi capaz de reverter o efeito
inibitério da histamina na consolidacdo da memoria no LCE (GIANLORENCO et al,
2012). Por outro lado, Gianlorenco, Canto-de-Souza e Mattioli (2013) evidenciaram
uma facilitacdo na consolidacdo da memaoria emocional no teste de esquiva inibitdria na
dose 1,36nmol, e que o pré-tratamento com o antagonista H; ranitidina (RA) foi capaz

de prevenir este efeito.

Os resultados indicam possivel diferenca em modelos relacionados a ansiedade
ou ao medo. Lacerda (2006) discorre que o LCE aparentemente gera diferentes tipos de
medo e ansiedade, resultando em uma variabilidade complexa de interpretacdes sobre a
interacdo dos farmacos, e, desta forma, o aparelho foi modificado para o Labirinto em
T-Elevado (LTE). Com a proposta de avaliar o medo e a ansiedade em um Unico aparato
e sob as mesmas condigdes experimentais, Asth et al. (2012) validaram a utilizagédo do

LTE para avaliagio de memoria e ansiedade simultaneamente em camundongos,
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propondo sua maior exploragdo como um modelo potencial para o estudo

comportamental.

Com base no pressuposto de que o medo condicionado esta relacionado com o
transtorno de ansiedade generalizada (TAG), posto que drogas ansioliticas prejudicam
seu desempenho, e o medo incondicionado com o transtorno do panico (TP),
evidenciado pelo tratamento cronico com antidepressivos (GRAEFF, 2003), o LTE
surgiu como um potencial modelo de avaliagdo dos dois comportamentos em um
mesmo aparato. (GRAEFF; VIANA; TOMAZ, 1993. VIANA; TOMAZ; GRAEFF,
1994. ZANGROSSI JR.; GRAEFF, 1997. CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005). Neste
modelo, 0 medo condicionado é representado pela esquiva inibit6ria, medida de laténcia
do animal em alcancar um dos bragos abertos, sendo colocado na extremidade do bracgo
fechado, e o medo incondicionado é representado pela fuga da extremidade de um dos

bracos abertos para o braco fechado (TEIXEIRA; ZANGROSSI JR.; GRAEFF, 2000).

Para avaliar a atividade locomotora dos animais, utilizamos o aparato Campo
Aberto. Descrito por Hall na década de 1930, e estendido e modificado por
Broaderhurst em 1960, o teste foi inicialmente utilizado para avaliar o estado motor e a
emocionalidade de ratos. O termo emocionalidade expressa, segundo Hall,
comportamentos derivados de sua exposi¢do a um ambiente novo, como a imobilidade
(LISTER, 1990). O aparelho original consiste de uma arena circular bem iluminada com
aproximadamente 1,2 m de diametro, circundada por uma parede circular de 0,45 m de
altura. Normalmente o procedimento consiste em confrontar o animal com a novidade
do ambiente e observar comportamentos como exploracdo horizontal (numero de linhas

cruzadas no chdo da arena pelo animal), exploragdo vertical (nimero de elevagdes sobre



Pagina |21

as patas traseiras), tempo de autolimpeza (grooming), defecagdo e tempo gasto para
deixar a area central. Outros pardmetros de avaliacdo foram sendo gradativamente
acrescentados ao teste, com a possibilidade de utilizacdo de mais de 30 itens de

avaliacdo (WALSH, 1976).

Os roedores parecem preferir a periferia ao centro do aparelho, normalmente
ambulando em contato com as paredes, ou seja, apresentam tigmotaxia (RAMOS et al.,
1998. LISTER, 1990. PRUT; BELZUNG, 2003. CAROLA et al., 2002). Portanto,
assim como no Labirinto em Cruz Elevado, a tigmotaxia estaria relacionada com a
ansiedade no Campo Aberto (CHOLERIS et al, 2001). Desta forma, tem sido proposto
0 emprego deste modelo na avaliacdo da ansiedade, considerando-se que um aumento
na ambulacdo do animal e maior permanéncia do mesmo na regido central seriam
indicativos de uma reducdo da ansiedade (LISTER, 1990. CHOLERIS et al, 2001).
Entretanto, esta proposta tem sido criticada por alguns autores, principalmente pelo fato
das medidas avaliadas poderem ser influenciadas por véarios fatores outros aléem da
prépria ansiedade, como atividade locomotora e exploracdo. A novidade de uma
primeira exposicdo pode gerar imobilidade ou extrema locomocdo na periferia do

aparelho (FILE, 2001).

O NTM ¢ o unico nacleo histaminérgico do sistema nervoso central e esta
localizado no hipotdlamo posterior. Como previamente descrito, estd também
relacionado com a manutencdo da vigilia, sendo o principal inibidor do ndcleo pré-
Optico ventro-lateral (VLPO). Os neurdnios histaminérgicos inervam praticamente o
cérebro inteiro, incluindo a regido da juncdo mesopontina responsavel pelo sono REM.

A atividade histaminérgica é promotora da vigilia e lesdbes do NTM resultam em
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hipersonoléncia. Por outro lado, durante o sono NREM e REM, a atividade

histaminérgica é tonicamente inibida pelo VLPO (PACE-SCHOTT; HOBSON, 2001).

Desta forma, a fim de elucidar a relacdo entre as fun¢Ges ndo motoras do
cerebelo e o sistema histaminérgico neuronal, o presente estudo propds a avaliagdo
comportamental de camundongos submetidos ao LTE apds microinjecdo de histamina

no vérmis cerebelar e a avaliacdo locomotora dos animais através do Campo Aberto.
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2. OBJETIVOS:

2.1 Geral:

Investigar os efeitos do sistema histaminérgico cerebelar de camundongos, na
consolidacdo da memoria emocional (esquiva inibitoria e fuga) no Labirinto em T-

Elevado e atividade locomotora no Campo Aberto.

2.2 Especificos:

I. Avaliar o efeito da histamina intravérmis cerebelar na consolidacdo da
memoria emocional no comportamento de fuga e atividade locomotora em

camundongos no LTE e no Campo Aberto, respectivamente;

Il. Avaliar o efeito da histamina intravérmis cerebelar na consolidacdo da
memaria emocional no comportamento de esquiva inibitoria e atividade locomotora em

camundongos no LTE e no Campo Aberto, respectivamente.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 192 camundongos, dos quais 111 chegaram ao final dos
experimentos tendo o sitio de microinjecdo confirmado e seus dados utilizados nas
analises finais (Anexo A). Todos os camundongos utilizados apresentavam as seguintes
caracteristicas: machos da espécie Mus musculus, linhagem Suigo Albino, pesando entre
25-35¢g e com idade entre 5 e 7 semanas (Figura 2). Os animais, oriundos do Biotério
Central da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), SP, Brasil foram aclimatados
no biotério do préprio Laboratorio de Neurociéncias, situado no Departamento de
Fisioterapia da mesma universidade em ambiente controlado (ciclo de luz de 12 horas,

com as luzes acesas as 07:00, temperatura de 23 + 1°C e umidade de 50+£5%).

Figura 2 — Camundongos machos da linhagem Suico Albino
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Os sujeitos experimentais permaneceram alojados em gaiolas (28x18x11cm)
com capacidade para 5 individuos. Agua e comida estiveram disponiveis ad libitum aos
animais durante todo o estudo, exceto durante os periodos de testes. Todos 0s
camundongos sobreviventes a cirurgia (n = 176) foram testados sendo
experimentalmente ingénuos, e as sessdes experimentais foram conduzidas durante o
periodo do ciclo de luz (8:00 — 12:00) para minimizar a influéncia da variacdo do ritmo

circadiano dada por respostas comportamentais.

O projeto recebeu a aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Sdo Carlos (CEUA/UFSCar), parecer n® 012/2014 e protocolo
de registro n® 012/2014 (Anexo B). Os preceitos especificados pela Sociedade Brasileira

de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC) foram respeitados.

3.2 Cirurgia e microinjecao

Os camundongos foram anestesiados via intraperitonial utilizando uma solucédo
de cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), além da administracdo de
anestesia local (3% de lidocaina com norepinefrina 1: 50.000), e posicionados no
aparelho estereotaxico Stoelting. Uma canula guia de 7 mm de aco inoxidavel (calibre
25) foi implantada no vérmis cerebelar de acordo com as seguintes coordenadas de
Paxinos e Franklin (2001): 6,5mm posterior ao bregma, Omm laterais a linha média e
2,0mm de medida ventral a partir da superficie do cranio (Figura 3). A canula guia foi
fixada ao cranio com acrilico dental e parafusos de joalheiro. Um mandril (fio de aco
inoxidavel de calibre 33) foi inserido na canula guia para reduzir a incidéncia de oclusao

e contaminacdo. A analgesia pds-operatoria foi fornecida durante 3 dias, adicionando
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acetaminofeno (200 mg/ml) em a agua potavel numa proporcdo de 0,2 ml de

paracetamol para 250ml de agua (a concentracdo final foi de 0,16 mg/mL).

Figura 3 — Camundongo posicionado no aparelho estereotaxico

As drogas ou solucdo salina (SAL) foram infundidas no vérmis cerebelar

utilizando uma agulha de micro-injeccdo (calibre 33), que se estendia de 2,0mm para
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além da ponta da canula guia. A unidade de microinjeccdo foi ligado a uma micro-
seringa Hamilton atraves de um tubo de polietileno (PE-10), e uma bomba de infuséo,
que foi programada para administrar um volume de 0,5 mL ao longo de um periodo de
60s (GIANLORENCO; CANTO-DE-SOUZA; MATTIOLI, 2011). Uma bolha de ar no
tubo de polietileno antes, durante e apos a infusdo confirmou o fluxo da solugdo. A
agulha foi mantida in situ por cerca de 60s a fim de facilitar a dispersdo do veiculo ou

droga e evitar seu refluxo.

3.3 Tratamento Farmacoldgico

Dicloridrato de histamina (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA),
nas doses 2.72 nmol, 4.07 nmol, 6.8 nmol e 13.6 nmol/0,5ul preparados num veiculo de
solucdo salina fisioldgica a 0,9% estéril. A solucdo salina foi usada como controle
experimental. As doses foram baseadas em estudos anteriores (GIANLORENCO;
CANTO-DE-SOUZA; MATTIOLI, 2011) e no estudo-piloto em nosso proprio
laboratdrio. As solucBes foram armazenadas sob refrigeracdo em tubos de identificacdo

desconhecida pelo experimentador até 0 momento de anéalise dos dados.

3.4 Equipamentos e Procedimentos

3.4.1 Labirinto em T-Elevado

Semelhante ao modelo adaptado para camundongos de Conde, Costa e Tomaz
(1999), o aparato consiste em trés bracos de dimensdes iguais (30x5cm), elevados a
30cm do solo. O brago fechado, delimitado por paredes laterais (15cm), € perpendicular

a dois bragos abertos (Figura 4).
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Figura 4 — Labirinto em T-Elevado.

O LTE permite a avaliacdo dos dois tipos diferentes de comportamento:
esquiva inibitoria (medida por meio da laténcia do animal em alcangar um dos bragos
abertos, se posto inicialmente na extremidade do braco fechado) e a fuga (laténcia do
animal em alcancar o braco fechado, sendo posicionado inicialmente na extremidade de
um dos bragos abertos). Como roedores tém aversdo natural a ambientes desprotegidos
e elevados, ha preferéncia pelo brago fechado. A aprendizagem é medida pelo aumento
do tempo que o animal leva para sair do braco fechado na esquiva inibitéria e a
diminuicdo do tempo que o animal leva para sair de um dos bracos abertos na avaliagdo
de fuga, ao longo de trés sucessivas tentativas na exposi¢cdo (GRAEFF, 2003). A
avaliacdo da consolidacdo da memdria emocional foi testada através de uma Unica

avaliacdo de saida do braco fechado (esquiva inibitéria) ou uma de saida de um dos
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bracos abertos (fuga), 24 horas ap0s a primeira exposicdo. O ambiente de teste foi
isolado do restante da sala. Uma camera posicionada a 90° acima do labirinto e acoplada

ao computador permitiu o registro das imagens.

3.4.2 Campo Aberto

O equipamento consiste em uma arena de madeira quadrada (52x52cm), com
paredes opacas de 27cm de altura e piso divido em 25 quadrantes iguais de 10x10cm
(Figura 5). Ap0s a reexposicdo ao LTE, o animal foi posicionado no centro da arena, e
sua atividade locomotora avaliada, no intervalo de 300 segundos. Os parametros de
avaliacdo utilizados foram o nimero de quadrantes percorridos (exploracdo horizontal),
namero de elevacdes (exploracdo vertical) e tempo de permanéncia no centro da arena

durante o tempo determinado.
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Figura 5 — Campo Aberto.

3.5 Delineamento do estudo

O protocolo experimental foi baseado no relatério de Teixeira, Zangrossi Jr. e
Graeff (2000), adaptado para camundongos por Asth et al (2012) e testado em estudo
piloto em nosso laboratério. O delineamento do estudo esta representado na figura 6.
Cinco dias apds a cirurgia estereotaxica, os animais foram transportados para a sala de

testes e deixados em repouso durante pelo menos 30 minutos antes dos experimentos

para habituagé&o.

No Experimento I, com o objetivo de avaliar o efeito da histamina no
comportamento de fuga no LTE, os animais foram expostos ao aparato trés vezes

consecutivas, com intervalos de 30 segundos entre as exposi¢des, na extremidade de um
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dos bragos abertos. A medida de laténcia de saida, com as quatro patas, foi utilizada
como parametro de comparacdo com a reexposicdo. Imediatamente apOs a ultima
exposicdo ao labirinto, os camundongos receberam microinfusdo, no vérmis cerebelar,
de HA (2.72 nmol, 4.07 nmol, 6.8 nmol e 13.6 nmol/0,5ul) ou solucéo salina. Vinte e
quatro horas apds a primeira exposi¢do ao LTE, os animais foram reexpostos ao mesmo
braco aberto e sua medida de laténcia de saida, com as quatro patas, para o braco
fechado, foi medida apenas uma vez. A diminuicdo da laténcia de saida do braco aberto
na reexposicdo em relacdo ao primeiro dia foi utilizada como medida de consolidacao

da memodria nos animais.

Logo apds o teste no LTE, a atividade locomotora dos camundongos foi
avaliada utilizando o campo aberto. Durante 5 minutos, os animais puderam explorar
livremente a arena. O equipamento foi limpo com uma solucdo de etanol a 5% entre

cada animal para evitar transferéncia de odor.

INFUSAO DE
HISTAMINA

CIRURGIA

] REEXPOSICAO
ESTEREOTAXICA

(LTE)

EXPOSICAO HISTOLOGIA

(LTE)
ATIVIDADE
LOCOMOTORA
. (CAMPO ABERTO)

Figura 6 — Delineamento do Estudo.
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No Experimento IlI, com o objetivo de avaliar o efeito da histamina no
comportamento de esquiva inibitoria no LTE, os animais foram expostos ao aparato trés
vezes consecutivas, com intervalos de 30 segundos entre as exposicdes, na extremidade
do braco fechado e sua medida de laténcia de saida, com as quatro patas, foi mensurada.
Imediatamente ap0s a Ultima exposicao ao labirinto, os animais receberam microinjecédo
e reexpostos 24h ao aparato depois, seguindo os procedimentos do experimento I. O
aumento da laténcia de saida do braco fechado da reexposicdo em relacdo ao primeiro

dia foi utilizado como medida de consolidacdo da memaria nos animais.

3.6 Grupos Experimentais

Tabela 1 — Experimento I: Efeito histaminérgico na consolidacédo da

memdaria emocional no comportamento de Fuga no LTE

GRUPOS N FARMACOS
EXPERIMENTAIS

GRUPO 1 11 SAL

GRUPO 2 10 2.72 nmol/0,5ul

GRUPO 3 10 4.07 nmol/0,5ul

GRUPO 4 11 6.8 nmol/0,5ul

GRUPO 5 10 13.6 nmol/0,5ul
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Tabela 2 — Experimento I1: Efeito histaminérgico na consolidacédo da

memdaria emocional no comportamento de Esquiva Inibitéria no LTE

GRUPOS N FARMACOS
EXPERIMENTAIS
GRUPO 1 12 SAL
GRUPO 2 12 2.72 nmol/0,5ul
GRUPO 3 12 4.07 nmol/0,5ul
GRUPO 4 12 6.8 nmol/0,5ul
GRUPO 5 11 13.6 nmol/0,5ul
3.7 Histologia

Ao final dos experimentos, todos os animais receberam uma infuséo de 0,1ul
de 1% de azul de metileno de acordo com o procedimento da infusdo das drogas,
descrito acima. Apos receberem uma dose superior do anestésico pentobarbital sédico,
os animais foram decapitados e seus encéfalos removidos e acomodados em recipientes
contendo solucdo de formalina (10%). Posteriormente, os encéfalos foram seccionados
coronalmente (80um) ao longo do trajeto da canula, utilizando um micrétomo criostato
(criostato ANCAP 300). As seccdes foram inspecionadas atraves de um microscopio
(Olympus B202), com a visualizagdo da dispersdo do azul de metileno indicando o local

da injecéo, segundo as coordenadas de Paxinos e Franklin (2001).

Foram excluidos os dados dos animais com locais de injecdo fora vermis

cerebelar. O tamanho da amostra final de cada corte variou entre 6 e 13. A anélise
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histologica confirmou que um total de 111 camundongos tiveram o posicionamento
preciso da canula, principalmente nas coordenadas 6.24 e 6.36. Os dados registrados por

animal estdo descritos no Anexo C.

3.8 Analise Estatistica

Todos os resultados foram inicialmente convertidos em Logl10 e submetidos ao
teste de Levene para verificar homogeneidade da amostra. Os dados foram entdo
analisados através do teste de analise de variancia de duas vias (ANOVA Two-way).
Quando identificada diferenca significativa nos valores de F, os dados foram analisados
pelo post-hoc de Duncan. Valores de p < 0,05 foram adotados como nivel de

significancia.
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4. RESULTADOS

4.1 Experimento |

Os resultados mostram o efeito da histamina sobre a consolidagdo da memoria

emocional no comportamento de fuga no LTE.

A anélise de variancia ANOVA de duas vias indicou que ndo houve diferenca
significativa entre os animais expostos ao LTE sem tratamento farmacoldgico (grupo
controle) para todas as medidas avaliadas (Tabela 3), o que permitiu utilizar os

resultados de T1 como Pool para as analises seguintes.

Tabela 3: Valores de ANOVA 2 vias para as variaveis do experimento 1 analisadas

na exposicao sem tratamento farmacoldgico

Medida F Valor de p

Tempo de saida do braco 0.993081 0.420667

abertodo LTE

N&o houve diferenca significativa entre os resultados obtidos entre o grupo que
recebeu solucdo salina (grupo controle) e os grupos que receberam microinjecédo de
histamina em todas as doses (Fs47 =1.714, p>0.05)), 0 que sugere que a histamina nao
afetou a consolidacdo da memoria no comportamento de fuga no LTE nas doses

utilizadas neste estudo (Figura 7).
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Figura 7: Laténcia de saida dos bracos abertos (fuga) de camundongos no Labirinto
em T-elevado (POOL), quando comparados com a laténcia de saida dos bragos abertos
24 horas ap0s da administracdo da solucédo salina ou de histamina nas doses 2.72 nmol,

4.07 nmol, 6.8 nmol e 13.6 nmol/0,5ul.

4.2 Experimento 11

Os resultados mostram o efeito da histamina sobre a consolidagdo da memoria

emocional no comportamento de esquiva inibitoria no LTE.

A andlise estatistica mostrou uma diferenca significativa apenas entre o grupo
controle e o grupo histamina na dose 6.8 nmol/0,5ul, (Fas4 = 7.117, p<0.0001) onde o
teste de Duncan revelou um aumento significativo da laténcia de saida do brago fechado
no segundo dia (p = 0, 000804). Além disso, houve diferenca significativa entre esta

dose e todos os outros grupos analisados (p<0.05). Este resultado sugere que a
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histamina facilita a consolidacdo da memoria no comportamento de esquiva inibitoria

em camundongos na dose 6.8 nmol/0,5ul (Figura 8).
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Figura 8: Laténcia de saida dos bracos fechados (esquiva inibitoria) de
camundongos no Labirinto em T-elevado (POOL), quando comparado com a laténcia
de saida dos bracos fechados 24 horas ap6s da administracdo de solucéo salina ou de
histamina nas doses de 2.72 nmol, 4.07 nmol, 6.8 nmol e 13.6 nmol/0,5x/. * Representa
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05); # Representa diferenca

significativa em relacdo a todos 0s outros grupos.

Os resultados do campo aberto ndo mostraram diferenca significativa entre
nenhum dos grupos (Fa,106=0,3349, p>0.05), sugerindo que a histamina, administrada
24h antes do teste, ndo apresentou efeitos adversos sobre a locomocdo dos

camundongos (Figura 9). No entanto, o tempo de permanéncia na area central nos
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grupos Salina e na dose mais alta (13.6nmol) foi significativamente maior em relacédo

aos demais grupos (p<0,05).

rridos

de quadrantes perc

Nimer:

170

OsAL ma07 | %] | BER
Figura 9 — NUmero de quadrantes percorridos no Campo Aberto 24h apds a
administragdo de histamina (2.72 nmol, 4.07 nmol, 6.8 nmol e 13.6 nmol/0,5ul) €

imediatamente apds a Gltima exposi¢do ao LTE.



Pagina |39

5. DISCUSSAO

Os resultados do Experimento | ndo mostraram diferenca significativa entre o
grupo controle e as doses utilizadas no comportamento de fuga em camundongos,
analisada através do LTE. A fuga medida no LTE pode servir como um modelo animal
de pénico, evidenciada pela reducdo de laténcia de saida dos bracos abertos apos
administracdo aguda de benzodiazepinicos em doses ndo-sedativas (MOCHCOVITCH,
NARDI, 2010). Em todas as doses utilizadas em nosso estudo, houve declinio de
laténcia de saida do braco aberto, bem como no grupo controle, sugerindo que néo
houve efeito da histamina intracerebelar na consolidacdo da memoria emocional em

camundongos em nossas condi¢des experimentais.

Estes resultados concordam com o estudo de Carvalho-Neto e Nunes-de-Souza
(2004). Os autores discorrem que ndo ha diferenca significativa na laténcia para deixar o
braco aberto ao longo de cinco exposi¢oes, 0 que sugere que ndo ha habituacdo a fuga
do braco aberto e, portanto, a laténcia para abandonar o braco aberto ndo € um
parametro Util para avaliar o medo incondicionado nesta espécie. Jardim et al (1999)
observaram que a laténcia para abandonar o braco aberto é bastante semelhante a
laténcia para abandonar o braco fechado pela primeira vez (laténcia da linha de base),

sugerindo que os camundongos ndo fogem do brago aberto.

No teste de campo aberto, realizado imediatamente ap0s a Ultima exposi¢ao ao
LTE, ndo houve diferenca significativa entre 0 numero de quadrantes percorridos,
exploracdo central ou elevagdes dos animais, em todos os grupos avaliados. Estes

resultados indicam que a microinjecdo de histamina no vérmis cerebelar dos
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camundongos, vinte e quatro horas anteriores a reexposic¢ao no labirinto, ndo afetou sua

atividade locomotora.

No experimento Il, foi avaliada a esquiva inibitéria no mesmo aparato,
utilizando diferentes animais. Os resultados mostraram aumento da laténcia de saida do
brago fechado 24h apds a administracdo de histamina na dose 6.8 nmol em comparagéo
ao grupo controle, o que sugere um efeito facilitatério sobre a memoria emocional de

camundongos nesta dose.

Na esquiva inibitoria, medida através da laténcia de saida do braco fechado no
LTE, os animais evitam os bracos abertos (Zangrossi Jr, Graeff, 1997). Quando
reexpostos no aparato, 24h apds o treino, 0 aumento da laténcia para sair do braco
fechado para um dos bracos abertos sugere a consolidacdo da memoria emocional.
Durante a sessdo de treino no primeiro dia, 0s animais aprendem a discriminar entre 0s
bracos abertos e o fechado e expressam sua escolha com base na experiéncia prévia

(ASTH et al, 2012).

O efeito facilitatério da microinjecdo de histamina no vérmis cerebelar de
camundongos na esquiva inibitoria foi documentada por Gianlorengo, Canto-de-Souza e
Mattioli (2013) no LCE. A resposta foi uma curva de dose-efeito n&o-linear em U
invertido, e o pré-tratamento com o0 antagonista de H2, ranitidina, aboliu este efeito,
enquanto a microinfusdo combinada com antagonista de H1, clorfeniramina, ndo foi

capaz de prevenir o efeito facilitatério da histamina.

Além disso, encontramos uma diminuicdo da laténcia de saida do braco

fechado no segundo dia, em relacdo a primeira exposicdo, em camundongos submetidos
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ao labirinto, somente no grupo controle. Este resultado surpreendeu, uma vez que um
aumento de laténcia de esquiva tem sido relatado em roedores (TEIXEIRA;
ZANGROSSI; GRAEFF, 2000. CARVALHO-NETO; NUNES-DE-SOUZA, 2004.

ASTH et al, 2012).

Carvalho-Netto e Nunes-de-Souza (2004) mostraram, eu seu estudo sobre
protocolos utilizando o LTE para avaliacdo de ansiedade e memdria em camundongos,
uma maior expressao dos resultados quando o aparato possui paredes translucidas, em
comparagdo ao labirinto com paredes opacas, uma vez que a baixa da laténcia para
deixar o brago fechado, com aumento gradual ao longo das exposigdes, e a diminuigdo
da laténcia para deixar o braco aberto sdo importantes para demonstrar o aprendizado
nos testes de esquiva inibitoria e fuga, respectivamente. O mesmo autor sugere que 0
aumento do numero de exposicOes (cinco em vez de trés exposicOes) no braco fechado
auxilia a aquisicdo da memoria dos animais, enquanto 0 aumento no numero de

exposicoes para o grupo de fuga ndo mostrou diferenca entre trés ou cinco exposi¢oes.

Os presentes resultados podem ser atribuidos a uma caracteristica desta espécie,
ou seja, 0 comportamento exploratério em camundongos pode ser mais evidente do que
0 medo do braco aberto do LTE, uma vez que os camundongos tem um comportamento
exploratério mais ativo do que os demais roedores. Panksepp (2010) explica o
comportamento com a teoria que engloba um dos quatro instintos bésicos de
sobrevivéncia em mamiferos, o “Seeking System”. Segundo o autor, o animal pode
tornar-se extremamente interessado em explorar e/ou cumprir uma determinada tarefa
em uma situacdo de conflito. Coenen e Schlaepfer (2012) salientam que o sistema néo

responde apenas a incentivos positivos, mas a conflitos emocionais em que 0s animais
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precisam procurar solucdes para o problema, como em situacdes de avaliacdo de risco

nos bragos abertos.

No teste de campo aberto, realizado imediatamente apds a ultima exposi¢ao ao
LTE, ndo houve diferenca significativa entre o nimero de quadrantes percorridos em
todos os grupos avaliados. Estes resultados indicam que a microinjecdo de histamina no
vérmis cerebelar dos camundongos, vinte e quatro horas anteriores a reexposi¢cao no
labirinto, ndo afetou sua atividade locomotora geral. No entanto, o tempo de
permanéncia na &rea central nos grupos Controle (SAL) e na dose 13.6nmol foi
significativamente maior que os demais, 0 que suporta a teoria de que o instinto de

exploracao/forageamento se sobrepde ao medo do espaco aberto.

File (2001), encontrou, através do emprego da anélise fatorial, que a variavel
locomocdo na porcao central do Campo Aberto contribui para o mesmo fator no qual
estdo as medidas de ansiedade no Labirinto em Cruz Elevado, para ratos machos,
enguanto que para as fémeas, estas mesmas variaveis pesaram mais no fator locomocao.
Lacerda (2006), em seu estudo sobre efeito de ansioliticos no Campo Aberto, por outro
lado discute que nas doses mais altas, o efeito pode ser inespecifico, uma vez que o
diazepam poderia sedar os animais e 0 pentilenotretrazol poderia causar alteractes
fisiologicas que se confundiriam com manifestagdes pre-convulsivantes competindo
com outros comportamentos. Portanto, o emprego da ambulagéo central no Campo

Aberto como indice de ansiedade é uma questdo ainda em discussao.

Desta forma, sugerimos o uso do aparato como um potencial método de

avaliagéo para estudos de hiperatividade em camundongos.
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6. CONCLUSOES

Em sintese, os resultados do presente estudo sugerem que a histamina tem
efeito facilitatorio sobre a memoria emocional de camundongos submetidos ao teste de
esquiva inibitéria pelo LTE e ndo possui efeito sobre a memoria emocional no
comportamento de fuga. Por fim, sugerimos o uso do aparato como um método de

avaliacdo para estudos de hiperatividade em camundongos.
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ANEXO A — MISSING

MOTIVO
Morte durante a cirurgia 16
Cénula posicionada fora do sitio de 4
implantacéo
Animais fora do peso estabelecido 4
Perda de capacete durante os testes 29
Canula obstruida 20
Comportamento outlayer 5
N inicial: 192

N final: 111
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ANEXO B

Parecer da Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de

Séo Carlos (CEUA/UFSCar)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAD CARLOS

| PRO-REITORIA DE PE SQUISA
- Comissdo de Efica no Uso de Animais
Ho Via Washington Luis, km. 235 - Caixa Postal 878

Fones: (D16) 3351.8025 [ 3351.9679
Fax: (018) 3351.8025
CEP 13580-g70 - Sao Carlos - SP - Brasil
ceua@ufscar.br - www.propg. ufscar.br

Parecer da Comissao de Etica no Uso de Animais

n® 012/2014

Protocolo n®. 01212014

A Comiss3o de Efica no Uso de Animaiz da Universidade Federal de 530 Caros -
CEUAUFSCar APROVOU o projeio de pesquisa intitulado Pape! histaminérgico cerebelar na
consofidagdo da meméana emocional e afvidade locomotora em camundongos no labirnto em T-

Elevado, submetido pelo pesquisador Bruna Silva Marques.

530 Carlos, 09 de junho de 2014

.||II|'IS4 vy | qf;.' T = W l.r fr-' r[e"_)r !'-:‘ ["I i .-.l.-{-‘ L '- J t..-lf’""-‘cj'- e

Profa. Dra. Azair Liane Matos do Canto de Souza

Presidents da Comissdo de Etica no Uso de Animais
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ANEXO C - SITIO DE IMPLANTACAO DAS CANULAS CONFIRMADAS

PELA HISTOLOGIA NO VERMIS CEREBELAR

Experimento | — Fuga

G3
6,36 6,24 6,36 6,36 6,24
6,36 6,36 6,36 6,24 6,24
6,24 6,48 6,36 6,24 6,36
6,48 6,24 6,24 6,24 6,48
6,36 6,24 6,48 6,36 6,48
6,24 6,36 6,24 6,36 6,36
6,36 6,24 6,36 6,48 6,24
6,36 6,36 6,24 6,36 6,36
6,36 6,48 6,24 6,36 6,24
6,24 6,24 6,36 6,48 6,48
6,24 6,24




Experimento Il — Esquiva inibitoria
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Gl G2 G3 G4 G5
6,48 6,24 6,24 6,36 6,24
6,24 6,36 6,24 6,36 6,48
6,24 6,24 6,48 6,36 6,36
6,48 6,36 6,36 6,48 6,24
6,24 6,24 6,48 6,48 6,24
6,24 6,36 6,36 6,24 6,36
6,36 6,24 6,36 6,24 6,24
6,36 6,24 6,36 6,36 6,24
6,24 6,48 6,24 6,48 6,24
6,36 6,36 6,24 6,48 6,36
6,24 6,36 6,36 6,24 6,36
6,24 6,48 6,24 6,24 ---




