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RESUMO

Diversos trabalhos experimentais demonstram que o medo € uma resposta adaptativa crucial
para a sobrevivéncia. Assim, as memorias de medo ou aversivas sdo solidamente armazenadas
no cérebro, permitindo aos animais reconhecer e responder adequadamente a situacdes
ameacadoras. Paralelo a importancia de formar e manter memorias associadas a situagdes
aversivas, ¢ fundamental a habilidade de inibir ou extinguir memorias de medo aprendido
quando estas ja ndao forem mais relevantes. Dificuldades neste processo de inibi¢ao
constituem a base de desordens psiquidtricas relacionadas a ansiedade, as quais tém
repercussdes sociais cada vez mais prevalentes (Jeffrey & Jay, 1998; Quirk & Gehler, 2003;
Myers & Davis, 2002). A extingdo de memorias constitui um novo aprendizado envolvendo
substratos neuroanatdmicos, celulares e moleculares, além de requerer expressdao génica e
sintese de proteinas em diferentes dreas do cérebro. Tanto o cértex pré-frontal medial como o
cortex entorrinal, a amigdala basolateral e o hipocampo desempenham um papel fundamental
neste processo (Cammarota et al, 2007). A histamina controla vérias fun¢des neurobioldgicas
e comportamentais. Baseado nestes fatos percebe-se a necessidade de verificar modos de
acelerar a extin¢do ou inibi¢do de memorias aversivas, bem como estudar por qual via de
sinalizacdo isso ocorre. O papel do sistema histaminérgico da regido CAl do hipocampo
dorsal foi analisado na extingdo de memdria relacionado a tarefa de esquiva inibitdria.
Utilizamos ratos machos Wistar de trés meses de idade, treinados na tarefa de Esquiva
Inibitéria (EI) segundo Lattal & Abel (2001). Nesta tarefa durante o primeiro dia (treino) o
animal foi colocado na caixa de esquiva e exibiu uma resposta inata exploratoria. Apds descer
da plataforma no interior da caixa, rumo ao assoalho metdlico, aprendeu a associar a descida
da plataforma com um leve choque aplicado nas quatro patas. No segundo dia (teste) foi
permitido ao animal explorar a caixa por um tempo méaximo de 600 segundos. Apds, o animal
foi retirado da caixa e foram infundidos agonista e antagonista dos receptores de histamina
H1, H2 e H3 em canulas bilaterais posicionadas na regido CA1l do hipocampo dorsal, de
acordo com as coordenadas obtidas no Atlas Paxinos e Watson (1986). Logo em seguida, o
animal foi devolvido a sua caixa de moradia. No terceiro dia, os animais foram novamente
colocados na caixa da esquiva e foi verificado o tempo de laténcia (tempo em que o animal
demorou a descer da plataforma). A diferenca entre o tempo que o animal permaneceu sobre a
plataforma na sessdo de teste e o tempo que permaneceu sobre a mesma na sessao de treino
foi o valor utilizado como medida de aprendizagem. O aprendizado em EI envolve vérias
habilidades, incluindo percep¢do espacial e visual, sensibilidade a dor e um componente
emocional amplamente modulado por hormonios relacionados ao estresse (Izquierdo &
Medina, 1997). Verificamos que a histamina melhora a extin¢do de memorias aversivas € este
efeito parece ser mediado pelo receptor Hy.

PALAVRAS-CHAVE: MEMORIA AVERSIVA; MEMORIA / efeitos de drogas; HISTAMINA;
APRENDIZAGEM DE ESQUIVA INIBITOIA



ABSTRACT

Several experimental works have demonstrated that fear as an adaptive response is crucial to
survival. Therefore, fear-related or aversive memories are solidly stored in the brain,
allowing animals to recognize and properly respond to threatening situations. Parallel to the
importance of forming and keeping memories associated to aversive situations, the ability to
inhibit and extinguish memories related to learned fear when they are no longer relevant is
crucial. Difficulties in that inhibition process constitute the basis of anxiety-related
psychiatric disorders, which have increasing prevalent social repercussions (Jeffrey & Jay,
1998; Quirk & Gehler, 2003; Myers & Davis, 2002). Extinction of memories constitutes a
new learning that involves neuroanatomic, cellular, and molecular substrates, besides
requiring genic expression and protein synthesis in distinct brain areas. Both the medial
prefrontal cortex and the entorhinal cortex, the basolateral amygdala and the hippocampus
play a crucial role in that process (Cammarota et al, 2007). Histamine controls several
neurobiological and behavioral functions. Based on those facts, it is necessary to find ways
to improve extinction or inhibition of aversive memories, as well as to study which signaling
pathway it takes place through. The role played by the histaminergic system at the CAl
region of the dorsal hippocampus was examined in the extinction of memories related to the
step-down inhibitory avoidance task. We have used three-month-old male Wistar rats trained
in a one-trial, step-down inhibitory avoidance task (IA) according to Lattal & Abel (2001).
In that task, during the first (training) day the animal placed in the avoidance box exhibited
an inborn exploratory response. After it stepped down from the platform inside the box,
towards the metallic floor, it learned to associate that move with a light footshock applied to
its four legs. In the second (training) day, the animal was allowed to explore the box for a
maximum of 600 seconds. Afterwards, it was taken from the box and histamine receptor H1,
H2, and H3 agonists and antagonists were infused into bilateral cannulas placed at the CA1l
region of the dorsal hippocampus, according to guidelines obtained from the Paxinos and
Watson Atlas (1986). Immediately after that the animal was returned to its living box. On
the third day, the animals were once again placed in the avoidance box and latency time (i. e.,
the time it took for the animal to come down from the platform) was checked. The difference
between the times the animal remained over the platform in the test session and in the
training session was the value used as a learning measure. Learning in IA involved several
abilities, including spatial and visual perception, sensitivity to pain, and an emotional
component widely modulated by stress-related hormones (Izquierdo & Medina, 1997). We
have found that histamine improve the extinction of aversive memories, and such effect
seems to be mediated by the H, receptor.

KEY WORDS: AVERSIVE MEMORY; MEMORY / drug effects; HISTAMINE ; STEP-DOWN
INHIBITORY AVOIDANCE LEARNING.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AA
AC
CAl, CA2, CA3

cAMP

CCA
CE
CP
CPF
CPP
CRE

CREB
DAG
DMSO
EI

ERA
ERK1/2

5-HT1A
L.C.v.
LT™M
LTP
MAPK

Ml
mRNA
NMDA

acido araquidonico

adenilil ciclase

Corno de Amon 1, 2, ou 3, regides do hipocampo, que os
primeiros anatomistas julgaram ter formato semelhante ao
chifre presente em algumas representagdes de Amon, rei dos
deuses da cidade de Tebas, na mitologia do Antigo Egito.
adenosilil monofosfato ciclico, do inglés ciclic adenosylyl
monophosphate

cortex cingulado anterior

cortex entorrinal

cortex parietal

cortex pré-frontal

cortex parietal posterior

elemento responsivo ao cAMP, do inglés cAMP responsive
element

proteina ligante ao CRE, do inglés CRE binding protein
diacilglicerol

dimetilsulféxido

Esquiva Inibitdria

Reacdo Aguda ao Estresse

proteina cinase regulada por sinal extracelular, isoformas 1 e 2,
do inglés extracellular signal-regulated protein kinase >
receptor serotonérgico

inra-cérebro-ventricular

Memoria de Longa Duragao, do inglés Long-Term Memory
Potenciacao de Longa Duragao, do inglés Long-Term Potentiation
proteina cinase ativada por mitdgenos, do inglés mitogen-activated
proteim kinase

receptor muscarinico

RNA mensageiro

N-metil-D-aspartado, do inglés N-methyl-D-aspartate



NMDAr
NR2B
nT™
PKA
PKC
SNC
STM
TEPT
Tr

TT1
TT2
VMAT-2

receptor NMDA, do inglés NMDA receptor

subunidade do receptor NMDA

nucleo tibero-mamilar

proteina cinase A, do inglés protein kinase A

proteina cinase C, do inglés protein kinase C

Sistema Nervoso Central

Memoria de Curta Duragdo, do inglés Short-Term Memory
Transtorno do Estresse Pos-Traumatico

Treino

Sessdo de teste sem reforco (extingao)

Sessao de teste

enzima vesicular transportadora de monoaminas, isoforma 2,

do inglés vesicular monoamine-transporter 2



SUMARIO

I: INTRODUCAO

1.1 MEMORIA - DEFINICAO E IMPORTANCIA ......ccvtiiiuiiirieiteeeteeeeteeeteeeeeeeseseaeeenseeenseeensesenaeesnsesennesensesenneesnnens

1.2 CLASSIFICACAO DAS MEMORIAS...........

1.3 MECANISMOS CELULARES E MOLECULARES. .......ccooitiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e

1.3.1 Modulag¢do da memdria...............
1.3.2 Memdrias aversivas ....................
1.3.3 Inibi¢do de memoria: Extingdo...

1.4 SISTEMA HISTAMINERGICO ..................

1.4.1 Anatomia do Sistema RISIAMUNEFGICO .............c..cceecuercuirieenieieeei ettt

1.4.2 Metabolismo da histamina...........

1.4.3 Receptores histaminérgicos.........

1.5 EFEITOS DO SISTEMA HISTAMINERGICO NA MODULACAO DA MEMORIA ......ccuooovieiieiecnieeteeereeereeeveeereeseeernens

1.5.1 Plasticidade sindptica..................

1.5.2 Aprendizado e memdria...............

II. OBJETIVOS

I1.1 OBJETIVO GERAL.........cccoevvveiinennnnnn...

11.2 OBJETIVO ESPECIFICO........ccccvveernnen...

III. MATERIAIS E METODOS

III. 1 — ANIMAIS EXPERIMENTAIS ..............
II1. 2 — PROCEDIMENTO CIRURGICO...........
III. 3 — MANIPULACAO DOS ANIMAIS ........
III1. 4 — ESQUIVA INIBITORIA (EI)...............

III. 5 — TRATAMENTO FARMACOLOGICO ...

III. 6 — CONTROLE HISTOLOGICO DA LOCALIZACAO DAS CANULAS-GUIA E DO LOCAL DE INFUSAQ. ..................

III. 7 — FARMACOS UTILIZADOS.................

III. 8 —= ESTUDOS COMPORTAMENTAIS COMPLEMENTARES........cceiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee e

II1. 9 — ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

IV. RESULTADOS

V. DISCUSSAO

VL. CONCLUSOES

VIL. REFERENCIAS

11

11
11
12
12
15
16
19
19
20
22
24
24
25

28

28
28

29

29
29
30
31
33
34
35
35
37

38

50

54

55



11

I: INTRODUCAO

1.1 Memédria - Definicdo e Importancia

A memoria € a capacidade de armazenamento de todas as formas de conhecimento
adquirido pelo homem em suas relacdes com o meio ambiente (Kandel et al, 2000). E a
capacidade de aprender coisas novas, relaciond-las com outras informacdes ja armazenadas e
construir novas idéias das quais nos lembraremos depois. A memdria nos possibilita recordar
fatos ocorridos desde os mais tenros anos de nossas vidas até o momento atual. Quando a
memoria é perdida, ficamos incapazes de dar sentido aos eventos passados e trabalhar
mentalmente com idéias, impressdes e imagens, construindo significados estdveis e
duradouros (Squire & Kandel, 2003).

Podemos distinguir trés etapas no processamento mnemonico: aquisicao,
consolidagdo e evocagdo. A aquisi¢do consiste tanto da percepcao dos estimulos, sejam estes
provenientes de fontes externas (experiéncias sensoriais da interacdo com o ambiente) ou
internas (cogni¢do, emog¢ao) bem como da distribui¢do da informagao percebida até os centros
de andlise e integracdo. Durante a fase de consolidacdo, a informacdo adquirida sofre um
processo gradual de filtragem e fixagdo. A evocacdao € o processo mediante o qual a

informacao consolidada é recuperada e expressada.

1.2 Classificacdo das Memorias

As memorias podem ser classificadas quanto ao tempo de retengdo da informacao
armazenada ou quanto a natureza de seu conteido (Izquierdo, 2002; Squire & Kandel, 2003;

Squire & Zola, 1996), conforme resumido nos Quadros 1 e 2, respectivamente.



Quadro 1: Classificacdo das memorias quanto ao tempo de retencgao.
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Tempo de Retencio Caracteristicas
Muito curta Permanece por fracdes de segundos a alguns segundos; memoria sensorial.
Curta Permanece por minutos ou horas; garante o sentido de continuidade do presente.
Longa Permanece por dias, semanas ou anos; garante o registro do passado autobiografico e

conhecimentos do individuo.

Quadro 2: Classificacdo das memorias quanto a natureza de seu conteido.

Tipo de Memoria
(quanto ao contetido)

Subtipos

Caracteristicas

Regibes cerebrais
envolvidas na sua

formacao
Declarativa ou ® Episédica Tem uma referéncia temporal; ¢ Lobo Medial
Explicita (eventos) memoria de fatos seqilienciados. Temporal
(pode ser descrita por e Semantica Envolve conceitos atemporais; ¢ Diencéfalo
meio de palavras) (fatos) memoria cultural.
Nio-declarativa ou e De Representagdes (imagens, sons) e Neocortex
Implicita representagio sem significado aparente
(ndo pode ser descrita perceptual conhecido, mas tteis como dicas
por meio de palavras) facilitatérias da evocagdo de
informagdes inerentes; memoria
pré-consciente (priming).
e De Haébitos, habilidades, regras. ¢ Estriado
procedimentos ® Cerebelo
e Associativa Associa dois ou mais estimulos e Amigdala

(condicionamento cldssico), ou um
estimulo a uma resposta

(respostas emocionais)
¢ Cerebelo

(condicionamento operante). (respostas musculares
esqueléticas)
e Nio associativa | Atenua uma resposta (habituagdo) ¢ Reflexos

ou a aumenta (sensibilizacdo)
através da repeticdo de um mesmo
estimulo.

Operacional

Processamento continuo (on-line)
das informacdes recém-adquiridas
e/ou recém-evocadas; permite o
raciocinio e o planejamento do
comportamento.

e Cértex pré-frontal
e Cértex parietal posterior

1.3 Mecanismos Celulares e Moleculares

1.3.1 Modula¢ao da meméria

Todas as fungdes do Sistema Nervoso Central (SNC) podem ser moduladas, de modo

que suas fungdes podem ser ativadas ou desativadas, aceleradas ou freadas, fortalecidas ou

enfraquecidas de acordo com a necessidade de cada momento. Logo, a memoéria, uma funcao
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do SNC, pode ser modulada por situa¢des que ocorrem nos momentos de sua formacado
(Cahill & McGaugh, 1998).

Os sistemas moduladores consistem em diversos conjuntos de fibras que terminam de
modo difuso em vastas dreas do SNC. Essas fibras se originam de niucleos localizados no
tronco encefdlico, no diencéfalo e no prosencéfalo basal e atuam por meio de
neurotransmissores cldssicos e bem conhecidos, especialmente as aminas e a acetilcolina. O
Quadro 3 sintetiza os principais sistemas moduladores e qual a sua influéncia na formagao e
na evocac¢do das memorias (Barros et al, 2001; Cahill & McGaugh, 1998; Izquierdo &
McGaugh, 2000).

O papel das vias sinalizadoras intracelulares, envolvendo a atividade de moléculas
mensageiras e finalizando na modulacdo da atividade de enzimas foi caracterizado. Entre
estas ultimas, as proteinas quinases, responsaveis por modificacdes covalentes em substratos
neuronais especificos, demonstraram a importancia do processo de fosforilagdo para a
sinalizacdo intracelular e para a manuten¢do tempordria da facilitacio da transmissao
sindptica subjacente a plasticidade (Micheau & Riedel, 1999).

Analisando-se o Quadro 3, um fato que chama a ateng@o € que nao ha uma descricao
do papel do sistema histaminérgico sobre os processos de extingdo de memdrias aversivas. O

que ja é conhecido € o seu papel na facilitacdo da formac¢do de memorias (Silva et al, 2006).
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Quadro 3: Sistemas moduladores da formacao da memoria .
Neurotransmissor | Localizacio dos Projecao Funcio geral Envolvimento na
corpos neuronais modulacido da meméria
de origem
Noradrenalina Lécus ceruleus e Ascendente: todo o | ® Modulacdo da ¢ Facilitacdo da formacdo de
prosencéfalo e excitabilidade cortical | LTM, agindo sobre CA1, CE
mesencéfalo; e subcortical; e CP, imediatamente apds a
¢ Descendente: ® Regulagdo do ciclo | aquisi¢do, e 3-6 horas mais
rombencéfalo e sono-vigilia. tarde;
medula. e Facilitacdo da evocacdo,
agindo simultaneamente
sobre CA1, CE, CP e CCA.
Dopamina Substancia Negrae | e Ascendente: nicleos | ® Coordenagio e Facilitagdo da memoria
drea tegmentar da base e regides motora; operacional, agindo sobre o
ventral limbicas. ® Modulagao CPF;
emocional; ¢ Inibicdo da formacdo de
¢ Comportamentos STM, agindo sobre CAl e
motivados. CE;
¢ Facilitacdo da formacao de
LTM, agindo sobre CA1, CE
e CP, durante as primeiras 6
horas apds a aquisigao;
¢ Facilitacdo da evocacdo,
agindo simultaneamente
sobre CA1, CE, CP e CCA.
Serotonina Ndcleos da rafe ¢ Ascendente: todo o | ® Modulagdo da e Facilitagdo da formagao de
pontina e prosencéfalo. excitabilidade cortical | STM, agindo sobre CAl, e
mesencefélica e subcortical. inibicdo simultanea por acio
(grisea sobre o CE;
periaquedutal) ¢ Inibigiio da formagio de
LTM, agindo sobre CA1,
CP, e CE, durante as
primeiras 6 horas apds a
aquisi¢ao;
¢ [nibicao da evocagao,
agindo simultaneamente
sobre CA1, CE, CP e CCA.
Acetilcolina Nucleo basal de e Ascendente: todo o | ® Modulagdo da e Facilitagdo da memdria
Meynert, drea cértex cerebral, excitabilidade operacional, agindo sobre o
septal, nicleos da diencéfalo e cortical; CPF;
banda diagonal, mesencéfalo; e Manutencéo da e Facilitagdo da formacédo de
nicleos pontinos * Descendente: tronco | vigilia; STM e LTM, agindo sobre
rostrais e formagdo | cerebral. ¢ Iniciacdo do sono CALl, CE e CPP nos
reticular paradoxal. momentos iniciais de sua
mesencefalica. formacio;
e Facilitacdo da evocacdo,
agindo sobre CA1, CE, CP e
CCA.
Histamina Nicleo tibero- e Ascendente: todo 0 | ® Manutengdo da ® Facilitagdo da formagdo de

mamilar do
hipotdlamo
posterior

prosencéfalo;
¢ Descendente:
rombencéfalo.

vigilia;

¢ Controle do nivel de
alerta
comportamental.

LTM agindo sobre CA1
imediatamente apés a
aquisi¢ao.

® Auséncia na literatura a
respeito do seu paple na
extingdo de memorias.
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1.3.2 Memorias aversivas

Um individuo que vivenciou, presenciou ou tomou conhecimento de um fato
traumadtico pode desenvolver quadros clinicos psiquidtricos como Reagcdo Aguda ao Estresse
(ERA), Transtorno do Estresse Pds-Traumatico (TEPT) e/ou Alteragdes Permanentes de
Personalidade Ap6s Experiéncia Catastréfica (Quevedo et al, 2003). Alteragdes fisioldgicas e
neuroquimicas estdo relacionadas a reacdo aguda ao estresse e ao TEPT. Apesar da resposta
ao estresse ser importante a sobrevivéncia, pode também resultar na formacdo de redes
neuronais que facilitam memorias intrusivas e sintomas associados de hipervigilancia:
resposta de sobressalto exagerada, labilidade afetiva, ansiedade, perturbacdo e
hiperreatividade do sistema nervoso auténomo. Essa rede neuronal pode ser ativada por
estimulos sensoriais externos ou internos, como estimulos cognitivos, afetivos ou somaticos
(Cahill, L., 1995a).

Pelo fato de comportamentos motivados pelo medo serem respostas adaptativas
cruciais para a sobreviviéncia, as memdrias aversivas sdo solidamente armazenadas no
cérebro, permitindo que animais reconhecam e respondam adequadamente a situagdes
ameacadoras.

Paralelo a importancia de formar e manter memdorias associadas a situagdes aversivas,
a inibi¢do de respostas de medo apreendidas quando estas ndo sdo mais relevantes também ¢é
crucial (Jeffrey & Jay, 1998; Quirk & Gehler, 2003; Myers & Davis, 2002).

Os mecanismos envolvidos no aprendizado da memoria t€ém participagdo paralela e
seqiiencial de varias cascatas bioquimicas. Grande parte das quais sdo iniciadas por receptores
de glutamato (NMDA) no hipocampo e estruturas relacionadas anatomicamente. Algumas
destas cascatas, no hipocampo, cortex entorrinal e cortex parietal posterior, resultam na

formacdo de memorias de curta duracdo que perduram de 3 a 6 horas. Outras cascatas
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paralelas no hipocampo, cértex entorrinal, amigdala basolateral e varias dreas do cortex
cingular resultam em consolidacdo de memdria de longa duragdo (Cammarota et al, 2007).

Modelos experimentais para a inibicdo dos comportamentos motivados pelo medo
sao conhecidos desde Pavlov e embora suas bases neurais ainda ndo estejam plenamente
caracterizadas, seus principios comportamentais sao empregados no tratamento psiquidtrico
em humanos. Quando Pavlov descreveu o processo de extincdo pela inibi¢do aprendida,
sugeriu a base bioldgica para o tratamento das desordens relacionadas ao medo e a ansiedade.
Inaugurada por Sigmund Freud (1920) no tratamento de fobias, as terapias cognitivas buscam
aliviar os sintomas das desordens de ansiedade e mais recentemente também do estresse-pos-
traumatico (Beckett, 2002; Rothbaum & Schwartz, 2002).

O renovado interesse pelas bases bioldgicas do processo de extingdo de memdrias tem
sido guiado pelo aumento da prevaléncia de desordens relacionadas com o medo e a
ansiedade entre a populacdo mundial e pela busca de mecanismos biolégicos que constituam

substratos para o tratamento efetivo destes transtornos (Myers & Davis, 2002).

1.3.3 Inibicdo de memdria: Extin¢cao

Quando o animal € exposto a dois estimulos, o estimulo condicionado (caixa da
esquiva inibitéria) e ao estimulo incondicionado (choque nas patas, simultaneamente), essa
exposi¢ao permite que o animal forme uma memdria associativa, de condicionamento.

A extingdo de um condicionamento se dd pela exposicdo sucessiva a um dos
estimulos anteriormente associados, geralmente o estimulo condicionado, sem a repeticao do
estimulo incondicionado. Desta forma a evoca¢do da memdria previamente formada é seguida
de um novo aprendizado, que representa a nova situagdo a qual o animal foi exposto. A

extin¢do iniciada pela evocacdo sem reforco comportamental leva a formacdo de um novo
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conceito, que prevalece sobre o aprendizado inicial por representar de maneira mais adequada
a resposta comportamental apropriada.

Por constituir um novo aprendizado, o processo de extingdo envolve substratos
neuroanatdmicos, celulares e moleculares similares aqueles inicialmente recrutados para o
condicionamento associativo. Experimentos mostram que diferentes modelos de aprendizado
envolvem diferentes estruturas cerebrais. Isso ocorre tanto para o condicionamento inibitério,
que envolve o processo de extingdo, como para modelos envolvidos no condicionamento
excitatorio original (Chan et al, 2001; Dudai, 2003).

O hipocampo é apontado como a estrutura central no processamento de informagdes
contextuais e € crucial para a aquisicdo, a consolidag¢do e a evocagdo de memorias aversivas
baseadas no condicionamento associativo (Phillips & Ledoux, 1992; Eichenbaum, 1996;
Lorenzini et al, 1996; Izquierdo & Medina, 1997). O papel central do hipocampo nos
processos cognitivos estende-se ao fendmeno de extin¢cdo, como foi demonstrado ha varias
décadas por Douglas (1967) e Kimble (1968) e replicadas por Benoit e colaboradores (1999),
utilizando lesdes hipocampais que prejudicavam a inibi¢do de comportamentos previamente
aprendidos em roedores.

Outras dreas corticais tém sido implicadas no processo de extin¢do, entre estas, 0O
cortex pré-frontal (Milad & Quirk, 2002), além de regides como o cértex insular (Dudai et al,
1995), relacionados com aspectos especificos do condicionamento apetitivo aversivo.

O nitcleo basolateral da amigdala, estrutura central no processamento de informacgdes
cognitivas relacionadas ao medo, também participa da formacdo e da extin¢do de respostas
condicionadas aversivas (Davis, 1992; Maren & Fanselow, 1996; Cahill et al, 1995; Mclntyre
et al, 2003). No entanto, ainda se discute sobre seu carater modulador (Mclntyre et al, 2003)
ou central (Schafe et al, 1999) na formacdo de memorias armazenadas em outras dreas

cerebrais.
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O hipocampo e a amigdala encontram-se estrategicamente conectados a regides
cerebrais que lhes permitem processar informagdes relacionadas ao aprendizado, integra-las e
modificar seu significado e a resposta comportamental adequada aos diferentes tipos de
aprendizado. O hipocampo conecta-se através do subiculum e do cértex entorrinal a amigdala
e ao neocortex (lijima et al, 1996, Hyman et al, 1990). A amigdala, por sua vez, recebe
projecdes de dreas corticais associativas e sensoriais, incluindo o coértex pré-frontal e, ainda de
componentes de sistema limbico e do lobo temporal medial, enviando proje¢des aos nicleos
da base, as regides corticais e ao hipocampo (Van Hoesen, 1985).

Quando descreveu o processo de extingdo, Pavlov (1927) ja sugeria que este contituia
um novo aprendizado, portanto paralelo ao aprendizado inicial (Rescola, 1988). Atualmente
evidéncias experimentais reforcam os preceitos de Pavlov e Konorski (1948). Elas sugerem
que as memorias formadas para o aprendizado original e para o comportamento resultante do
processo de extingdo s@o armazenadas paralelamente e evocadas de acordo com a relagao de
hierarquia estabelecida entre elas (Rescorla, 1988; Pearce & Bouton, 2001; Bouton, 2002).

A extincdo ndo envolve esquecimento, mas a inibicdo da expressdo da memoria
original agregada a um novo aprendizado. Este novo aprendizado forma uma relagdo entre a
dica e a auséncia do estimulo que originou a primeira associacdo. A memoria original parece
reaparecer rapidamente apds a re-exposi¢do ao estimulo incondicionado, ou simplesmente,
com o passar do tempo (recuperacdo espontinea). A extingdo requer ativacdo de diferentes
vias de sinaliza¢cdo neuronal, incluindo expressdo génica e sintese de proteinas, em diferentes
areas do cérebro. Estas vias de sinalizagdo variam com a tarefa, mas estudos sugerem que
tanto o cortex pré-frontal medial como o cértex entorrinal, a amigdala basolateral e o
hipocampo entre outras dreas, desempenham um papel fundamental neste processo

(Cammarota et al, 2007).
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1.4 Sistema Histaminérgico

L.4.1 Anatomia do sistema histaminérgico

Nos vertebrados, os neur6nios produtores de histamina localizam-se no nicleo
tibero-mamilar (n'TM), que faz parte do hipotdlamo posterior (Haas & Panula, 2003;
Schwartz et al, 1991). As principais terminacdes nervosas das projecdes histaminérgicas
diferem levemente entre as diferentes espécies, mas elas cobrem essencialmente todas as dreas
do SNC, havendo inervagcdo de moderada a densa do cortex cerebral, amigdala, substancia
negra, estriado, hipocampo e tdlamo (Inagary et al, 1998; Panula & Pirvola, 1989; Schwartz et
al, 1991) (Figura 1). A retina e a medula espinhal também recebem fibras provenientes do
nTM, e j4 foi demonstrado existir inervagdes reciprocas entre neurdnios histaminérgicos e
outros aminérgicos (Kaslin & Panula, 2001). Existe uma ampla distribuicdo de receptores
histaminérgicos por todo o SNC. O nTM recebe projecdes aferentes difusas originadas de
muitas areas diferentes, incluindo o cértex infralimbico, o septo lateral, o nicleo pré-6ptico e

grupos neuronais do tronco cerebral (Ericson et al, 1989; Ericson et al, 1991a).

Fig. 1: Sistema histaminérgico e suas principais projecoes no SNC vistos em uma seccio sagital do
encéfalo de rato. AH, drea hipotalamica anterior; Are, nicleo arqueado; ce, corpo caloso; Cer, cerebelo; CG,
nucleo cinzento central; CX, cortex cerebral; DR, nicleo dorsal da rafe; f, férnix; Hip, hipocampo; LS, septo
lateral; MD, tdlamo médio-dorsal; MMn, parte mediana do nicleo mamilar medial; OB, bulbo olfatério; Pn,
ndcleos pontinos; Sol, nicleo do trato solitdrio; Sox, decussagdo supradptica; sum, nucleo supramamilar;
TMdiff, parte difusa do nucleo tibero-mamilar; TMVr, parte rostral do nicleo tibero-mamilar ventral; VDB,
nicleo do brago vertical da banda diagonal; VMH, nicleo hipotaldmico ventro-medial. Fonte:
Neuropsychopharmacology: the fifth generation of progress: an official publication of the American College of
Neuropsychopharmacology, Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins, 2002.
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1.4.2 Metabolismo da histamina

A sintese da histamina ocorre nos neurdnios a partir do aminoacido L-histidina. A L-
histidina € transportada para o neurdnio pelo transportador de L-aminodcidos presente na
membrana celular. Uma vez no citoplasma, a L-histidina é descarboxilada pela enzima
especifica histidina descarboxilase (Figura 2), originando entdo a histamina. A histamina
recém produzida € transportada para as vesiculas pela enzima vesicular transportadora de
monoaminas (VMAT-2). Quando a vesicula se funde com a membrana pré-sindptica apds a
chegada de um potencial de agdo, ocorre liberagdo de histamina pela terminacdo axonica. No
espaco extracelular, a histamina é metilada pela enzima histamina metil-transferase,
localizada nas regides pds-sindpticas e na glia. Desta metilagdo resulta a tele-metil-histamina,
um metabdlito sem atividade biolégica conhecida. Como nd@o hd nenhum sistema de
recaptacdo de alta afinidade para a histamina, a metilacio € o principal mecanismo de
inativagdo da histamina liberada. A velocidade de renovacdo da histamina neuronal € bastante
alta, e sua meia-vida, que normalmente gira em torno de 30 minutos, pode mudar rapidamente
dependendo da atividade neuronal. Por exemplo, em situacdes estressantes, como
imobilizacdo for¢cada ou choque nas patas de ratos, a velocidade de renovacdo de histamina

neuronal aumenta (Ericson, Kohler & Blomgqvist, 1991b).
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Fig. 2: Sintese, transporte e metabolismo de histamina em neurénios. Fonte: Haas & Panula, 2003.
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A histamina controla uma ampla variedade de func¢des neurobioldgicas e
comportamentais, incluindo o ciclo sono-vigilia, o consumo de 4gua, a atividade motora e a
sensibilidade a dor (Brown et al, 2001; Haas & Panula, 2003).

A sintese e a liberacdo de histamina estdo sob o controle de autoreceptores Hj
localizados no soma e nos terminais axdnicos dos neurdnios histaminérgicos (Arrang et al,
1983; Itoh et al, 1991; Prast et al, 1994) (Figura 3). A liberacdo de histamina também sofre
acdo regulatdéria de receptores muscarinicos M1(Arrang et al, 1991; Gulat Marnay et al,
1989Db; Prast et al, 1994), a2-adrenérgicos (Arrang et al, 1991; Gulat Marnay et al, 1989a;
Prast et al, 1991), 5-HT1A (Oishi et al, 1992), x- e p-opidides (Itoh et al, 1988; Arrang et al,
1991; Gulat Marnay et al, 1990), e de receptores para galanina (Arrang et al, 1991).

Experimentos in-vivo mostraram que o 6xido nitrico inibe a liberagdo de histamina no

HA— t-mH @
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hipotdlamo (Prast et al, 1996).
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Fig. 3. Dinamica da histamina neuronal. Passos da sintese, liberagdo e metabolismo da histamina sdo
mostrados: /,L-histidina (His) transporte para dentro da terminag@o nervosa; 2, histamina (HA) sintetizada pela
histidina decarboxylase; 3, formagdo de vesiculas contendo histidina; 4, histamina liberada por exocitose; 5,
ativacdo de receptores pods-sindpticos; 6, inibicdo por feedback da sintese e liberagdo de histamina pelos
autoreceptores Hj; 7, transporte de histamina pelos astrdcitos (re-captacdo pela terminag@o nervosa ndo tem sido
encontrada); 8, metabolismo pela histamina-N-methiltransferase (HMT); 9, oxidacdo da t-MH pela monoamina
oxidase-B. A localizacdo celular para os passos 7-9 permanece pouco compreendida. r-MH, tele-
methilhistamina; r-MIAA, tele-methilimidazoleacetico acido. Fonte: Basic Neurochemistry

A liberacdo de histamina demonstra clara periodicidade, seguindo um ritmo circadiano

paralelo a mudanca de padrio de disparo dos neurdnios histaminérgicos que ocorre durante o
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ciclo sono-vigilia (Mochizuki et al, 1992). Os neurdnios histaminérgicos do ntcleo tibero-
mamilar atuam como marca-passo, disparando potenciais de acdo a uma baixa freqiiéncia (< 3
Hz). Registros eletrofisiologicos diretos desses neurdnios em gatos indicam que sua atividade
€ maior durante a vigilia e menor ou ausente durante o sono (Scherin et al, 1996; Steininger et

al, 2001).

1.4.3 Receptores histaminérgicos

As acdes da histamina sdo mediadas por proteinas G e varios segundos-mensageiros,
através de sua ligacdo a quatro tipos de receptores ja identificados até o presente momento
(H;-Hy). Destes, trés sdo predominantemente expressos no tecido nervoso (H;-H3), enquanto o
receptor Hy, descoberto recentemente (Nguyen et al, 2001), € expresso predominantemente na
periferia, por exemplo, na medula 6ssea e nos leucdcitos. Os receptores H; e H, em geral
excitam os neurdnios ou potencializam impulsos excitatérios (McCormick & Williamsonn,
1991; Munakata & Akaike, 1994; Reiner & Kamondi, 1994). J4 a ativacdo dos receptores Hs
causa auto-inibi¢ao dos neurénios do nTM e inibe a sintese e a liberacdo de histamina, além
de inibir a liberagdo de outros neurotransmissores, incluindo o glutamato, a acetilcolina e a
noradrenalina (Brown & Haas, 1999 ; Schlicker et al, 1992).

O receptor H; € uma proteina de 486-491 residuos de aminodcidos, codificada por um
gene sem introns (Yamashita et al, 1991), e sua sinalizacdo intracelular inicia-se pela ativacdo
da proteina Gg/11, seguido da fosfolipase C (PLC) (Brown, Stevens & Haas, 2001). O
receptor H, também € codificado por um gene sem introns, e consiste de uma proteina de 358-
359 residuos de aminodcidos (Black et al, 1972; Gantz et al, 1991). Sua sinalizacdo
intracelular inicia-se pela ativacao da proteina G, seguido da adenilil-ciclase (Brown, Stevens
& Haas, 2001). Ha varias isoformas do receptor H; (Coge et al, 2001; Drutel et al, 2001),

cujas proteinas consistem de 326-445 residuos de aminodcidos e sao derivadas da expressao
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de um udnico gene através de processamento de mRNA (splicing) alternativo. A sinaliza¢ao
intracelular do receptor Hs inicia-se pela ativacdo da proteina Gi/G,, seguido da inibi¢do da
adenilil-ciclase (Brown, Stevens & Haas, 2001) controlando a liberacdo e a sintese de
histamina (Morisset et al, 2000). O receptor H; também participa da ativagdo da via das
MAPK (Drutel et al, 2001). O Quadro 4 expde resumidamente as propriedades dos trés
principais subtipos de receptores histaminérgicos. A Figura 4 expde as principais vias de

sinalizagdo intracelular ativadas pelos seus respectivos receptores.
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Fig. 4: Vias intracelulares ativadas por receptores histaminérgicos. Os receptores histaminérgicos e suas
respectivas proteinas G estdo ilustrados a esquerda. O esquema contém as vias sinalizadoras e seus alvos
intracelulares. AA, 4cido araquidonico; AC, adenilil ciclase; CREB, proteina ligante ao (CRE) elemento
responsivo ao cAMP; DAG, diacilglicerol; GC, guanilil ciclase; HVACC, corrente de Ca’" ativada por alta
voltagem; Iyyp, pequena corrente de K* dependente da condutincia ao Ca™; I, corrente catidnica ativada por
hiperpolarizacdo; Ik, corrente de K™ fraca; Ins(1,4,5)P3, inositol-1,4,5-trisfosfato; MAPK, proteina cinase
ativada por mitégenos; NCX, trocador de Na+-Ca2+; NMDA, N-metil-D-aspartato; PKA, proteina cinase A;
PKC, proteina cinase C; PLA, fosfolipase A; PLC, fosfolipase C.

Fonte: Haas & Panula, 2003.



Quadro 4: Propriedades dos trés principais subtipos de receptores histaminérgicos®.

)

Receptores H, H, H;
Proteinas ® 86 a.a. (rato) ® 358 a.a. (rato) ® 445 a.a. (humano)
® 488 a.a. (porco da ® 359 a.a. (cachorro, e Hy 445 a.a., Hyg 415
india) humano, porco da a.a. (porco da india)
¢ 491 a.a. (bovino) india) o H;; 445 a.a., Hyg 413
a.a. (rato)
Localizacdo 3p25 5 20qTEL
cromossOmica
Distribui¢cdo mais e Tdlamo e Estriado e Estriado
densa no cérebro ¢ Cerebelo e Cértex cerebral e Cortex frontal
¢ Hipocampo ® Amigdala ® Substincia Negra
Auto-receptor Nao Nio Sim
Afinidade por micromolar micromolar nanomolar
histamina
Proteina G G /11 G, Gi/G,
Segundos Mensageiros | e produgio de IP; e producdo de cAMP ¢ inibi¢do da producio
¢ producdo de 4cido e aumento da [Ca®*]; do cAMP
araquiddnico ¢ inibi¢do da produgdo | ® inibicdo da producdo

® potenciagdo da
producdo de cAMP

do 4cido araquidonico

de IP3

e diminui¢io da [Ca™];
¢ producido de 4cido
araquidonico

(a) — O significado das abreviaturas estd exposto na parte Siglas e Abreviaturas.

L.5 Efeitos do sistema histaminérgico na modulagdo da memoria

L.5.1 Plasticidade sinaptica
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Um dos efeitos ja descritos da ativagdo de receptores H; € reduzir o bloqueio dos

receptores NMDA pelo Mg2+, por meio da a¢cdo da PKC, facilitando a ativacao deste receptor

(Payne & Neuman, 1997). A histamina também facilita diretamente a ativacdo do receptor

NMDA através de sua ligacdo ao sitio modulatério das poliaminas presente neste receptor

(Bekkers, 1993; Vorobjev et al, 1993), sendo esta ligacdo sensivel ao pH e seletiva para

receptores NMDA que contém a subunidade NR2B (Williiams, 1994).

Ja o receptor H, € um potente estimulador da via do cAMP, que € necessdria para a

fase tardia da LTP (potenciacio de longa duragdo: fendmeno referente a plasticidade sindptica

que ocorre entre um neurdnio pré e um pds- sindptico) dependente de NMDAr (Frey, Huang

& Kandel, 1993) e para a indu¢do da LTP nas fibras musgosas hipocampais (Weisskopf et al,
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1994). O receptor H, pode também aumentar as correntes idnicas geradas pelo NMDAr ativo,
através do bloqueio de canais de potdssio célcio-dependentes (Haas, 1984) e possivelmente
mediante a promocgao da fosforilacdo do préprio NMDAr pela PKA (Raman, Tong & Jahr,
1996).

Os receptores H; podem reduzir a liberacao de varios neurotransmissores incluindo o
glutamato, podendo afetar a plasticidade sindptica no hipocampo e no estriado (Brown &
Haas, 1999; Doreulee et al, 2001). No giro denteado, por exemplo, além de reduzir a
transmissdo sindptica, a ativagao dos receptores Hs também reduz a facilitacdo induzida por
pulsos pareados, uma forma de plasticidade sindptica de curta duragdo (Brown & Reymann,

1996).

1.5.2 Aprendizado e memoéria

No hipocampo a histamina diminui a condutancia de célcio (Haas & Konnerth, 1983),
aumenta a excitabilidade neuronal (Selbach, Brown & Haas, 1997), controla oscilacdes de alta
freqiiéncia (Knoche et al, 2003; Ponomarenko et al, 2003) e modula respostas mediadas pelo
receptor NMDA (Bekkers, 1993; Vorobjev et al, 1993). Porém, até o presente momento, as
evidéncias sobre o papel da histamina no processo de aprendizagem e formagao de memorias
ainda sdo bastante contraditdrias.

O efeito da manipulacdo do sistema histaminérgico na formacdo de memorias tem
sido analisado em varios modelos comportamentais. De acordo com Tasaka et al. (1985), a
injecdo intra-cérebro-ventricular (i.c.v.) de histamina ou agonistas H; inibe a formacdo de
memoria para a tarefa de esquiva ativa. De forma similar, Alvarez e Banzan, (1995 e 1996)
mostraram que a inje¢do de histamina diretamente no hipocampo ventral prejudica o
desempenho na tarefa de esquiva ativa mediante um mecanismo dependente da ativacao de

receptores H;. Ainda no modelo de esquiva ativa, a deplecdo de histamina cerebral através da
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administracdo de a-FMH, um inibidor da enzima histidina-descarboxilase, revelou ter um
efeito tanto pr6-mnésico (Kamei et al, 1993; Tasaka et al, 1985) quanto amnésico (Cacabelos
& Alvarez, 1991). Na tarefa de labirinto radial, mostrou-se que administracdo de a-FMH ¢é
pré-mnésica (Sakai et al, 1998) ou amnésica (Che net al, 1999). J4 na tarefa de esquiva
inibitéria, a histamina revelou-se pro-mnésica quando injetada i.c.v. (de Almeida & Izquierdo,
1986).

Agonistas H; e Hs injetados no septum melhoraram o desempenho de camundongos na
tarefa de labirinto em T, enquanto que os antagonistas destes receptores tiveram o efeito
oposto (Flood et al, 1998). Ja se mostrou que a tioperamida (antagonista Hs) aumenta a
retencdo para a tarefa de reconhecimento de objetos, quando administrada apds a aquisi¢ao
(Orsetti, Ghi & Di Carlo, 2001), e facilita a consolidagdo em camundongos na tarefa de
esquiva inibitéria, de um modo dose-dependente, também quando administrada apds a
aquisicdo (Bernaerts & Lambert, 2004). Em duas tarefas de aprendizado espacial, o labirinto
aquatico de Morris e o labirinto circular de Barnes, mostraram que antagonistas Hj
(tioperamida e ciproxifan) reverteram o efeito amnésico da escopolamina na primeira tarefa, e
apenas parcialmente na segunda (apenas ciproxifan), indicando que o papel dos receptores Hs
na memoria espacial pode ser tarefa-dependente (Komater et al, 2004). A ativacdo de
receptores Hz na amigdala aumenta a consolidacdo de memorias aversivas, enquanto que
antagonistas destes receptores produzem o efeito oposto (Baldi et al, 2005; Passani et al,
2000). A administragdo sistémica de R-o-metil-histamina (agonista Hs) facilita a formacgao de
memoria espacial em ratos (Rubio, Santini & Arias, 2002).

Estudos sugerem um papel pré-mnésico para a histamina, devido ao seu efeito de
promover o aumento dos niveis intracelulares de Ca**, da inducdo e da manutencdo da LTP e

da sua interacdo positiva com receptores NMDA (Haas et al, 1995).
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O grupo do nosso laboratério ja comprovou em estudos feitos com ratos que a
histamina age na consolida¢do de memdrias aversivas quando infundida imediatamente apos a
aquisicao (Silva et al. 2006).

Com o intuito de verificar a relagdo da histamina e dos seus receptores histaminérgicos
(agonistas e antagonistas) na extingdo de memorias aversivas, surgiu o tema desta dissertacao
de mestrado que visa contribuir para o conhecimento sobre a modulacao da memoria. Com tal

proposito, o presente trabalho teve como objetivos:
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II. OBJETIVOS

I1.1 Objetivo Geral

Analisar a influéncia do sistema histaminérgico na regidio CA1l do hipocampo dorsal

na extin¢ao da memoria de longa duracao.

11.2 Objetivo Especifico

Investigar o efeito da infusdo intrahipocampal de histamina e de distintas drogas
histaminérgicas, incluindo agonistas e antagonistas seletivos para os diferentes subtipos de
receptores de histamina bem como o inibidor da degradacdo desta amina, na extincdo de

memoria de longa duracdo no modelo de esquiva inibitoria.
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III. MATERIAIS E METODOS

I11. 1 — Animais Experimentais

Para a realizacdo dos estudos, utilizaram-se ratos Wistar machos adultos, pesando
entre 225 e 350 gramas, provenientes do Biotério da FEPPS (Fundacdo Estadual de Producao
e Pesquisa em Sauide). Os animais foram mantidos em caixas apropriadas com capacidade
para 5 animais, forradas com maravalha. Receberam 4gua e comida a vontade, e foram
submetidos a ciclos de claro-escuro de 12 horas (luz a partir das 7h e escuro a partir das 15h),
e temperatura ambiente em torno de 22 ° C. As caixas foram trocadas a cada 3 dias. Foram
tomadas precaucdes com o intuito de minimizar o sofrimento dos animais e de reduzir o
nimero de animais utilizados. Todos os experimentos estiveram de acordo com as normas dos

“Principles of laboratory animal care” (NIH publication N° 85-23, revised 1996).

III. 2 — Procedimento Cirurgico

Para administracdo dos farmacos em regides cerebrais especificas os animais foram
submetidos a cirurgia estereotdxica para a implantacio de canulas-guia de 0,2 mm de
didmetro e 9,0 mm de comprimento, posicionadas 1,0 mm acima da regido da camada
piramidal da regido CA1 do hipocampo dorsal (Figura 5). As coordenadas utilizadas para a
cirurgia estereotdxica foram adaptadas do Atlas anatdomico de Paxinos e Watson (Paxinos &
Watson, 1986), sendo elas as seguintes em relacdo ao bregma: Antero Posterior (AP) = - 4,2
mm; Médio Lateral (ML) = = 3,0 mm; Dorso Ventral (DV) = - 2,0 mm; Inclina¢do Cabeca

(INCL CAB) =-3,3 mm; Inclinacdo Latero-lateral (INCL LL) = 0°.
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Fig. 5: Cirurgia estereotaxica. Implantam-se estereotaxicamente no cranio dos animais cénulas-guia
direcionadas 1,0 mm acima da regiado CAl do hipocampo dorsal destes animais, conforme coordenadas
adaptadas do Atlas anatdmico de Paxinos e Watson (1986).

Todo o procedimento foi realizado com os animais previamente anestesiados com
Ketamina 75mg/kg e Xilazina e 10mg/kg intra-peritoneal. As canulas-guia descritas acima
foram fixadas com acrilico junto ao osso parietal do cranio dos ratos. As canulas utilizadas
para a infusdao dos farmacos possuem 0.05mm de didmetro e 10,0mm de comprimento, de
modo que sua extremidade dirige-se para 1,0mm além das canulas-guia, quando introduzidas
no interior destas, permitindo a infusdo do firmaco exatamente na regido desejada, com o

minimo possivel de danos mecanicos.

I11. 3 — Manipulacdo dos Animais

Dois a quatro dias apds a cirurgia, os animais passaram por duas a trés sessdes de
manipulagdo. Durante cada sess@o os animais foram levados do biotério até a sala onde os
experimentos foram conduzidos, retirados de sua caixa e manuseados durante 2 minutos de

um modo semelhante ao realizado durante o treino de esquiva inibitdria.
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111. 4 — Esquiva Inibitoria (EI)

Na tarefa de EI o animal primeiramente foi exposto a um estimulo condiciondvel (a
caixa de esquiva) e exibiu uma resposta inata exploratéria, também condiciondvel. Apds
descer da plataforma no interior da caixa, rumo ao assoalho metdlico, aprendeu a associar a
descida da plataforma (resposta exploratéria, condiciondvel, perante um estimulo
condiciondvel, a caixa de esquiva), com um leve choque aplicado nas quatro patas (estimulo
incondiciondvel). Com isso, na segunda exposi¢cdo a caixa de esquiva, o rato evitou expressar
sua resposta inata exploratéria, ou seja, evitou descer da plataforma. Esta inibicdo da
expressdo de sua resposta inata reflete o condicionamento desta resposta a associacdo
aprendida.

O aprendizado em EI envolve varias habilidades, incluindo percepcdo espacial e
visual, sensibilidade a dor, e um componente emocional amplamente modulado por
hormoénios relacionados ao estresse (Gold, 1986; Izquierdo, 1989; Izquierdo & Medina,
1997).

O aparelho utilizado para a EI de uma tnica sess@o consiste em uma caixa de madeira
de 50,0 x 25,0 x 50,0 cm (comprimento x profundidade x altura), com a parte frontal feita de
acrilico. O assoalho do aparelho é formado por barras paralelas de aco inoxidavel com 3,0
mm de didmetro e afastadas 1,0 cm umas das outras. No lado esquerdo da caixa hd uma

plataforma de 2,5 cm de altura, por 7,0 cm de largura (Figura 6).
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Fig. 6: Vista superior de uma caixa de esquiva inibitéria.

Aplicacao do protocolo:

Apoés trés a quatro dias da cirurgia, os animais foram manipulados para que se
habituassem a presenca do pesquisador, ndo ocorrendo assim resposta de estresse e ansiedade
por parte do animal quando fossem iniciados os experimentos.

No primeiro dia (treino), os animais foram inicialmente submetidos a uma sessao de
treinamento individual, na qual eram gentilmente colocados sobre a plataforma fixa na lateral
esquerda da caixa de EI, sendo entdo permitido explorar a mesma. Quando desciam da
plataforma com as quatro patas na grade metdlica constituinte do assoalho da caixa, recebiam
um choque elétrico de 0,4 mA por 2 segundos (Bevilaqua et al, 2003; Cammarota et al, 2003).

No segundo dia (teste), foi avaliada a memoria de longa duracdo formada durante a
sessdo de treino proporcionando o processo de extincdo. Os animais foram novamente
colocados na caixa da EI, sobre a plataforma. O procedimento na sessdo de teste foi idéntico a
sessdo treino, exceto que ao descer da plataforma o animal ndo recebeu choque. Foi permitido
ao animal explorar a caixa por um tempo maximo de 600 segundos. Apds, o animal era
retirado da caixa e infundiu-se na regido CA1 do hipocampo a droga estipulada ou salina para

o grupo controle. Logo em seguida, o animal era devolvido a sua caixa de moradia.
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A diferenca entre o tempo que o animal permaneceu sobre a plataforma na sessao de
teste (laté€ncia de teste) e o tempo que permaneceu sobre a mesma na sessao de treino (laténcia
de treino) foi o valor utilizado como medida de aprendizagem (laté€ncia).

No terceiro dia, os animais foram novamente colocados na caixa da esquiva e foi
verificado o tempo de laténcia (tempo em que o animal demorou a descer da plataforma).

A EI € uma tarefa ideal para estudar processos de memoria iniciados durante e apds o
treino por que em geral pode ser aprendida com uma unica sessdo de treino, nao €
contaminada por sessdes prévias ou subseqiientes, como ocorre nas tarefas de labirinto
aqudtico, labirinto radial ou esquiva ativa (Gold, 1986; Izquierdo, 1989), ndo € um
aprendizado inato e a neuroquimica e a farmacologia envolvida na sua modulacdo sao
bastante conhecidas (Izquierdo & Medina, 1997; Izquiedo & McGaugh, 2000).

Apesar de ndo ser possivel extrapolar diretamente os resultados da EI para outros
comportamentos, principalmente os complexos comportamentos humanos, diferentes
evidéncias apontam para o fato de que os mecanismos bdsicos da aquisi¢cdo, consolidagdo,
evocagdo e extincdo sdo essencialmente os mesmos nos diferentes tipos de memoria (Carew,

1996; Izquiedo & McGaugh, 2000).

II1. 5 — Tratamento Farmacologico

No segundo dia de teste na EI, p6s-TT1 (sessdo de extingdo) os animais receberam
infusdes bilaterais de 1uL de solucdo salina com ou sem farmacos dissolvidos, através de suas
canulas guias diretamente na regido CA1l do hipocampo dorsal. Para tanto se utilizou uma
canula de infusdo (0.05mm de didmetro e 10,0mm de comprimento), conectada a uma micro-
seringa Hamilton por um tubo de polietileno. Esse aparato era carregado logo antes da infusao
com o material a ser infundido. Apds a introdugdo da canula de infusdo na luz da canula-guia,

iniciava-se a infusdo lentamente, durante 40 segundos em cada lado. Ao término de cada
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infusdo, o aparato era deixado no local por 40 segundos adicionais para evitar refluxo pela

canula (Figura 7).

Fig. 7: Infusao de farmacos através das canulas-guia esterotaxicamente implantadas. A canula de infusao,
1,0 mm maior em comprimento do que a canula-guia € introduzida na luz desta, atingindo a regido-alvo onde se
deseja que o fadrmaco ou salina sejam infundidos.

II1. 6 — Controle histologico da localizacdo das canulas-guia e do local de infusdo.

A verificagdo anatOmica do posicionamento das canulas implantadas e do local
atingido pela infusdo foi realizada post mortem. Para isso, depois dos procedimentos
comportamentais aos quais os animais foram submetidos, estes receberam 0,8 ul de uma
solucdo de azul de metileno 0,1% através das canulas como descrito acima. Quinze minutos
depois disto foram sacrificados e seus cérebros removidos e colocados em uma solucio de
formol 4% por um periodo de quatro dias. Apds, procedeu-se a andlise histologica. Somente
animais onde a localizacao da mancha de azul de metileno encontrava-se dentro de um raio de

2 mm do local desejado foram considerados na andlise estatistica dos dados (Figura 8).
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Fig. 8: Representacio esquematica de um corte histologico de hemisfério cerebral. A parte grifada mostra a
drea alvo das infusdes realizadas nos experimentos apresentados nesta dissertacdo. Animais nos quais a infusio
de azul de metileno, realizada durante a verificacdo de posicionamento das canulas, estava fora da drea indicada
acima ndo foram considerados durante a andlise dos dados.

I11. 7 - Farmacos Utilizados

Neste estudo, os farmacos utilizados nas infusdes intra-CA1l foram: histamina,
pirilamina, ranitidina, espermidina e imetit, obtidas da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA);
tioperamida, ifenprodil, dimaprit e SKF 91488, obtidas da Tocris Cookson Ltd. (Avonmouth,
Bristol, UK). Todas as drogas foram dissolvidas em salina, exceto o ifenprodil, que foi
dissolvido em DMSO 50%. Todas foram infundidas a temperatura ambiente, e pH 7,2. As
doses utilizadas foram determinadas com base em experimentos pilotos e em estudos prévios
mostrando o efeito da histamina sobre o aprendizado e a memoria, € em outras varidveis
comportamentais e fisioldgicas (Alvarez & Banzan, 1995 e 1996; Alvarez et al, 2001; Baldi

et al, 2005; Giovannini et al, 2003; Knoche et al, 2003; Orsetti et al, 2001).

I11. 8 — Estudos comportamentais complementares

Com o objetivo de confirmar a especificidade dos dados comportamentais obtidos na
tarefa de esquiva inibitdria e descartar efeitos secundarios dos farmacos utilizados, os animais
foram submetidos as tarefas de Exploracdo ao Campo Aberto e Labirinto em Cruz Elevado

para avaliarmos respectivamente os efeitos dos tratamentos sobre a locomogao e a orientagdo
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espacial, ou ainda sobre a ansiedade. Os animais foram tratados com farmaco, de maneira
idéntica a utilizada nos experimentos de memoria, 24 horas antes do inicio das tarefas
complementares, uma vez que nos experimentos de EI o efeito do firmaco foi testado 24
horas depois.

O aparato da tarefa de “exploracdo ao campo aberto” era uma caixa retangular com
dimensdes de 40 x 30 x 50 cm (comprimento x profundidade x altura) com uma parede frontal
de vidro. O assoalho da caixa é dividido por linhas que formam 12 retdngulos idénticos
(figura 9). Durante o experimento, o animal é colocado gentilmente na caixa e deixado ali
para explord-la livremente por 5 minutos. O nimero de cruzamentos das linhas foi avaliado
como indices de exploracdo locomotora e o nimero de elevacdes (rearings) como indices

padrdes.

Figura 9: Campo aberto

O “labirinto em cruz elevado” consiste em um aparato em forma de cruz, elevado 1
metro do chio e formado por quatro bracos de 40 cm de comprimento e 10 cm de largura
(figura 10). Dois bragos opostos eram fechados por paredes de 26 cm de altura, enquanto os
outros dois permaneciam abertos. Os animais previamente tratados eram colocados na arena

central e permitidos explorar o aparato por 5 minutos durante os quais foram contabilizados as
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entradas e o tempo despendido nos bracos abertos e fechados além das respostas de elevacao
(rearings). Quanto mais ansioso estiver o animal, maior é o tempo de permanéncia nos bragos
fechados e maior € o nimero de entradas nestes bragos. Assim como nos experimentos de
campo aberto, os experimentos no labirinto em cruz elevado foram realizados 24 horas apds a

infusdo do farmaco.

Figura 10: Labirinto em cruz elevado

I11. 9 — Anadlise Estatistica dos Dados

As laténcias para a descida da plataforma nas sucessivas sessoes de teste da tarefa de
EI correspondem a um tempo maximo de 600 segundos de permanéncia na plataforma. Como
a maioria dos animais nao atinge o teto (600s), o resultado da variacdo do erro entre os ratos
segue o padrdo normal, permitindo o uso de andlise estatistica paramétrica. Utilizou-se o
software Graph-Pad Prism para esta andlise estatistica. As laténcias das sessoes de teste da EI
foram analisadas utilizando-se o test t de student. Valores de p < 0.05 foram considerados
estatisticamente significativos.

Os dados paramétricos obtidos nas tarefas de habitua¢do ao campo aberto e labirinto
em cruz elevado foram submetidos a comparagao estatistica utilizando ANOVA de uma via

seguida pelo teste de Dunnet e submetidos aos mesmos critérios de significancia.
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IV. RESULTADOS

Para analisarmos a participacdo do sistema histaminérgico hipocampal na extin¢ao de
memorias aversivas, ratos Wistar machos foram treinados na tarefa de EI de uma udnica
sessdo, como ja descrito acima.

A histamina (10 pmol/lado e 10 nmol/lado) infundida imediatamente apds sessdo de
teste ndo reforcado (TT1), 24h apds o treino, diminui a laténcia de descida de maneira dose-
dependente (10 nmol/lado) (*p<0.05 vs VEH, na comparacgao de test ¢ de Student, Figura 11),
mostrando que a histamina nesta concentracdo melhora a extincdo de memorias aversivas
relativas a EL

Nos gréficos que seguem, as siglas significam: Tr treino, TT1 sessdo de teste ndo

reforcada (extingao) e TT2 teste, de acordo com o protocolo explicado anteriormente.
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Fig. 11: A infusdo intrahipocampal de histamina melhora a extincdo da memoéria de esquiva inibitéria.
Ratos Wistar machos com cinulas de infusdo localizadas na regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados na
tarefa de EI e, 24 h apds o treino, submetidos a uma sessdo de teste ndo refor¢ada (i.e. na auséncia do choque
elétrico). Imediatamente apds a sessdo de teste os animais receberam uma infusdo bilateral (1 pl/lado) de veiculo
(VEH) ou de histamina (10pmol ou 10nmol/lado) na regido CAl do hipocampo. A retencdo da memoria foi
avaliada em uma segunda sessdo de teste ndo refor¢cada (TT2) realizada 24 h apds a primeira. As barras
representam a média (£ erro padrdo) da laténcia de descida durante a sessdo de treino (Tr) e durante as duas
sessdes de teste (TT1 e TT2), n=11 por grupo; *p<0.05 vs VEH no teste ¢ de Student.
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Condizente com o resultado acima, quando infundido na regidao CA1 imediatamente
ap6s uma sessdo de teste nao reforcado (TT1), o inibidor da histamina N-metil-transferase,
SKF-91844 (50 nmol/lado), o qual aumenta a concentra¢do de histamina enddgena através do
bloqueio de sua inativacdo metabdlica, também melhora a extingdo da memoria de EI

(*p<0.05 vs VEH no test r de Student, Figura 12), mimetizando o efeito da histamina.
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Fig.12: A infusdo intrahipocampal de SKF-91844, inibidor da enzima histamina N-metil-transferase,
melhora a extincdo da memoria de esquiva inibitéria. Ratos Wistar machos com canulas de infusio
localizadas na regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados na tarefa de EI e, 24 h ap6s o treino, submetidos
a uma sessdo de teste ndo reforcada (i.e. na auséncia do choque elétrico). Imediatamente apds a sessdo de teste os
animais receberam uma infusdo bilateral (1 pl/lado) de veiculo (VEH) ou de SKF-91844 (50 nmol/lado) na
regido CAl do hipocampo. A retencdo da memdria foi avaliada em uma segunda sessdo de teste ndo refor¢ada
(TT2) realizada 24 h ap6s a primeira. As barras representam a média (+ erro padrdo) da laténcia de descida
durante a sessdo de treino (Tr) e durante as duas sessdes de teste (TT1 e TT2), n= 11 por grupo; *p<0.05 vs VEH
no teste ¢t de Student.

A histamina pode interagir com os receptores H;, H, ou Hj, todos expressos na
formacgdo hipocampal, além de também poder ligar-se ao sitio de unido das poliaminas no
receptor NMDA. Analisou-se a participacdo individual de cada receptor sobre o efeito da
melhora da extin¢do provocada pela histamina.

Com relagdo aos agonistas: 2-tiazoliletilamina (agonista H;), espermidina (agonista do
sitio das poliaminas do receptor NMDA), dimaprit (agonista H,) e imetit (agonista Hj),

apenas o dimaprit (10 nmol/lado) melhora significativamente a extincdo de memorias
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aversivas relativa a EI, quando infundido intra-CA1 imediatamente p6s-TT1 (* p<0.05 vs
VEH; Figura 15), mimetizando a a¢ao da histamina.

No entanto, o agonista Hs, Imetit, mostra exercer um efeito bloqueador sobre a
extincdo de memorias aversivas quando comparado ao veiculo (Figura 16), mostrando

claramente que os animais nao extinguiram.
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Fig. 13: A infusao intrahipocampal de 2-tiazoliletilamina (agonista H;) ndo tem efeito sobre a extin¢do da
hipocampo dorsal foram treinados na tarefa de EI e, 24 h apds o treino, submetidos a uma sessdo de teste ndo
reforcada (i.e. na auséncia do choque elétrico). Imediatamente apds a sessdo de teste os animais receberam uma
infusdo bilateral (1 pl/lado) de veiculo (VEH) ou do agonista H; (10 nmol/lado) na regido CA1 do hipocampo. A
reten¢do da memdria foi avaliada em uma segunda sessdo de teste ndo reforcada (TT2) realizada 24 h apds a
primeira. As barras representam a média (£ erro padrdo) da laténcia de descida durante a sessdo de treino (Tr) e
durante as duas sessdes de teste (TT1 e TT2), n= 11 por grupo.



41

350+
300
250§
200
150 1

100+

Laténcia de descida (s)

504

Tr ™ WEH EEP
TT2

Fig. 14: A infusdo intrahipocampal de espermidina (agonista do NR2B) nao tem efeito sobre a extin¢ao da
memoria de esquiva inibitéria. Ratos Wistar machos com canulas de infusdo localizadas na regido CAl do
hipocampo dorsal foram treinados na tarefa de EI e, 24 h ap6s o treino, submetidos a uma sessdo de teste ndao
reforgada (i.e. na auséncia do choque elétrico). Imediatamente apés a sess@o de teste os animais receberam uma
infusdo bilateral (1 pul/lado) de veiculo (VEH) ou de espermidina (ESP 10 nmol/lado) na regido CAl do
hipocampo. A retengdo da meméria foi avaliada em uma segunda sess@o de teste ndo reforcada (TT2) realizada
24 h ap6s a primeira. As barras representam a média (+ erro padrdo) da laténcia de descida durante a sessdo de
treino (Tr) e durante as duas sessdes de teste (TT1 e TT2), n= 11 por grupo.
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Fig. 15: A infusao intrahipocampal do Dimaprit (agonista H,) melhora a extin¢cio da memoéria de esquiva
inibitoria. Ratos Wistar machos com cénulas de infusgo localizadas na regido CA1 do hipocampo dorsal foram
treinados na tarefa de EI e, 24 h apds o treino, submetidos a uma sessdo de teste ndo reforcada (i.e. na auséncia
do choque elétrico). Imediatamente apds a sessdo de teste os animais receberam uma infusio bilateral (1 pl/lado)
de veiculo (VEH) ou de dimaprit (DIM 10 nmol/lado) na regido CA1 do hipocampo. A reten¢do da memoéria foi
avaliada em uma segunda sessdo de teste ndo reforcada (TT2) realizada 24 h apds a primeira. As barras
representam a média (£ erro padrdo) da laténcia de descida durante a sessdo de treino (Tr) e durante as duas
sessdes de teste (TT1 e TT2), n= 11 por grupo; *p<0.05 vs VEH no teste ¢ de Student.
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Fig. 16: A infusao intrahipocampal de Imetit (agonista H;) mostra um efeito bloqueador sobre a extincio

.....

hipocampo dorsal foram treinados na tarefa de EI e, 24 h ap6s o treino, submetidos a uma sessdo de teste ndao
reforgada (i.e. na auséncia do choque elétrico). Imediatamente apés a sess@o de teste os animais receberam uma
infusdo bilateral (1 pl/lado) de veiculo (VEH) ou de imetit (IME 10 nmol/lado) na regido CA1 do hipocampo. A
retencdo da memdria foi avaliada em uma segunda sessdo de teste ndo refor¢ada (TT2) realizada 24 h apés a
primeira. As barras representam a média (+ erro padrio) da laténcia de descida durante a sessdo de treino (Tr) e
durante as duas sessdes de teste (TT1 e TT2), n= 11 por grupo; *p<0.05 vs VEH no teste ¢ de Student.

Nenhum dos antagonistas utilizados seja a pirilamina (antagonista H;, 50 nmol /lado),
a tioperamida (antagonista Hj; 50 nmol/lado) ou o ifenprodil (antagonista do sitio das
poliaminas do receptor NMDA, 50 nmol/lado), afetam a extincdo de memodria de longa
duracdo relativa a EI quando infundidos intra-CA1 imediatamente p6s-TT1 (Figuras 17,19 e

20).
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Fig. 17: A infusfo intrahipocampal de Pirilamina (antagonista H;) nao afeta a extincdo da memoria de
dorsal foram treinados na tarefa de EI e, 24 h apds o treino, submetidos a uma sessao de teste nao reforcada (i.e.
na auséncia do choque elétrico). Imediatamente apds a sessdo de teste os animais receberam uma infusio
bilateral (1 pl/lado) de veiculo (VEH) ou de pirilamina (PYR 50 nmol/lado) na regido CAl do hipocampo. A
reten¢do da memoria foi avaliada em uma segunda sessdo de teste ndo reforcada (TT2) realizada 24 h apds a
primeira. As barras representam a média (+ erro padrio) da laténcia de descida durante a sessdo de treino (Tr) e
durante as duas sessdes de teste (TT1 e TT2), n= 11 por grupo.

Apenas a ranitidina (antagonista do receptor H;), bloqueia a extincdo de memorias

aversivas relativas a EI (*p<0.05 vs VEH no test ¢ de Student, Figura 18).
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Fig. 18: A infusdo intrahipocampal de Ranitidina (antagonista H,) bloqueia a extincio da memoria de
esquiva inibitéria. Ratos Wistar machos com canulas de infusdo localizadas na regido CAl do hipocampo
dorsal foram treinados na tarefa de EI e, 24 h ap6s o treino, submetidos a uma sessio de teste ndo reforcada (i.e.
na auséncia do choque elétrico). Imediatamente apés a sessdo de teste os animais receberam uma infusdo
bilateral (1 ul/lado) de veiculo (VEH) ou de ranitidina (RAN 50 nmol/lado) na regidio CA1l do hipocampo. A
retencdo da memoria foi avaliada em uma segunda sessdo de teste ndo refor¢ada (TT2) realizada 24 h apés a
primeira. As barras representam a média (+ erro padrio) da laténcia de descida durante a sessdo de treino (Tr) e
durante as duas sessdes de teste (TT1 e TT2), n= 11 por grupo; *p<0.05 vs VEH no teste ¢ de Student.
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Fig. 19: A infusao intrahipocampal de Tioperamida (antagonista H;) nao afeta a extincdo da meméria de
esquiva inibitéria. Ratos Wistar machos com cinulas de infusdo localizadas na regido CA1l do hipocampo
dorsal foram treinados na tarefa de EI e, 24 h apds o treino, submetidos a uma sessao de teste nao reforcada (i.e.
na auséncia do choque elétrico). Imediatamente apés a sessdo de teste os animais receberam uma infusdo
bilateral (1 pl/lado) de veiculo (VEH) ou de Tioperaminda (THI 50 nmol/lado) na regido CA1 do hipocampo. A
retencdo da memdria foi avaliada em uma segunda sessdo de teste ndo refor¢ada (TT2) realizada 24 h apés a
primeira. As barras representam a média (+ erro padrio) da laténcia de descida durante a sessdo de treino (Tr) e
durante as duas sessdes de teste (TT1 e TT2), n= 11 por grupo.
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Fg. 20: A infusao intrahipocampal de Ifenprodil (antagonista do sitio das poliaminas do receptor NMDA)
nio afeta a extincio da memdria de esquiva inibitéria. Ratos Wistar machos com céanulas de infusdo
localizadas na regidao CA1 do hipocampo dorsal foram treinados na tarefa de EI e, 24 h apds o treino, submetidos
a uma sessdo de teste ndo reforcada (i.e. na auséncia do choque elétrico). Imediatamente apds a sessdo de teste os
animais receberam uma infusio bilateral (1 pl/lado) de veiculo (VEH) ou de ifenprodil (IFE 50 nmol/lado) na
regido CAl do hipocampo. A retencdo da memoria foi avaliada em uma segunda sessdo de teste ndo refor¢ada
(TT2) realizada 24 h ap6s a primeira. As barras representam a média (+ erro padrdo) da laténcia de descida
durante a sessdo de treino (Tr) e durante as duas sessoes de teste (TT1 e TT2), n= 11 por grupo.

Concordando com os resultados acima, observou-se que a ranitidina (50 nmol/lado),
reverte completamente o efeito de extincdo da histamina (**p<0.01 vs VEH na comparagao
do test ¢ de student), quando co-infundida com esta monoamina imediatamente p6s-TT1 na
tarefa de EI (Figura 24). O mesmo ndo ocorreu quando outros antagonistas como a

pirilamina, a tioperamida ou o ifenprodil, foram co-infundidos com a histamina (Figuras 21,

22 e 23).
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Fig. 21: A infusdo intrahipocampal de pirilamina (antagonista H;) ndo bloqueia a acdo da histamina na
extincdo da memoria de esquiva inibitoria. Ratos Wistar machos com cinulas de infusdo localizadas na regiao
CA1 do hipocampo dorsal foram treinados na tarefa de EI e, 24 h ap6s o treino, submetidos a uma sessdo de teste
ndo refor¢ada (i.e. na auséncia do choque elétrico). Imediatamente apds a sessdo de teste os animais receberam
uma infusdo bilateral (1 pl/lado) de veiculo (VEH) ou de histamina (HIS 10 nmol) ou de histamina mais
pirilamina (H 10 nmol + P 50 nmol) na regido CA1 do hipocampo. A retencdo da memoéria foi avaliada em uma
segunda sessdo de teste ndo reforcada (TT2) realicada 24 h apds a primeira. As barras representam a média (x
erro padrdo) da laténcia de descida durante a sess@o de treino (Tr) e durante as duas sessdes de teste (TT1 e
TT2), n= 11 por grupo; **p<0.01 vs VEH no teste ¢ de Student.
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Fig. 22: A infusao intrahipocampal de Tioperamida (antagonista H;) ndao bloqueia a a¢io da histamina na
extincdo da memoria de esquiva inibitoria. Ratos Wistar machos com cinulas de infusdo localizadas na regiao
CAL do hipocampo dorsal foram treinados na tarefa de EI e, 24 h ap6s o treino, submetidos a uma sessdo de teste
ndo reforgada (i.e. na auséncia do choque elétrico). Imediatamente apds a sessdo de teste os animais receberam
uma infusdo bilateral (1 pl/lado) de veiculo (VEH) ou de histamina (HIS 10 nmol) ou de histamina mais
tioperamida (H 10 nmol + T 50 nmol) na regido CAl do hipocampo. A retencdo da memoria foi avaliada em
uma segunda sessdo de teste ndo reforcada (TT2) realizada 24 h apds a primeira. As barras representam a média
(£ erro padrdo) da laténcia de descida durante a sess@o de treino (Tr) e durante as duas sessdes de teste (TT1 e
TT2), n= 11 por grupo; **p<0.01 vs VEH no teste ¢ de Student.
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Fig. 23: A infusao intrahipocampal de Ifenprodil (antagonista das poliaminas do NMDAr) nao bloqueia a

.....

infusdo localizadas na regido CAl do hipocampo dorsal foram treinados na tarefa de EI e, 24 h apds o treino,
submetidos a uma sessdo de teste ndo reforcada (i.e. na auséncia do choque elétrico). Imediatamente apds a
sessdo de teste os animais receberam uma infusao bilateral (1 pl/lado) de veiculo (VEH) ou de histamina (HIS 10
nmol) ou de histamina mais ifenprodil (H 10 nmol + I 50 nmol) na regido CA1l do hipocampo. A retencdo da
memoria foi avaliada em uma segunda sessdo de teste ndo reforcada (TT2) realizada 24 h apds a primeira. As
barras representam a média (+ erro padrdo) da laténcia de descida durante a sessdo de treino (Tr) e durante as
duas sessdes de teste (TT1 e TT2), n= 11 por grupo; **p<0.01 vs VEH no teste ¢ de Student.
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Fig. 24: A infusdo intrahipocampal de ranitidina (antagonista H,) bloqueia a acio da histamina na
extincdo da memoria de esquiva inibitoria. Ratos Wistar machos com cinulas de infusdo localizadas na regiao
CA1 do hipocampo dorsal foram treinados na tarefa de EI e, 24 h apds o treino, submetidos a uma sessdo de teste
ndo reforg¢ada (i.e. na auséncia do choque elétrico). Imediatamente apds a sessdo de teste os animais receberam
uma infusdo bilateral (1 pl/lado) de veiculo (VEH) ou de histamina (HIS 10 nmol) ou de histamina mais
ranitidina (H 10 nmol + R 50 nmol) ou de ranitidina (RAN 50 nmol) na regido CA1 do hipocampo. A reten¢do
da memoria foi avaliada em uma segunda sessao de teste ndo refor¢ada (TT2) realizada 24 h apds a primeira. As
barras representam a média (£ erro padrdo) da laténcia de descida durante a sessdo de treino (Tr) e durante as
duas sessoes de teste (TT1 e TT2), n= 11 por grupo; **p<0.01 vs no teste ¢ de Student.
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De todos os antagonistas testados junto com a histamina, apenas a ranitidina reverte o
efeito da histamina quando co-infundida com esta amina.

Reforcando esta hipdtese, verificou-se que a ranitidina (50 nmol/lado) quando co-
infundida com SKF-91844 (50 nmol) intra-CA1 imediatamente p6s-TT1, também bloqueia o

efeito de extingdo do SKF-91844 (*p<0.05 vs VEH na comparagdo de test ¢ de student,

Figura 25).
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Fig. 25: A infusao intrahipocampal de ranitidina (antagonista H,) bloqueia a acdo do SKF-91844 na
extincdo da memoria de esquiva inibitoria. Ratos Wistar machos com cinulas de infusdo localizadas na regiao
CAL do hipocampo dorsal foram treinados na tarefa de EI e, 24 h ap6s o treino, submetidos a uma sessdo de teste
ndo refor¢ada (i.e. na auséncia do choque elétrico). Imediatamente apds a sessdo de teste os animais receberam
uma infusao bilateral (1 pl/lado) de veiculo (VEH) ou de SKF-91844 (50 nmol) ou de SKF-91844 + ranitidina (S
50 nmol + R 50 nmol/lado) na regido CA1 do hipocampo. A retengdo da memoria foi avaliada em uma segunda
sessdo de teste ndo reforcada (TT2) realizada 24 h apds a primeira. As barras representam a média (+ erro
padrio) da laténcia de descida durante a sessdo de treino (Tr) e durante as duas sessdes de teste (TT1 e TT2), n=
11 por grupo; *p<0.05 vs VEH no teste ¢ de Student.

Verificou-se que a histamina possui a capacidade de melhorar a extincao de memdrias
aversivas. Porém, quando a histamina foi co-infundida com a ranitidina (antagaonista H,), a
ranitidina bloqueou o efeito de extin¢ao da histidina demonstrando que a ranitidina prejudica
ou dificulta o efeito da histamina na melhora da extincdo de memorias aversivas. Este efeito

ndo foi visto quando a histamina foi co-infundida com outros antagonistas.
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A Tabela 1 mostra os resultados encontrados nas tarefas de Campo Aberto e

Labirinto em Cruz Elevado.

Tabela 1: Histamina (HIS 10nmol/lado) ou salina foram infundidas (1pl) bilateralmente na regido CAl do
hipocampo dorsal 24 horas antes dos ratos serem submetidos as tarefas de Campo Aberto e Labirinto em Cruz

Elevado.

VEH (n = 10) HIS (n=10)
Elevagdes 17229 16.1 £2.7
Cruzamentos 58.0+94 57.9+12.6
Tempo gasto nos bragos abertos (min.) 1.7 £0.2 1.5+0.2
Numero de entradas nos bragos abertos 50+1.1 4.6+09
Numero total de entradas 10.0+1.8 9.6+14
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V. DISCUSSAO

A extin¢do € causada pela presenca repetida ao estimulo condicionado, na auséncia
do estimulo incondicionado. H4 duas importantes dreas cerebrais envolvidas na extingdo que
sd0 o hipocampo e a amigdala basolateral (Myers & Davis, 2002), embora em alguns casos,
outras dreas possam desempenhar esta fungdo como o cértex insular (Berman & Dudai, 2001).

As manipulacdes do sistema histaminérgico em alguns modelos de aprendizado
modificam o comportamento do animal. No entanto, estes resultados sdo freqiientemente
contraditérios, e tanto efeitos facilitatorios como inibitérios da histamina tém sido descritos
(Blandina et. al., 2004).

A histamina afeta processos cognitivos pela modulagdo de fun¢des neuronais em todo
o cérebro, indicando que o sistema histaminérgico influencia diretamente processos
neurobioldgicos que sustentam o aprendizado e a memoria (Passine et. al., 2007).

Nossos resultados mostraram que a histamina (10 nmol/lado), quando infundida na
regido CA1l do hipocampo dorsal de ratos imediatamente pds-TT1 (sessdo de teste ndo
refor¢ada), melhora de maneira dose-dependente a extingdo de memdrias aversivas relativas a
tarefa de esquiva inibitoria. Esse efeito foi mimetizado pela inibi¢do da enzima histamina N-
metil-transferase com SKF-91844 (50 nmol/lado).

Experimentos prévios de nosso laboratdrio indicaram que a infusdo de histamina em
tempos variados ndo mostra diferenca em relacdo a consolidacdo de memorias aversivas,
exceto quando a histamina foi infundida imediatamente apds a aquisi¢do (Silva, et al. 2006).
Além disso, a histamina ndo afeta a LTM relativa a EI quando administrada bilateralmente
intra-cortex occipital mediolateral, local situado logo acima de CA1, monstrando que o seu
efeito deve-se especificamente a sua acdo na regido CAl do hipocampo dorsal, € ndo como
uma conseqiiéncia de difusdo a outras dreas adjacentes (Silva, et al. 2006).Estudos utilizando

inibidores farmacolégicos especificos tém mostrado que a expressio gé€nica, a sintese protéica
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e as vias de ERK e PKA sdo requeridas no hipocampo e na amigdala basolateral para a
extincdo de LTM em EI (Cammarota et.al.,2005). Além disso, a extingdo da memdria relativa
a EI requer a funcionalidade normal dos receptores NMDA, e pode ser melhorada por
agonistas do sitio de ligacdo das poliaminas do NMDAr (Berlese, et. al., 2005).

Os receptores H; t€m ampla distribui¢io no SNC. Altas densidades deste receptor
estdo presentes no sistema limbico, incluindo hipotdlamo, nicleo septal, amigdala medial e
algumas areas do hipocampo. Em muitos neurdnios a ativagdo do receptor H; leva a
despolariza¢do e/ou ao aumento da freqiiéncia de disparos (Brown, Stevens & Haas, 2000)
ativando a inervacao histaminérgica.

No entanto os resultados ndao mostram diferenca significativa apds a ativagao do
receptor H1 com relacdo ao veiculo, depois da infusdo de seu agonista.

Além disso, mesmo que a ativacdo do receptor H; reduza o bloqueio exercido pelo
MgZJr sobre o canal i6nico do NMDAr (Payne, G.W & Neuman, R.S., 1997); da histamina
facilitar diretamente a ativagdo do NMDAr através de sua ligagdo ao sitio modulatério das
poliaminas situado na subunindade NR2B do NMDAr (Bekkers, J.M., 1993; Vorobjev, et. al.,
1993); e, dos agonistas Hz poderem aumentar a ativacdo de ERK1/2 em neurdnios da regido
CA3 (Giovannini, et. al., 2003), nenhum dos antagonistas especificos para estes receptores
(pirilamina, ifenprodil e tioperamida, respectivamente) foram capazes de reverter o efeito da
histamina quando infundidos intra-CA1l. Apenas a ranitina (antagonista H,) foi capaz de
reverter tal efeito.

Dos agonistas testados, o dimaprit (10 nmol/lado) mostrou um efeito facilitador da
extin¢do, como a histamina. Os outros agonistas (2-tiazoliletilamina, imetit e espermidina)
ndo mostraram esse efeito. Pode-se sugerir entdo, que a extincdo de memdrias aversivas,

melhorada pela histamina, € regulada via receptor H,.
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No cérebro as respostas desencadeadas pela ativacdo dos receptores H, sdo mediadas
pela estimulacdo da adenilato-ciclase, seguido do aumento dos niveis intracelulares de cAMP
e da ativagao da PKA (Baudry, M.; Martres, M.P.Schwartz, J.C., 1975). Portanto, na regiao
CA1 do hipocampo, a via do cAMP-PKA ¢ um possivel efetor intracelular responsavel pelo
efeito facilitador da histamina dependente de H, sobre a extingdo. A ativagao dos receptores
H, induz uma hiperpolarizacdo duradoura e regula os disparos de potenciais de acdo em
neurdnios hipocampais piramidais, aumentando o nimero de potenciais de a¢do gerados em
resposta a uma despolarizacao tipica através de mecanismos dependentes de PKA e de cAMP
(Hass & Konnerth, 1983).

Segundo Berridge M.J. (1998), a tioperamida (antagonista Hz) mostrou melhorar a
retencdo do aprendizado em camundongos adultos e idosos, enquanto que agonistas do
receptor H; como o imetit ou a o-metilhistamina interromperam este processo de
aprendizagem. Nos resultados mostrados nesta dissertacdo, o imetit (agonista Hz) mostrou
efeito bloqueador sobre a extin¢gdo em ratos, sugerindo que esta via também estd envolvida de
alguma forma na modulag¢do das memdrias de EI.

Resumindo, os resultados mostram que o efeito da melhora da extingdo induzido pela
histamina e pelo SKF-91844 ¢ bloqueado pela ranitidina e mimetizado pelo dimaprit. Isso
indica claramente que o efeito da facilitacio da extin¢do pela histamina ndo se deve a sua
interacdo com os receptores H; e H; ou com a sua ligacdo ao sitio das poliaminas do NMDAr,
mas ao invés disso, deve-se a ativacao direta dos receptores H,.

Com relacdo aos experimentos feitos com a histamina para verificar se havia algum
efeito ansiogénico ou dano locomotor, comprovou-se que a histamina (10 nmol/lado) ndo
modificou o nimero de cruzamentos nem de elevacdes (rearings) na tarefa de campo aberto.

Além de ndo alterar o niimero total de entradas nos quatro bragos, nem o nimero de entradas
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e 0 tempo gasto nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado, quando infundida intra-CA1
dorsal, 24 horas antes das respectivas sessdes comportamentais.

A preferéncia por bragos abertos pode representar um efeito ansiolitico do tratamento,
tornando os animais menos apreensivos em relacdo ao ambiente novo e a altura do aparato.
Enquanto que a exposi¢ao excessiva e preferencial por bracos fechados pode refletir um efeito
ansiogénico do tratamento farmacoldgico, caracterizado pela permanéncia em um local
fechado e escuro considerado mais seguro pelo animal (Graeff et. al., 1998).

Portanto nossos resultados mostram que o sistema histaminérgico também esta
envolvido no processo de extincdo de memorias aversivas e que esta acdo se da a partir da

ativacao de receptores Hp, havendo também a participacao mais sutil dos receptores Hs.
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VI. CONCLUSOES

A partir da andlise dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que a
histamina infundida bilateralmente intra-CA1 dorsal de ratos melhora a extincdo de memorias
aversivas de longa duracdo relativas a EI, de maneira dose-dependente. Esses efeitos
ocorreram quando a histamina foi infundida imediatamente apds a sessdo de teste nao
reforcada (extingao) TT1, 24 horas apds o treino.

A melhora da extin¢do induzida pela histamina e pelo SKF-91844 foi mimetizada
pelo dimaprit e bloqueada pela ranitidina.

Os resultados sugerem que o efeito da histamina em melhorar a extingdo nao é devido
a sua interacdo com os receptores H; e H3 ou com sua ligacdo a subunidade NR2B do

NMDATr, mas sim devido a sua interagdo com os receptores H,.
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