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ABSTRACT

The histaminergic system in the central nervous system is involved in the
regulation of learning and memory. Therefore, the aim of this study was to investigate
the effects of histamine through histaminergic receptors activation (H1,H2) in
discriminative memory reconsolidation in rat hippocampal region CAl. Wistar male
rats (n= 154) were used to investigate whether histamine itself or receptor-selective
histamine agonist and antagonist given into the CAl region of this hippocampus
immediately post-reactivation can affect the object recognition test (RO)
performance. Our results showed an improve in RO test performance seven days
after memory reactivation caused by histamine and SKF-98144 infusion. The same
test ten days after memory reactivation not show difference between saline and
histamine group. H1 agonist did not improve discriminative memory in RO. The
enhancing effect of histamine was blocked by the H2 receptor antagonist, ranitidine,
but not by the H1 receptor antagonist, pyrilamine. The present results suggest that
histamine infusion in rat hippocampal region CAl post-activation improves

discriminative memory in RO trough H2 receptor.



RESUMO
O sistema histaminérgico no sistema nervoso central (SNC) apresenta fun¢des que
modulam o aprendizado e consolidam a memoria. O objetivo foi estudar o efeito da
histamina através dos receptores histaminérgico (H1 e H2) na reconsolidacdo da
memo©ria discriminativa na regido CA1 do hipocampo de ratos. Foram utilizados 153
ratos Wistar submetidos a cirurgia exterotaxica para implantacdo de canulas guia na
regido CAl do hipocampo. Os animais foram habituados por quatro dias
consecutivos no campo aberto durante 20 minutos. Na sessdo de treino os ratos
foram expostos a dois diferentes objetos (A e B) por 5 min. Apds 24h (reativacao),
um dos objetos foi trocado para um novo (objeto C), e os ratos foram reexpostos no
campo aberto por 5 min. Imediatamente apds, os animais receberam infusdes
bilaterais intra-CA1 dos agonistas/antagonistas histaminérgicos. O teste da
reconsolidacdo da memoaria discriminativa foi realizado na tarefa de reconhecimento
de objetos (RO). Os dados foram expressos pela média + erro padrdo da média para
o teste de t-student para p<0,05 de significancia. Foi realizado 3 dias, 7 dias ou 10
dias apés a sessao de reativacao. Resultados: Nossos dados mostraram que 3 dias
apos a infusdo tanto os grupos salina (56.69 + 4,651) quanto o grupo histamina
(61.10 % 4,712) exploraram mais o objeto novo (D) em relag&o ao objeto familiar. Em
7 dias ap0s a reativagdo 0s animais tratados com histamina (55.96 +7,022)
exploraram mais o objeto (D) em relacdo ao objeto familiar, comparados aos salina
(39.40 + 4,845) p< 0,01. No teste do dia 10 ndo houve mais diferenca estatistica
entre os grupos p>0.05. O SKF 91488 mostrou que o aumento da histamina
enddgena induz a melhora a memdria discriminativa quando testados 7 dias (57.60 +
5.210) comparado ao salina (48.09 + 7.582) para p<0,001. O agonista H2 Dimaprit
(56.14 = 7.425) também melhorou a memoria discriminativa comparado a salina
(49.04 + 9, 309) p < 0,05. O mesmo nao ocorreu com 0 agonista H1
Piridiletiletanolamina (52.93 + 8.946) e o grupo salina (49.04 = 9,309). Nas co-
infusbes o0s antagonistas e histamina, os animais que receberam Pirilamina +
histamina (56.41 + 6.694) e histamina (60.04 + 10.16) obtiveram uma taxa
exploratdria maior do objeto novo comparado a os animais que receberam Ranitidina
+ histamina (51.06 +7.238) e o salina (47.04 + 4.718) que tiveram a memoria
bloqueada com significancia de p<0.05. As doses utilizadas nas infusdes intra- CA1
bilaterais foram de (1pl) de salina, Histamina 10mM/ul, SKF 91488 50mM/ul, os
agonistas Piridiletiletanolamina (PEA) e Dimaprit nas doses de 10mM/ul e os



antagonistas Pirilamina e Ranitidina nas doses de 50mM/ul. De acordo com o0s
dados obtidos neste estudo pode-se concluir que a histamina infundida na regiao
CA1 do hipocampo dorsal de ratos imediatamente ap0s a reativacdo melhora a

memoria discriminativa na tarefa de RO via receptor do tipo H2

Palavras-chave: Histamina. Meméria. Memdria discriminativa. Reconhecimento de

objetos. Hipocampo. Reconsolidacao.
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1 INTRODUCAO

1.1 MEMORIA

Memdria pode ser descrita como a capacidade de reter informacdes oriundas
de novas experiéncias sensoriais com 0 meio ou internas (cognicdo, emocdes), para
gue baseadas em experiéncias prévias possam organizar melhor nossas condutas,
representando, portanto, a base de nossa identidade (IZQUIERDO, 2011). Ao longo
da evolugdo das espécies, a memoria surgiu como uma capacidade evolutiva
formidavel, possibilitando que os seres vivos se beneficiassem de experiéncias
passadas para resolver problemas do ambiente (SUCHOW, 2017). Seguindo essa
l6gica observa-se na escala filogenética que seres mais antigos como O0s
invertebrados ja apresentam capacidade mneménica, sugerindo que a memoria
poderia ser considerada uma propriedade do sistema nervoso desde o seu
surgimento com a evolucédo (SILVA, 2005).

Em seres humanos o aprendizado e a memoria tornam-se elementos ainda
mais importantes, frente a complexidade, e desafios da vida cotidiana, nos
possibilitando reter uma enorme gama de informacdes que nos levard ao
aprendizado. Dessa forma, o aprendizado € o processo decorrente da aquisi¢cdo de
uma nova informacdo. Somente apds o0 aprendizado, ocorre a retencdo da
informacao através do processo chamado de consolidacao que inicia imediatamente
apos a aquisicao.

A consolidacdo da memdéria € um processo no qual uma nova informacao
adquirida é codificada, armazenada e se torna estavel na meméria por determinado
periodo de tempo (MCGAUGH, 1996; IZQUIERDO, 1989; MCGAUGH, 2015;
JOCKWITZ et al., 2017), para que possa posteriormente ser evocada. Este processo
€ dependente de sintese protéica (NADER et al.,, 2000). Quanto ao intervalo de
tempo a memoéria pode ser de curta duracdo como alguns minutos ou de longa
duracdo como anos. Portanto, a memaria pode ser classificada de acordo ao tempo
que ela persiste. Com isso, a capacidade de manter representacfes atuais e
transitérias, de informagfes importantes para realizagdo de determinadas tarefas, €
0 que chamamos de memoria de trabalho (NADEL et al., 2000; KANDEL, 2014).

Quando as informacdes séo sustentadas por um maior periodo, no entanto em um
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intervalo curto (minutos até algumas horas) séo classificadas como memorias de
curta duracdo e por ultimo, quando a manutencdo de determinada informacgéo é
maior (horas ou anos) sdo denominadas como memoérias de longa duracdo. De
todas as informacbes captadas pelo sistema nervoso central (SNC), apenas
algumas sdo consolidadas como memorias de longa duragdo. Normalmente
consolidam-se mais facilmente as informagées com mais carga emocional, mais
focalizada pela atencdo. (CORONA et al., 2016; MCGAUGH, 2000; PARSONS;
RESSLER, 2013).

As memorias consolidadas podem ser acessadas voluntariamente ou até
mesmo de forma espontanea em processo chamado de evocacdo (MOURAO
JUNIOR E FARIA, 2015). Durante a reativacdo de uma lembranca evocada, a
memoria sofre uma desestabilizacdo, possibilitando a adicdo de novas informacfes
a memoria original ou extincdo dos tracos de memoaria originais (AGREN, et al.,
2012; 2014; BAKER, K. D., MCNALLY, G. P.; RICHARDSON, R., 2013). Com isso, 0
termo reconsolidacdo surgiu para definir o processo onde atualizamos ou
fortalecemos uma memoaria antiga, como por exemplo, quando estudamos algum
contetdo de nosso interesse ou reforcamos alguma lembranca importante que nao

devemos esquecer.

1.1.2 Reconsolidacdo da Meméria

A memoria possui uma propriedade dindmica, ndo sendo uma entidade fixa,
mesmo com nossa forte tendéncia em vé-la como uma descricdo precisa de eventos
passados, dessa forma a reativacdo e a expressdo de uma memodria existente
geram um estado labil, o que significa que a memoaria reativada torna-se vulneravel a
interferéncia, com isso, na pratica, uma nova experiéncia pode entrelagcar com a
memoria reativada e modificar suas préximas reativacbes (LEE et al., 2017).
Contudo, esse dinamismo natural da memoria sé seria comprovado em 1968 atraves
de um estudo utilizando o modelo de condicionamento aversivo em ratos, que
demonstrou que o choque eletroconvulsivo imediatamente apds a reativacado da
memoria tinha um efeito amnésico, como acontecia quando aplicado na janela da
consolidacdo (MISANIN, R. J. et al, 1968). Portanto, a reativacao poderia induzir a
memoéria a um estado instavel e vulneravel a interferéncias, sendo necessario um

novo periodo para estabilizacao.
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No entanto, o termo reconsolidacdo surgiu apenas apds um artigo de 1979,
no qual o psicélogo Donald Lewis publicou um resumo de seus principais
experimentos explicando a hipétese da “memoria ativa” e “memdria inativa”, onde a
memoria apds a reativacdo passava de um estado inativo para um estado ativo,
onde é suscetivel a interferéncia. ApGs algumas horas, essa memoaria se reestabiliza
e entra num estado inativo, onde os tratamentos de interferéncia ndo teriam mais
efeito (LEWIS, 1979). Baseado nisso, labilizar as memorias a ponto de adicionar
informacBes a memoria original, aumentando a possibilidade de armazena-las por
um tempo maior € chamado de reconsolidacdo. Desse modo, ao que recentes
estudos nos indicam, trata-se de uma atualizagdo da consolidacéo, pelo fato de
desestabilizar esta memoria, reativando todos os mecanismos de retencdo, e de
consolidagcdo como a sintese protéica (NADER et al.,, 2000; RICCIO et al., 2006;
BALDERAS, RODRIGUEZ-ORTIZ, BERMUDEZ-RATTONI, 2013) isto é, a
recuperacdo da memoria pode levar a desestabilizagdo da memoria exigindo um
processo de reconsolidacéo para restabelecé-lo.

Nesse sentido, evidéncias vém surgindo, demonstrando a possibilidade de
manipulacdo da memdria original, tanto prejudicando como aprimorando o0 seu
desempenho. Além disso, a natureza bidirecional da modulacdo da plasticidade
sinaptica permite que memdrias reativadas sejam potencializadas por intervencdes
farmacoldgicas ou processos celulares (TRONSON, N.C. et al., 2006), e esta fase de
reconsolidacdo da memoria, oferece uma oportunidade para apagar (NADER et al.,
2000; RICCIO et al., 2006) ou modificar (INDA, 2011) a memodria existente, durante o
periodo de reestabilizacdo. Por exemplo, o desempenho pode ser prejudicado se
tratamentos amnésicos, como um choque eletroconvulsivo ou uma aprendizagem
concorrente, ocorrerem ap0s a reativacao da memdéria (MISANIN, J.R. et al., 1968;
WALKER, M.P. et al.,, 2003; JAMES, ELLA L. et al., 2015); ou ainda pode ser
prejudicada pela administracdo de anisomicina (inibidor da sintese protéica)
(MORRIS, 2006) porém a retencédo das novas informacdes pode ser reforcada pela
administracdo de compostos pro-cognitivos apos a reativagdo (GORDON, W.C.,
1977). A liberagdo de neurotransmissores atua modulando os processos de
reconsolidacdo da memaoria como, por exemplo, a dopamina na reconsolidacao da
memoria de medo (FURINI et al, 2014), e memoria de reconhecimento de objetos
(ROSSATO et al, 2015). A acetilcolina é outro neurotransmissor que atua modulando

a reconsolidacdo da memaria discriminativa na tarefa de reconhecimento de objetos
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(BERMUDEZ-RATTONI, 2014). Portanto, a labilizacdo de uma memoria ja
consolidada € necessaria para a reconsolidacdo e esta labilizacdo quando impedida,
interfere prejudicando a reconsolidacdo (MORRIS, 2006; DA SILVEIRA, 2013).

1.1.3 Meméria discriminativa

Um tipo importante de memoria € a memoria discriminativa que pode ser
explicada como a habilidade que o individuo possui em discriminar um objeto
familiar de um objeto novo, e este tipo de memoria esta relacionado com o lobo
temporal medial, em estruturas como os cortex pré-frontal medial (mPFC), perirrinal
(cPRH), parahipocampal, insular e hipocampal (CAl) (BALDERA et al., 2014).
Atualmente uma das formas mais usada para avaliar a memaria discriminativa é a
tarefa de reconhecimento de objetos (RO), que mostra a capacidade natural de um
roedor discriminar um objeto ja conhecido de um novo, baseando-se na tendéncia
de um roedor em explorar preferencialmente sempre um novo objeto ao invés de um
ja conhecido chamado também de familiar (GRAYSON et al., 2014).

O protocolo de reconsolidagcdo da memoria discriminativa na tarefa de RO,
quando gera a aquisicdo de novas informacfes relacionadas com a memoria
original, ativa a participacdo do hipocampo (BALDERAS, RODRIGUEZ-ORTIZ,
BERMUDEZ-RATTONI, 2014).

O entendimento dos mecanismos moleculares, celulares e genéticos da
reconsolidacdo pode ser de grande importancia para a aplicagdo a uma variedade
de estratégias terapéuticas (BOWER, 2017; STERN & ALBERINI, 2013). Estes
mecanismos estao presentes em uma enorme gama de animais e tipos de memodria.
Outros neurotransmissores podem estar envolvidos, como a serotonina, 0 acido
gama-aminobutirico (GABA) e a histamina. No entanto, o papel do sistema
histaminérgico nesta tarefa bem como sua participacdo na reconsolidacdo da
memoria discriminativa na tarefa de reconhecimento de objetos de tem sido pouco

estudado, e é o nosso foco de estudo neste trabalho.
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1.1 SISTEMA HISTAMINERGICO

1.2.1 Anatomia do Sistema Histaminérgico

As primeiras descobertas envolvendo o sistema histaminérgico, em 1970,
sugeriram gque a histamina exercia um efeito estimulatério no SNC (MONNIER et al.,
1970), entretanto os estudos sobre o sistema histaminérgico foram negligenciados,
porque 0s ensaios que revelavam sua identidade anatbmica ndo conseguiam
determinar a localizacdo dos neur6nios histaminérgicos no sistema nervoso central
(SNC)., Somente em 1974, foi identificado, a localizacdo aproximada de uma fonte
de neurdnios histaminérgicos no SNC (SCHWARTZ J. et al., 1974). Entretanto,
apenas em 1984, através de um ensaio de imuno-histoquimica, demonstrando que o
nacleo tdbero mamilar (nTM) era a estrutura que continha o0s neurdnios
histaminérgicos no cérebro, e que também projetava uma ampla distribuicdo de
eferéncias histaminérgicas, que o sistema histaminérgico ganhou relevancia
(PANULA P., YANG, H. Y., & COSTA E., 1984; WATANABE, T. et al., 1984). Com
isso, as principais terminacdes nervosas das eferéncias histaminérgicas, diferem
levemente entre diferentes espécies, contudo elas cobrem essencialmente todas as
areas do SNC, havendo inervacdo de moderada a densa do cOrtex cerebral,
amigdala, substancia negra, estriado, hipocampo e talamo (INAGAKI 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 ja foi demonstrado existir
inervagBes reciprocas entre neurbnios histaminérgicos e outros aminérgicos
(KASLIN & PANULA, 2001). Os receptores histaminérgicos estdo amplamente
distribuidos por todo o SNC.

Sobre as aferéncias o nTM recebe projecdes difusas originadas de muitas
areas diferentes, incluindo o cértex infralimbico, o septo lateral, o nicleo pré-éptico e
grupos neuronais do tronco cerebral. (ERICSON et al, 1989; ERICSON et al, 1991;
PANULA & NUUTINEN, 2013). Desde entéo, diversos estudos demonstraram que o
sistema histaminérgico esta intimamente relacionado com varias fungbes especiais
do SNC, entre elas a regulacdo da temperatura do corpo, ciclo sono-vigilia e
atividades cognitivas que modulam desde os estados de atencéo do individuo bem
como o aprendizado e memoéria (BROWN, 2000; PASSANI M.B. & BLANDINA P.,
2011; BENETTI et al. 2015; BLANDINA et al., 2004).
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Figura 1: Sistema Histaminérgico no encéfalo humano: origem e proje¢des. Fonte: modificado
de Haas et al., 2008.

1.2.2 Histamina

A histamina pode ser descrita como um neurotransmissor, sintetizado no
SNC, em uma regidao chamada nudcleo tibero mamilar no hipotdlamo, no qual os
corpos celulares destes neurdnios se projetam para diferentes regides do SNC
incluindo o hipocampo dorsal, amigdala basolateral e cortex pré-frontal medial,
amigdala, substancia negra, estriado, e talamo, (HAAS et al., 2003). Este
neurotransmissor é sintetizado a partir da descarboxilagcdo do aminoacido histidina,
através da enzima histidina-descaboxilase (HDC) (Fig. 2), a molécula da histamina é
entdo armazenada em vesiculas sinapticas e liberada na fenda sinaptica através de
um mecanismo calcio-dependente. Na fenda sinéptica a histamina é degradada pela
enzima N-metiltransferase (HAAS e PANULA, 2003; HAAS, SERGEEVA E
SELBACH, 2008).



15

L-amino-ackd g -y
transporter _ i .
/// \\\
o’ s N\
Ve Histidina- : .
Histidina descarboxilase Histamina ~
NH; (HDC) NH;
HN > Y

> 2 N
O OH

V \\ Vesicular - / / r
N\, Mmoncamine 3
. ransporter [ z g

B, NH:

* Hl‘: N

. c N
Histamina IV :
metiltransferase Tele-metilhistamina

Figura 2: Sintese, transporte e metabolismo da histamina em neurdnios do nTM. Fonte: Haas et
al., 2003.

A atividade regulatoria sobre a sintese e liberacdo da histamina esta sob
controle de receptores inibitérios muscarinicos M1 (PRAST, H.; FISCHER, H.P.;
PRAST, M.; PHILIPPU, 1994), adrenorreceptores a2 (GULAT MARNAY C. et al.,
1989; (PRAST, H.; HEISTRACHER, M.; PHILLIPU, A., 1991), 5-HT1A (OISHI, R;;
ITOH, Y.; SAEKI, K., 1992), opidides k-receptores (GULAT MARNAY C. et al.,
1990), receptores de galanina (ARRANG, 1991), e receptores facilitatérios opidides
M (ITOH et al., 1988), além dos autorreceptores H3 localizados no corpo e nos
terminais axonais dos neurdnios histaminérgicos (NIETO-ALAMILLA, G. et al., 2016)
Experimentos in-vivo mostraram a participacao do 6xido nitrico inibindo a liberagcéo
de histamina no hipotalamo (PRAST, H.; LAMBERTI, C.; FISCHER, H.; TRAN, M.H.;
PHILIPPU, A., 1996).

Nesse sentido, a liberacdo da histamina demonstra periodicidade muito
clara, seguindo paralelamente o ritmo circadiano com mudanca de padrao de
disparo dos neurdnios histaminérgicos que ocorrem durante o ciclo sono-vigilia
(MOCHIZUKI et al, 1991). Os neurdnios histaminérgicos do nTM atuam como marca-
passo, disparando potenciais de acdo em uma baixa frequéncia (< 3 Hz). Estudos

com registros eletrofisiolégicos desses neurbnios em gatos indicam que sua
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atividade € elevada durante a vigilia e menor ou ausente durante o sono (SCHERIN
et al, 1996; STEININGER et al, 2001).

1.2.3 Receptores Histaminérgicos

Ao todo foram revelados quatro subtipos de receptores para histamina, H1,
H2, H3 e H4. Os dois primeiros exercendo um papel pré-cognitivo, o terceiro de
auto-regulacdo da secrec¢do de histamina e o quarto pouco presente no cérebro e
ainda pouco estudado. (HASS, et al., 2008; PASSANI M.B. & BLANDINA, 2011). os
receptores histaminérgicos conhecidos, H1, H2, H3 e H4, sdo receptores associados
a proteina G e varios segundos mensageiros, € sdo amplamente expressos no SNC
com excecdo do H4 que é bem menos abundante. (HAAS et al., 2008; HILL et al.,
1997). As acdes pro-cognitivas da histamina, normalmente envolvem um aumento
da ativacdo dos receptores pés-sinapticos H1 e/ou H2, ambos em geral excitam os
neurénios ou potencializam suas acbes (MCCORMICK E WILLIAMSON, 1991,
MUNAKATA E AKAIKE, 1994). O receptor H3 é pré-sinptico e atua como
autorreceptor, regulando a sintese e a liberacdo da histamina neuronal e de outros
neurotransmissores, como acetilcolina, norepinefrina, dopamina, serotonina,
glutamato e GABBA (HAAS et al., 2003; HAAS, SERGEEVA E SELBACH, 2008). O
receptor H4 esta relacionado ao sistema imunologico, mas sua atividade no SNC é
muito pouco conhecida (CONNELLY et al., 2009; STRATHOVA et al., 2009).

Os receptores H1 estdo presentes no cértex, hipocampo, amidala,
hipotalamo, talamo corpo estriado e no cerebelo (LINTUNEN et al., 1998). A
ativacdo do receptor H1, ativa a enzima chamada fosfolipase C via proteina G
estimulatéria, que atua na formacédo dos segundos mensageiros 1,4,5 trifosfato de
inositol (IP3) e 1,2 diacilglicerol (DAG) resultando no aumento dos niveis de calcio
intracelular. Dessa forma, reduz o bloqueio dos receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA) pelo Mg2+, por meio da acdo da proteina cinase C (PKC), facilitando a
ativacdo deste receptor (SCHNEIDER E. H.,, NEUMANN D, SEIFERT R, 2014). A
estimulacdo deste receptor, também induz a producdo de mensageiros retrogrados,
como acido araquiddnico e 6xido nitrico (BROWN, STEVENS E HAAS, 2001; HAAS
e PANULA 2003; DRINGENBERG, 2006 PANULA E NUUTINEN, 2013).

Os receptores H2 estdo localizados nos nucleos da base, amidala,

hipocampo, cértex e cerebelo. A ativacdo dos receptores H2 ativa a enzima
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adenilato ciclase via acoplamento da proteina G estimulatéria, induzindo o aumento
do segundo mensageiro adenosina monofosfato ciclico (AMPc), que por sua vez
estimula a proteina cinase A (PKA) resultando na transcricdo de genes e traducao
do &cido ribonucléico mensageiro (RNAmM) em proteinas (KANDEL, E.R, 1993;
BROWN, STEVENS E HAAS, 2001; HAAS e PANULA 2003; PANULA E
NUUTINEN, 2013).

Ja os receptores H3 sédo encontrados nos dendritos e terminais axonais dos
neurénios do nucleo acumbente, ndcleo estriado, substancia negra, hipocampo,
amidala, cortex e cerebelo. A ativacdo deste receptor gera a inibicdo da ativacédo da
adenilato ciclase e consequentemente a reducdo da formagdo do segundo
mensageiro AMPc (BROWN, STEVENS E HAAS, 2001; HAAS e PANULA 2003;
PANULA E NUUTINEN, 2013). Contudo, o receptor H3, juntamente com o receptor
H4, foram excluidos deste estudo, o primeiro por ser um autorregulador da secrecdo
histaminérgica e o segundo por ser ainda muito pouco estudado e menos presente
no SNC.

A figura 3 expdem as principais vias de sinalizacado intracelular de cada um
dos principais subtipos de receptores histaminérgicos (HAAS & PANULA, 2003).
Somando-se aos seus efeitos diretos a histamina pode também, regular a atividade
cortical estimulando neurénios colinérgicos, dopaminérgicos e serotoninérgicos
(WESTERINK B. H. et al., 2002; STRECKER R. E. et al., 2002).
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Figura 3: Vias intracelulares ativadas por receptores histaminérgicos - Os receptores
histaminérgicos e suas respectivas proteinas G estao ilustrados a esquerda. O esquema contém as
vias sinalizadoras e seus alvos intracelulares. A ativacdo do receptor H1, ativa a enzima chamada
fosfolipase C via proteina G estimulatéria, que atua na formag¢édo dos segundos mensageiros 1,4,5
trifosfato de inositol (IP3) e 1,2 diacilglicerol (DAG) resultando no aumento dos niveis de célcio
intracelular. Dessa forma, reduz o bloqueio dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) pelo Mg2+,
por meio da acdo da proteina cinase C (PKC), facilitando a ativacdo deste receptor. A ativacdo do
receptor H2 ativa a enzima adenilato ciclase via acoplamento da proteina G estimulatéria, induzindo o
aumento do segundo mensageiro adenosina monofosfato ciclico (AMPc), que por sua vez estimula a
proteina cinase A (PKA) resultando na transcricdo de genes e traducdo do acido ribonucléico
mensageiro (RNAm) em proteinas. A ativacdo do receptor H3 gera a inibigdo da ativacdo da adenilato
ciclase e consequentemente a reducdo da formacgéo do segundo mensageiro AMPc. Fonte: Haas &
Panula, 2003.

1.2.4 Efeitos do Sistema Histaminérgico na Memoria

Como descrito previamente, a neurotransmissao histaminérgica possui uma
ampla distribuicdo no SNC, e esta envolvida em varias funcdes cerebrais, dentre
elas atuando na aprendizagem e memoéria (HAAS e PANULA, 2003). Entretanto, a

secrecdo de histamina pelo nucleo tdabero mamilar varia conforme o estado
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comportamental momentaneo, exercendo um papel pro-cognitivo e estando
relacionado ao comportamento de atencéo e ciclo sono vigilia (MOCHIZUKI et al,
1991; PARMENTIER R. et al,. 2002;). Além disso, esta influéncia do sistema
histaminérgico na modulacdo da aprendizagem e memodria vem ganhando muito
destaque, sendo alvo de diversos estudos através de intervengdes farmacoldgicas
ou lesbes do nTM (NETTO e IZQUIERDO, 1985; KLAPDOR, HASENOHRL e
HUSTON 1994) e de outras estruturas encefalicas como amidala, hipocampo e
cerebelo (DA SILVA, 2006; ALVAREZ, 2002; ALVAREZ e ALVAREZ, 2008;
PASSANI et al., 2011; SERAFIM et al;. 2010, 2012 e 2013; GIANLORENCO et al.,
2014; CANTO-DE-SOUZA et al., 2015).

Alguns outros estudos ja demonstraram que a histamina modula a formacao
de alguns tipos de memaria, como por exemplo, na reversdo do déficit cognitivo na
consolidacdo da memoaria, induzido em ratos pela deprivacdo maternal (BENETTI et
al., 2011), e quando infundida na amigdala basolateral melhora a consolidacédo de
memoria de esquiva inibitéria (BENETTI et al, 2014). Um estudo demonstrou que
antagonistas histaminérgicos para receptores tipos H1 e H2, e agonista H3, quando
infundidas na regido CA1 do hipocampo prejudicaram a consolidacdo de memoaria de
reconhecimento de objetos (DA SILVEIRA et al., 2013). Entretanto os mecanismos
de reconsolidacdo da memdria discriminativa envolvendo o sistema histaminérgico

ainda sdo pouco estudados.

2 HIPOTESE

Observando a importancia do sistema histaminérgico para a memoria
relacionada ao medo nos animais, e da ampla participacdo da histamina via
receptores H1 e H2 na consolidacdo de diversos outros tipos de memoria,
hipotetizamos que a histamina e seus analogos quando infundidos na regido CA1 do
hipocampo dorsal de ratos exercerd atividade modulatéria sobre a memoria

discriminativa.
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3 OBJETIVOS GERAIS

Estudar o papel do sistema histaminérgico na reconsolidagdo da memoria
discriminativa e quais receptores na regido CA1l do hipocampo dorsal de ratos

podem estar envolvidos no armazenamento deste tipo de memoria.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar se a histamina exerce um papel modulatorio na reconsolidacdo da

memoria discriminativa na regido CA1 do hipocampo dorsal de ratos.

- Verificar se 0 SKF 91488 apresenta um efeito modulatério na reconsolidacéo

da memoria de em ratos.

Verificar a participagdo dos receptores H1 e H2 com o uso dos agonistas
histaminérgicos Piridiletiletanolamina (PEA) e Dimaprit e dos antagonistas
histaminérgicos Pirilamina e Ranitidina na regido CA1 do hipocampo dorsal de

ratos.

4 MATERIAS E METODOS

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foi utilizada uma amostra de 153 ratos Wistar machos oriundos do
(CREAL/UFRGS) com trés meses de idade e/ou pesando em média 300g. Os
animais foram mantidos em caixas moradias (dimensdes: 50 x 40 x 23 cm) de
acrilico com tampa em forma de grade de metal (inox). Cada caixa continha um
namero maximo de 3 animais por caixa, em ambiente climatizado (temperatura de
+21°C), submetidos a um ciclo claro/escuro de 12 horas, com agua e comida a
vontade. Todos o0s experimentos estiveram de acordo com as normas dos “Principles
of laboratory animal care” (NIH publication N° 85-23, revised, 1996) e de acordo com
a Lei de Procedimentos para o uso cientifico de animais — Lei n. 11.794 (CONCEA,
2008) e da portaria Numero 1.332, de 3 de dezembro de 2014 (publicada no Diario
Oficial da Unido, Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo, Gabinete do

Ministro - cito endereco eletrdnico para consulta:
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http://www.mct.gov.br/upd blob/0235/235860.pdf.). Todos o0s animais foram

transferidos por equipe técnica responsavel do (CREAL/UFRGS) e mantidos no
biotério setorial do Instituto de Ciéncia Béasicas da Saude (ICBS) até possuirem 90
dias de vida e em torno de 300g. Apés este periodo os animais passaram pelo
procedimento cirdrgico extereotaxico, para a colocacdo das canulas em regido CA1
no hipocampo dorsal, para posterior administracdo das drogas histaminérgicas ou
salina. Os animais permaneceram vivos por cerca de 30 dias a contar do inicio dos

experimentos.

4.2 CIRURGIAS ESTEREOTAXICAS

Os animais foram anestesiados com xilazina (10 mg/kg) pH = 55 e
ketamina (100 mg/kg) pH entre 3.5 e 5.0 (Fish et al, 1997) via intraperitoneal em
solugdo com volume de 1ml/kg do peso corporal. A cirurgia consiste em varias
etapas, a comecar pela fixacdo do animal no aparelho de estereotaxia (Fig. 5), em
seguida, uma incisdo remove uma porcdo aproximada de 1 cm da pele na regido
dorsal do cranio. Com o auxilio de uma tesoura o experimentador expde a calota
craniana. ApGs a completa remocao de tecido, 0 0sso exposto permite visualizar o
bregma (area de encontro entre a sutura sagital e coronal) que serve como ponto de
referéncia para medir as coordenadas onde canulas foram implantadas
bilateralmente. As canulas-guia de calibre 27 de 0.9 mm foram posicionadas 1.0 mm
acima da regido CA1 do hipocampo dorsal (regido alvo na infusdo de farmacos), de
acordo com as coordenadas obtidas do Atlas “the rat brain in stereotaxic
coordinates” sendo elas as seguintes: Antero Posterior (AP) = - 4,2 mm; Médio
Lateral (MD) = % 3,0 mm; Dorso Ventral (DV) = - 1,8 mm; Inclinacdo Latero Lateral
(INCL LL) = 0° (Fig. 4). Todas as coordenadas sdo em relacdo ao Bregma (Paxinos
G, and Watson C, 1986).


http://www.mct.gov.br/upd_blob/0235/235860.pdf
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Figura 4: llustracdo do encéfalo de rato - A ilustracdo mostra a localizacdo da implantacdo das
canulas de infusdo na regido CA1 do hipocampo dorsal. Fonte: Atlas de Paxinos e Watson, 1986.

Apoés o término do implante das canulas, foi confeccionado um capacete
com a utilizacdo de dois parafusos, fixados no cranio, e cimento acrilico, para que
nao houvesse ocorrido o deslocamento das mesmas. Antes dos ratos acordarem foi
aplicada uma injecao intraperitoneal de cloridrato de tramadol com intervalo entre
aplicacoes de 12/12 horas por 72 horas ap0s a cirurgia, ha dose minima de 5mg/Kg
(http://chemicalland21.com/lifescience/phar/TRAMADOL%20HCI.htm).  Entretanto,

neste procedimento experimental de cirurgia o grau de severidade € moderado. O
experimentador foi previamente treinado, porém mesmo com experiéncia no
procedimento cirargico previu-se uma perda de animais em torno de 3 a 5% do total
dos grupos experimentais, isso equivale a um numero entre 10 a 22 animais do total

que foi solicitado para o Creal/lUFRGS.


http://chemicalland21.com/lifescience/phar/TRAMADOL%20HCl.htm
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Figura 5: Aparelho estereotaxico utilizado nas cirurgias para implantacdo de canulas.

No dia seguinte ao procedimento cirlrgico o experimentador iniciou a
manipulagéo diaria (4 dias) de cada animal individualmente como pré-requisito para
iniciar qualquer procedimento comportamental. Esta manipulagdo diaria foi realizada
pelo experimentador responsavel, munido de jaleco e luvas, onde os animais foram
manuseados gentilmente, sendo tocados, apanhados pelo experimentador e
simulando situacdes de infusdo de farmacos, bem como 0s manuseios necessarios
para as tarefas comportamentais. De maneira geral, esta manipulagéo consiste em
habituar o rato ao experimentador por varias vezes ao longo de trés a cinco minutos
durante quatro dias. Neste procedimento experimental de manipulacdo o grau de

severidade é leve.

4.3 DROGAS

As drogas foram adquiridas da Sigma - Aldrich (EUA), Tocris Cookson Ltd
(UK). Os farmacos foram dissolvidos em DMSO 1% (Dimaprit, Piridiletiletanolamina)

ou solucgéo salina (Histamina, SKF 91488, Pirilamina, ranitidina) em solu¢des mées e
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fracionadas em aliquotas de no maximo 1ml solu¢des de trabalho em concentracdes
de 100mM e armazenadas a temperatura de -20°C. Antes de usar as dosagens
foram diluidas para a concentracdo ideal para o trabalho e foram infundidas com a
temperatura ambiente com pH 7,2, utilizando uma seringa Hamilton com volume
10pul em escala 1:1. As doses utilizadas (vide item 4.4.1) foram baseadas em
experiéncias-piloto (DA SILVA et al, 2006) e em estudos que mostram seu efeito
sobre as variaveis comportamentais e fisiolégicas (ALVAREZ & RUARTE, 2002;
BENETTI et al, 2009; 2012; 2014; 2015).

4.4 PARADIGMAS DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS

Os roedores quando colocados a frente de objetos familiares e novos,
apresentam uma tendéncia a dispor de um tempo maior para explorar o objeto novo.
Este comportamento tipico tem sido utilizado no desenho de um paradigma
comportamental conhecido como tarefa de reconhecimento de objetos (RO) (A.
ENNACEUR E DELACOUR, 1988), que vem sendo amplamente utilizado para
avaliar os mecanismos envolvidos na formacdo de memorias declarativas
(ROBINSON et al, 2014). O instrumento para estudar memoria de RO consistiu em
um campo aberto retangular (dimensbes: 60 cm x 40 cm x 50 cm), que se
encontrava em uma sala com luminosidade regulada (40 Ilux) e isolada
acusticamente. A parte frontal do campo aberto era construida de vidro,
transparente, para a melhor observacdo do animal. Antes de serem submetidos a
tarefa de RO, os animais foram’ submetidos individualmente a um processo de
habituacdo ao campo aberto que teve duracdo de quatro dias com 20min de
habituacao diaria, com livre atividade exploratéria (BENETTI et al 2009, 2012, 2013,
2014, 2015) (KELLY et al, 2003). Os objetos-estimulo que foram utilizados na tarefa
de reconhecimento eram confeccionados em metal, vidro ou plastico, suas
dimensdes eram menores que um cubo de 10 cm (altura X comprimento)
(ENNACEUR, 1988); (ROSSATO et al, 2007). Nenhum dos objetos possuia
significancia comportamental para os animais experimentais. Cada objeto foi fixado
ao assoalho do campo aberto pela base. As arenas do campo aberto assim como o0s
objetos-estimulo foram limpas com uma solucdo de etanol a 70 % entre a passagem
de cada animal para garantir a auséncia de pistas olfativas. A exploragéo foi definida

como cheirar ou tocar os objetos de estimulo com o focinho ou as patas dianteiras.
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Sentar-se no objeto ou permanecer ao redor dele n&o foi considerado
comportamento exploratério. O tempo empregado explorando cada objeto foi medido
por um observador. Os resultados foram expressos como percentagem do tempo
total de exploracdo de cada um dos objetos apresentados. Neste procedimento

experimental, o grau de severidade € leve.

4.4.1 Protocolo de reconsolidagcdo da meméria discriminativa em RO

No dia 1 (fase aquisicdo das informacgdes - aprendizado), os ratos foram
expostos a dois diferentes objetos (A e B) por 5 min. Vinte e quatro horas mais tarde
(fase de reativacao), um dos objetos foi trocado de forma aleatdria para um novo
(um objeto C), e os ratos foram colocados novamente no campo aberto para 5
minutos. Imediatamente apds a fase de reativacdo, os animais receberam infusdes
intra-CA1 bilaterais (1ul) de salina ou Histamina 10mM/ul (n= 74). A partir dai os
animais foram separados em grupos. Cada grupo foi testado separadamente em
dias distintos. Nos tempos de 3, 7 e 10 dias ap6s a reativacdo cada grupo de
animais foi testado, desta vez substituindo o objeto (C) por um novo (D), e
submetidos a 5 minutos de exploracdo no campo aberto. Por sabermos que o tempo
de acdo mais longo da histamina foi 7 dias, optamos por usar este intervalo de
tempo nos testes com o0 SKF 91488, e 0s agonistas e antagonistas histaminérgicos.
O SKF 91488 50mM/ul, os agonistas Piridiletiletanolamina (PEA) e Dimaprit nas
doses de 10mM/ul ou antagonistas Pirilamina e Ranitidina nas doses de 50mM/pl,
foram divididos em grupos distintos conforme sua respectiva infusédo e foram
somente testados quanto a reconsolidacdo da memoéria de reconhecimento de
objetos no tempo de 7 dias ap0s a reativacdo. Baseado nestas informacfes nossos

quatro grupos experimentais estao descritos abaixo:

- Grupo 01 (n= 20): Imediatamente ap0s a sesséo de reativagdo os animais foram

infundidos com salina (n=12), histamina (n=8), Trés dias ap0s a sessdo de

reativacdo os animais foram reportados a sala de teste e tiveram a reconsolidacao

da memodria de reconhecimento de objetos avaliada durante 5 minutos.
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- Grupo 2 (n= 35): Imediatamente ap0s a sessdo de reativacdo os animais foram
infundidos com salina (n=17), histamina (n=18), Sete dias apdés a sessdo de

reativacdo os animais foram reportados a sala de teste e terdo a reconsolidacdo da

memoria de reconhecimento de objetos avaliada durante 5 minutos.

- Grupo 3 (n= 19): Imediatamente ap0s a sessao de reativacdo os animais foram
infundidos com salina (n=9), histamina (n=10), e devolvidos a sua caixa residéncia.

Dez dias ap6s a sessao de reativacdo os animais foram reportados a sala de teste e

terdo a reconsolidacdo da memoéria de reconhecimento de objetos avaliada durante

5 minutos.

ApoOs a definicdo da duracdo da manutencdo da memoria de reconhecimento
de objetos com a infusao da histamina, ocorreram os testes com o SKF 91488, e os
agonistas e antagonistas histaminérgicos.

- Grupo 4 (n= 79): Imediatamente apds a sessdo de reativagcdo os animais foram
infundidos com salina (n=26), histamina (n=8) SKF 91488 (n=8), PEA (n=10),
Dimaprit (n=11), Pirilamina + histamina (n=8), Ranitidina + Histamina (n=8) e

devolvidos a sua caixa residéncia. Sete dias apos a sessdo de reativacdo os animais

foram reportados a sala de teste e terdo a reconsolidacdo da memobria de

reconhecimento de objetos avaliada durante 5 minutos.
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4.5 DESENHO DO ESTUDO
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Figura 6: Organograma exemplificando os experimentos comportamentais - Primeiramente
todos os animais foram submetidos a uma fase de treino (A + B; n= 153), 24 horas ap0s estes
animais foram expostos a uma fase reativagdo com um dos objetos diferentes (A + C; n=153) e
imediatamente apds a sessdo de reativacdo foram infundidos com salina, histamina, SKF91488,
agonistas ou antagonistas histaminérgicos (nas doses descritas anteriormente) e com volume de
1ul/bilateralmente na regido CA1 do hipocampo dorsal de ratos. Apos a reativagdo os animais foram
divididos em 4 grupos para melhor avaliar a persisténcia deste tipo de memoéria. Os grupos salina e
histamina foram testados nos trés tempos, 3, 7 ou 10 dias, para avaliar a persisténcia da meméria.
Ap6s a definicdo do tempo de manutencdo da meméria discriminativa em RO com o uso da histamina
0 SKF91488, os agonistas e 0s antagonistas histaminérgicos foram testados apenas no tempo de 7
dias.

4.5.1 DESCARTE DE MATERIAIS E RESIDUOS

Os tecidos oriundos dos animais, assim como suas carcagas € outros
residuos como materiais contaminados e luvas, foram depositados em sacolas
brancas para transporte de material infectante. Os materiais perfuro cortantes foram
descartados em caixas de papeldo amarelo, especificas para esse tipo de residuo
(Descarpack®), e identificadas como material infectante. O lixo biolégico e materiais
perfuro cortantes foram recolhidos pela empresa terceirizada responsavel pelo
recolhimento da UFRGS. Residuos quimicos e vidrarias contaminadas foram
encaminhadas ao Centro de Gestdo e Tratamento de Residuos Quimicos, no
Instituto de Quimica da UFRGS.
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4.5.2 MEDIDAS DE BIOSSEGURANCA

Foram aplicadas todas as Normas de Seguranca e Procedimentos de Boas
Praticas de Laboratério, assim como todos os experimentos estiveram de acordo
com as normas dos “Principles of laboratory animal care” (NIH publication N° 85-23,
revised 1996). Foram utilizadas luvas de latex e jalecos para o trabalho em bancada.
Todas as medidas de protecdo aos pesquisadores foram asseguradas, inclusive

medidas de protecéo a fim de evitar contato cutaneo com os reagentes utilizados.

4.6 ASPECTOS ETICOS

Posteriormente a aprovacdo pela Comissdo de Pesquisa da UFRGS, o
projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica para Uso de Animais da
UFRGS. Apenas apés a apreciacdo e aprovacdo do CEUA, o presente estudo foi
executado.

4.7 EUTANASIA

A eutandsia dos animais utilizados em todos os experimentos foi realizada por
decapitacdo. A decapitacao foi realizada por um experimentador experiente em uma
sala limpa, silenciosa e separada dos outros animais. Um animal por vez foi levado a
sala de decapitacdo, evitando o estresse dos demais animais. Cada grupo de
animais foi decapitado imediatamente ap6s o termino de todo o protocolo

experimental.
5 CALCULO AMOSTRAL

O numero de animais empregados para 0s protocolos experimentais que
compreendem este estudo foram escolhido considerando estudos prévios da
literatura que utilizam a administracdo de drogas e realizam estes testes
comportamentais, sendo estimado entre 8 e 16 animais por grupo experimental
(IZQUIERDO et al, 1986; IZQUIERDO E MEDINA 1996; BLANDINA et al, 1996;
AISA et al, 2008, 2009, BLANDINA et al, 2006; BENETTI et al, 2009; 2012, 2013a,
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2013b, FIORENZA et al, 2012; MACGAUGH, 2004, 2006; MELLO et al., 2009:
BENETTI e IZQUIERDO, 2013).

6 ESTATISTICA

Para a andlise estatistica desta pesquisa proposta, foi utilizado o programa
Excel for Windows® e Prism version 5 (GraphPad Software®, San Diego, CA). Os
dados foram apresentados em médias + Erro Padrdo e analisados por Teste t-
Student, seguido de pos-teste de Tukey para um P <0,05. O nivel de significAncia
considerado em todas as analises sera de P<0,05. *** P <0,001 e ** P <0,01 no teste
t-Student onde a média de cada coluna representa a diferenca significativa de um
valor hipotético (acima ou abaixo de 50% do percentual de exploracdo para cada

objeto).

7 RESULTADOS

7.1 EFEITOS DA HISTAMINA COMO UM NEUROTRANSMISSOR PRO-MNESICO

Buscando verificar o papel dos receptores histaminérgicos na
reconsolidacdo da memoria discriminativa em RO, foi estabelecida uma linha
temporal para determinar se, e por quanto tempo este sistema poderia estar
envolvido no processo de reconsolidacdo. Como descrito anteriormente foi realizado
o teste da reconsolidacdo da memoria discriminativa em RO para cada grupo
experimental de ratos infundidos com histamina ou salina, no tempo de 3, 7 ou 10
dias.

Nossos dados mostraram que os animais testados 3 dias ap6s a infuséao,
tanto o grupo salina (56.69 + 4,651) quanto histamina (61.10 + 4,712) exploraram
mais o objeto novo D em relagdo ao objeto familiar A (Fig. 7). J& nos animais
testados no prazo de 7 dias apés a reativacao o grupo tratado com histamina (55.96
+7,022) explorou mais o objeto D em relagcdo ao objeto familiar A, comparados ao
grupo salina (39.40 £ 4,845) P< 0,05 (Fig. 8) sugerindo um papel na manutencao
deste tipo de memodria (efeito pr6-mnesico). Nos animais testados 10 dias apos a
reativacdo nao houve mais diferenca estatistica na taxa exploratoria entre 0os grupos
P >0,05 (Fig. 9).
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Figura 7: Efeitos da histamina 3 dias ap6s a infusédo - A histamina infundida na regidao CAl do
hipocampo de ratos imediatamente apos a reativagdo mantém a memoria discriminativa no RO em
ratos testados 3 horas apos a sesséo de reativagdo. A sessao treino consistia em colocar o animal no
campo aberto na presenca de dois objetos novos A e B (A+B; n=20) na qual o animal poderia
explorar estes objetos durante uma sessdo de 5 min. Vinte e quatro horas depois, 0s animais foram
expostos a uma fase de reativacdo que consistia em substituir um objeto familiar por um terceiro
objeto novo, o objeto C (A+C; n =20). Imediatamente apds a sessao de reativacéo foi infundida uma
dose de 10 mM de histamina (n=8) e salina (h=12) bilateralmente na regido CA1 do hipocampo dorsal
dos ratos. Trés dias apos, os animais foram testados no campo aberto, substituindo o objeto C, por
um novo objeto D. Os dados sdo apresentados como média + erro padrao da média da porcentagem

de tempo total de exploragdo para P<0,05 de significAncia. *** P <0,001 e ** P <0,01 no teste t-
Student.
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Figura 8: Efeitos da histamina como um neurotransmissor pré-mnésico 7 dias ap6s a infuséo.
A histamina infundida na regido CAl do hipocampo de ratos imediatamente ap0s a reativagdo
mantém a memoria discriminativa no RO em ratos testados 7 dias apds a sessao de reativacdo. A
sesséo treino consistia em colocar o animal no campo aberto na presenca de dois objetos novos A e
B (A+B; n=35) na qual o animal poderia explorar estes objetos durante uma sesséo de 5 min. Vinte e
quatro horas apés a sessao do treino, estes animais foram expostos a uma fase de reativacdo que
consistia em substituir um objeto familiar por um terceiro objeto novo, o objeto C (A+C; n =35).
Imediatamente ap6s a sesséo de reativacao foi infundida uma dose de 10 mM de histamina (n= 18) e
salina (n=17) bilateralmente na regido CAl do hipocampo dorsal dos ratos. Apds a sessdo da
reativacao e da infusdo da salina ou histamina, os animais retornavam para a caixa moradia e para a
rotina do biotério. Sete dias apds, os animais foram testados no campo aberto, substituindo o objeto
C, por um novo objeto D. Os dados sdo apresentados como média *+ erro padrdo da média da
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porcentagem de tempo total de exploragéo para P<0,05 de significancia. *** P <0,001 e ** P <0,01 no
teste t-Student.
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Figura 9: Efeitos da histamina 10 dias apés a infusdo - A histamina infundida na regido CA1 do
hipocampo dorsal de ratos imediatamente apds a reativacdo ndo mantém a memdaria discriminativa
no RO em ratos testados 10 dias ap0s a sessao de reativacdo. A sesséo treino consistia em colocar o
animal no campo aberto na presenca de dois objetos novos A e B (A+B; n=19) na qual o animal
poderia explorar estes objetos durante uma sessao de 5 min. Vinte e quatro horas apds a sesséo do
treino, estes animais foram expostos a uma fase de reativacdo que consistia em substituir um objeto
familiar por um terceiro objeto novo, o objeto C (A+C; n =19). Imediatamente apds a sessdo de
reativacao foi infundida uma dose de 10 mM de histamina (n= 10) e salina (n= 9) bilateralmente na
regido CA1 do hipocampo dorsal dos ratos. Apds a sesséo da reativacdo e da infusdo da salina ou
histamina, os animais retornavam para a caixa moradia e para a rotina do biotério. Dez dias ap0s, 0s
animais foram testados no campo aberto, substituindo o objeto C, por um novo objeto D. Os dados
sdo apresentados como média * erro padrdo da média da porcentagem de tempo total de exploragao
para P <0,05 de significancia. *** P <0,001 e ** P <0,01 no teste t-Student.

7.2 EFEITO DA HISTAMINA ENDOGENA NA MANUTENCAO DA MEMORIA
DISCRIMINATIVA EM RO 7 DIAS APOS A INFUSAO

Apbs nossos resultados sugerirem uma a¢édo da histamina no periodo de 7
dias apos a reativacdo da memoria discriminativa na tarefa de RO, utilizamos este
tempo para os testes envolvendo o SKF 91488, os agonistas e antagonistas.

Dessa forma, a fim de analisar o efeito da administracdo de SKF 91488
imediatamente apds a etapa de reativacdo sobre a modulacao na reconsolidacédo da
memo©ria discriminativa, os animais foram testados 7 dias apGs a etapa de reativagao
no campo aberto, com a substituicdo do objeto familiar C para um novo objeto D. O
SKF 91488 mostrou que o aumento da histamina enddégena induz a melhora do
desempenho na tarefa de RO quando testados 7 dias (57.60 + 5.210) comparado ao
salina (48.09 + 7.582) para P<0,001(Fig. 10).
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Figura 10: Efeito da histamina enddgena na manutencdo da memoria discriminativa 7 dias
apos a infusao - O SKF-91488 infundido na regido CA1 do hipocampo dorsal de ratos imediatamente
apos a reativacdo mantém a memoria discriminativa no RO em ratos testados 7 dias apds a sessao
de reativacdo. A sessdao treino consistia em colocar o animal no campo aberto na presenca de dois
objetos novos A e B (A+B; n= 17) na qual o animal poderia explorar estes objetos durante uma
sessdo de 5 min. Vinte e quatro horas apés a sesséo do treino, estes animais foram expostos a uma
fase de reativacdo que consistia em substituir um objeto familiar por um terceiro objeto novo, o objeto
C (A+C; n =17). Imediatamente apds a sessdo de reativagdo foi infundida uma dose de 50 mM de
SKF 91488 (n=8) e salina (n= 9) bilateralmente na regido CA1 do hipocampo dorsal dos ratos. Apds a
sessdo da reativacdo e da infusdo da salina ou histamina, os animais retornavam para a caixa
moradia e para a rotina do biotério. Sete dias apés, os animais foram testados no campo aberto
substituindo o objeto C, por um novo objeto D. Os dados sdo apresentados como média + erro padrao
da média da porcentagem de tempo total de exploragédo para P <0,05 de significancia. *** P <0,001 e
** P <0,01 no teste t-Student.

7.3 PARTICIPACAO DOS RECEPTORES H1 E H2 COM O USO DE
ANTAGONISTAS HISTAMINERGICOS 7 DIAS APOS A INFUSAO

Para verificar a participacdo dos receptores H1 e H2 com o uso de
antagonistas histaminérgicos, foi realizada co-infusdes dos antagonistas + histamina
imediatamente ap0s a reativacdo na regido CA1l do hipocampo dorsal de ratos.
Estes grupos assim como no experimento anterior foram testados no periodo de 7
dias ap0s a reativacao, pela prévia observacao dos resultados com a histamina. Os
animais que receberam Pirilamina + histamina (56.41 + 6.694) e histamina (60.04 *
10.16) lembraram-se do objeto familiar comparado a 0s animais que receberam
Ranitidina + histamina (51.06 £7.238) e a salina (47.04 £ 4.718) onde nao houve
diferenca estatistica na laténcia de exploracdo para o periodo de sete dias apos a
reativacdo, com significancia de P <0,05.
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Figura 11: Participacdo dos receptores H1 e H2 com o uso de antagonistas histaminérgicos 7
dias ap08s a infusao - O antagonista-H2 ranitidina infundido na regido CA1 do hipocampo dorsal de
ratos imediatamente ap0s a reativagdo bloqueou a memoaria do reconhecimento de objetos em ratos
testados 7 dias ap6s a sessao de reativacdo. A sesséo treino consistia em colocar o animal no campo
aberto na presenca de dois objetos novos A e B (A+B; n=32) na qual o animal poderia explorar estes
objetos durante uma sessao de 5 min. Vinte e quatro horas apés a sesséo do treino, estes animais
foram expostos a uma fase de reativacdo que consistia em substituir um objeto familiar por um
terceiro objeto novo, o objeto C (A+C; n =32). Imediatamente apds a sessdo de reativagdo foi
infundida uma dose de 10 mM de histamina (n= 8), 50 mM do antagonista-H1 pirilamina + histamina
(n=8), 50 mM do antagonista-H2 ranitidina + histamina (n= 8) e salina (n= 8) bilateralmente na regiao
CA1l do hipocampo dorsal dos ratos. ApOs a sessao da reativacdo e da infusdo da salina ou
agonistas, 0s animais retornavam para a caixa moradia e para a rotina do biotério. Sete dias apés, os
animais foram testados no campo aberto substituindo o objeto C, por um novo objeto D. Os dados
sdo apresentados como média + erro padrdo da média da porcentagem de tempo total de exploracéo
para P <0,05 de significancia. *** P <0,001 e ** P <0,01 no teste t-Student.

7.4 PARTICIPACAO DOS RECEPTORES H1 E H2 COM O USO DE AGONISTAS
HISTAMINERGICOS 7 DIAS APOS A INFUSAO

Visando revelar a participagdo dos receptores H1 e H2, foi realizada a infuséo
dos agonistas histaminérgicos imediatamente apds a sessdo de reativagdo na regiao
CA1 do hipocampo dorsal de ratos. Como no experimento anterior estes animais
foram testados no tempo de 7 dias, por ser o intervalo onde a memdria se manteve
com a infusdo da histamina. O agonista H2 Dimaprit (56.14 + 7.425) melhorou a
memoria de RO comparado a salina (49.04 + 9, 309) P < 0,05. O mesmo nao
ocorreu com o agonista H1 Piridiletiletanolamina (52.93 + 8.946) e o grupo salina

(49.04 + 9,309).
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Figura 12: Participacéo dos receptores H1 e H2 com o uso de agonistas histaminérgicos 7 dias
ap6s a infusdo - O agonista-H2 dimaprit infundido na regido CA1l do hipocampo dorsal de ratos
imediatamente apds a reativacdo mantém a meméria discriminativa no RO em ratos testados 7 dias
apos a sessao de reativacdo. A sessao treino consistia em colocar o animal no campo aberto na
presenca de dois objetos novos A e B (A+B; n=30) na qual o animal poderia explorar estes objetos
durante uma sessédo de 5 min. Vinte e quatro horas apés a sessao do treino, estes animais foram
expostos a uma fase de reativacdo que consistia em substituir um objeto familiar por um terceiro
objeto novo, o objeto C (A+C; n =30). Imediatamente apds a sesséo de reativagdo foi infundida uma
dose de 10 mM do agonista H1-pea (n= 10), 10 mM do agonista-H2 dimaprit (h= 11) e salina (n=9)
bilateralmente na regido CAl do hipocampo dorsal dos ratos. Apds a sessdo da reativagdo e da
infusdo da salina ou agonistas, 0os animais retornavam para a caixa moradia e para a rotina do
biotério. Sete dias apds, os animais foram testados no campo aberto substituindo o objeto C, por um
novo objeto D. Os dados sao apresentados como média * erro padrdo da média da porcentagem de
tempo total de exploracdo para P <0,05 de significancia. *** P <0,001 e ** P <0,01 no teste t-Student.

8 DISCUSSAO

Os resultados encontrados nesse trabalho sugerem que a histamina
infundida na regido CAl do hipocampo dorsal de ratos, imediatamente apos a
sessdo de reativacdo aumenta a memoria de discriminativa na tarefa de
reconhecimento de objetos em ratos testados em até 7 dias apdés a sessao de
reativacao, via receptor H2. Ao longo dos experimentos, 0s animais que receberam
histamina, SKF 91488 e o agonista H2 dimaprit, demonstraram reconhecer o objeto
original frente ao objeto novo por até 7 dias, enquanto que, nos animais que
receberam histamina + ranitidina foi bloqueado o processo de reconsolidacéo
demonstrando a importancia do receptor histaminérgico do tipo H2 visto que as
infusdes da histamina + ranitidina foram realizadas imediatamente apds a sessao de
reativacdo. Sabendo do papel da histamina em uma ampla variedade de publicacbes
presentes na literatura abordam o papel deste sistema nos processo de

consolidacdo de memorias, principalmente a aversiva, nossos resultados
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investigaram os mesmos receptores, nas mesmas areas conhecidas, mas agora
com a reconsolidagéo.

A histamina no SNC, secretada pelas terminacdes nervosas do nTM do
hipotalamo, tem sido associada ao estado de estimulo e excitacdo, despertar e
manutenc¢ao do ciclo sono-vigilia (LIN, 2000). Segundo Blandina (2009) a histamina
é fundamental na promogédo de um estado receptivo a estimulos excitatorios. Dessa
forma, como um neurotransmissor pré cognitivo podemos também supor seu papel
na modulacdo dos processos neurofisiologicos da formacdo de memdria, como a
memoria discriminativa. Alguns estudos ja demonstraram o papel da histamina em
processos mnemaonicos, principalmente de memdarias do tipo aversiva, ou mesmo na
extincdo destas memorias (BONINI et al. 2011), seja melhorando o traco
mnemaonico, ou facilitando a extincdo dos processos de memoria no cortex pré-
frontal e no hipocampo via receptores H1 e H2 (DAI et al., 2007; PASSANI et al,
2017). Outro estudo praticamente pioneiro mostrou que a histamina melhora a
consolidacdo da memaria aversiva na tarefa de esquiva inibitéria, induzida pelo SKF-
91488, e mimetizada pelo agonista H2 dimaprit, e bloqueada pelo antagonista H2
ranitidina, apontando para um efeito pr6-mnésico via receptores H2. (DA SILVA et
al., 2006). Nesse sentido, nossos dados também apontam para uma participacao
dos receptores H2 na reconsolidagcdo onde animais que receberam o agonista H2
dimaprit apresentaram uma persisténcia da memoaria discriminativa, ao passo que 0s
animais que receberam histamina + ranitidina, ndo demonstraram diferenca
exploratdria entre os objetos novo e familiar. No entanto, nos dados dos estudos
citados acima estdo envolvidos com memoéria de medo e n&o discriminativa. Outro
ponto a ser considerado é que nosso estudo utiliza um protocolo de reconsolidagéo
e ndo consolidacdo. No estudo de DA SILVEIRA (2013), também com memoria
discriminativa, foi revelado que a infusdo do antagonista H2 prejudica a consolidacao
de memdrias de RO, sugerindo que este tipo de memodria necessita da participacao
de receptores H2. Entretando, baseando-se em nossos recursos de busca ate aqui,
nao ha na literatura experimentos que tenham utilizado a histamina e seus analogos
(agonista e antagonistas) na reconsolidacdo da memaria discriminativa de objetos.

Embora nosso estudo mostre uma curva de dose-resposta analoga aquela
também descrita por Da Silva (2006) na qual a dose efeito se equiparam tanto para
a infusdo da histamina, quanto seus andalogos. Decidimos estudar este sistema

baseando-se nestas doses farmacoldgicas. A figura 3 nos mostra as vias classicas
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de eventos intracelulares que s&o ativadas quando a histamina liga-se a seus
receptores especificos. Uma vez conhecida a acdo de cada um dos receptores
histaminérgicos H1 e H2, estudados aqui na memoria discriminativa em RO,
podemos sugerir que na reconsolidacdo provavelmente o processo de ativacao via
PKC e o aumento do célcio intracelular tem seu papel, porém farmacologicamente
estudados aqui, sugerimos que nao mais importante que o aumento da atividade da
PKA e conseqientemente a ativacdo de toda esta via crucial. Sugerimos este
mecanismo, tendo em vista que a ligagcdo da histamina ao receptor H2 induz a
ativacdo da PKA e consequentemente esta por sua vez, ativa toda a cascata
intracelular para aumentar a fosforilacdo de CREB, principal marcador de atividade
mnemonica (PASSANI M.B. & BLANDINA P., 2011; BITNER, 2012; PANULA E
NUUTINEN, 2013; BENETTI et al. 2015; ETTCHETO et al., 2017; PASSANI et al.,
2017), que por sua vez pode nos fornecer evidencias contundentes da acao da
histamina como neurotransmissor participante da modulacdo da reconsolidagéo da
memoria discriminativa em RO. Os resultados obtidos com o SKF 91488
respaldaram os resultados comportamentais obtidos com a histamina e corroboram
com os resultados de DA Silva (2006) do efeito importante que o aumento da
histamina enddgena pode exercer nos processos mnemaonicos, e aqui respaldando o
efeito da histamina na memoria discriminativa de objetos. Dados estes que suportam
o papel do receptor histaminérgico tipo 2 (H2) visto que o agonista Dimaprit uma vez
infundido ao ligar-se a estes receptores mostraram em nossos resultados (fig.11)
gue os animais discriminam o objeto novo do familiar por ate 7 dias.

Baseado nos resultados desta dissertagcdo, e para elucidar esta
especulacdo nosso laboratério ja esta realizou as coletas de hipocampos e cortex
pre-frontal com o objetivo futuro de analisar os dados bioquimicos e moleculares da
acdo histaminérgica pés-reativacao, para verificar a fosforilagdo de CREB (Fig.3), na
regido CAl do hipocampo, mas a priori esta dissertacdo foi até o estudo
farmacoldgico e comportamental. E sabida na literatura a importancia dos receptores
H3 no sistema histaminérgico, porém por uma questédo cronoldgica (duracéo de dois
anos de mestrado) este receptor foi excluido deste estudo, mas ndo do estudo
global do projeto, que por hora o entendimento de se tratar de um auto receptor da
secrecao histaminérgica e inferir em caracteristicas proprias de ages mnemaonicas,

outro estudo somente com este receptor merece ser dada atencéo especifica.
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Os resultados obtidos neste estudo embora comportamentais e
farmacoldgicos, nos permitem sugerir que hd uma agdo do sistema histaminérgico
nos processos de reconsolidacdo de memoarias discriminativas. Através dos nossos
resultados demonstramos a importante acdo modulatério que o0 sistema
histaminérgico também exerce sobre o processo de reconsolidacdo da memoria
discriminativa.

Portanto, A histamina quando infundida na regido CA1 do hipocampo dorsal
de ratos imediatamente ap0s a sessdo de reativacdo, manteve a memoria
discriminativa em RO por até 7 dias. Da mesma forma, o SKF 91488 quando
infundido na regido CA1 do hipocampo dorsal de ratos imediatamente apds a sessao
de reativacdo manteve a memoria discriminativa em RO por até 7 dias.

O agonista seletivo H1 Piridiletiletanolamina quando infundido na regido CA1l
do hipocampo dorsal de ratos imediatamente ap0s a sessdo de reativagdo nao
parece exercer efeito na memoria de RO por até 7 dias na dose estudada. Ja o
agonista seletivo H2 dimaprit quando infundido na regido CA1 do hipocampo dorsal
de ratos imediatamente ap0s a sessdo de reativacdo manteve a memoria
discriminativa em RO por até 7 dias.

Os animais que receberam a co-infusdo de histamina com o antagonista H1
pirilamina obtiveram um desempenho mnemonico melhor em RO, quando
comparado a 0s animais que receberam a co-infusdo do antagonista H2 ranitidina
com a histamina e ao grupo controle. Com isto, conclui-se que a histamina via
receptores H2 promove o aumento da manutencdo da memdria de RO, por até 7
dias.

9 CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos nesta dissertacdo, podemos dizer que a
regido CA1 do hipocampo dorsal de ratos quando ativada sob efeitos da infusdo da
histamina e seus analogos imediatamente apos a sesséo de reativacdo, modulam os
processos de reconsolidacdo da memodria discriminativa via receptores

histaminérgicos do tipo Il (H2) nas doses estudadas.
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