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Resumo

Os peixes teledsteos possuem o telencéfalo bem desenvolvido com areas homoélogas a
estruturas limbicas de vertebrados superiores, como o hipocampo e a amidala. Esses animais
apresentam também uma tUnica via do sistema histaminérgico ascendente ao telencéfalo que foi
preservada durante a evolugdo. O sistema histaminérgico estd relacionado a aprendizagem e
memoria, entretanto o resultados desses estudos ndo sdo conclusivos. Alguns autores sugerem
que o efeito facilitador ou inibidor da histamina esta relacionado a estrutura cerebral envolvida e
a natureza da tarefa realizada. Desta forma a analise das conseqiiéncias da ablagdo telencefalica
em teledsteos pode contribuir para o entendimento da fun¢do da histamina na aprendizagem e
memoria. Para auxiliar esse entendimento foram realizados trés estudos. O primeiro teve como
objetivo verificar o papel da CPA (clorfeniramina), antagonista histaminérgico H1, na esquiva
inibitéria em teledsteos submetidos a ablacdo telencefalica. O condicionamento de esquiva foi
realizado em cinco dias consecutivos (1 dia de adaptagdo, 3 dias de treino, compostos por 3
tentativas cada, e 1 dia de teste) e teve inicio 5 dias apods a cirurgia de ablacdo telencefalica.
Foram realizados 3 grupos experimentais (Sal, CPA 8 ¢ CPA16). Todos os animais foram
submetidos a ablagdo telencefalica e recebiam o tratamento farmacoldgico (salina, 8 ou 16 pg/g
de CPA) imediatamente apos a Ultima tentativa dos trés dias de treino. Os resultados mostraram
que a CPA apresenta um efeito facilitatorio na retengdo da tarefa de esquiva inibitdria em
teledsteos submetidos a ablagdo telencefalica provavelmente devido a um efeito ansiolitico que
ocorre via mesencéfalo e/ou diencéfalo. O segundo estudo teve como objetivo verificar se ha
semelhanga entre o efeito da CPA e uma droga benzodiazepinica (diazepam - DZP) no
condicionamento de esquiva inibitoria. A esquiva inibitoria foi realizada em trés dias (1 dia de
adaptacao e 2 dias de treino, compostos por 3 tentativas cada). Nos dois dias de treino os animais
submetidos (A) ou ndo (S) a ablagdo telencefélcia recebiam tratamento farmacolédgico (Salina,
l6pg/g de CPA, propilenoglicol 40% (PPG) ou 1 ug/g de DZP) 20 antes do inicio do
experimento. Foram realizados 8 grupos experimentais (grupos Sham: S-Sal, S-CPA, S-PPG, S-
DZP e grupos ablacdo: A-Sal, A-CPA, A-PPG e A-DZP). Os resultados mostraram que a CPA
causou efeitos similares ao DZP independentemente da ablagdo telencefalica sugerindo efeito
ansiolitico da CPA. Para o terceiro estudo foi desenvolvido um modelo de condicionamento
operante para analisar a recuperagdo funcional apds ablacdo telencefalica em teledsteos e
verificar o papel da CPA nessa fun¢do. O condicionamento operante foi realizado em 10 dias
consecutivos e teve inicio 5 dias apds a cirurgia de ablagdo. O animal deveria associar a retirada
de uma divisoria opaca com o fornecimento de alimento. Foram realizados 4 grupos
experimentais (Sham, ablacdo, Abla¢do-Sal, Ablacao-CPA). Os resultado mostraram que o
modelo desenvolvido ¢ adequado para o estudo da recuperagdo funcional e que a CPA, devido a
um provavel efeito ansiolitico, prejudicou o desempenho do animal. Dessa forma sugerimos que
em teledsteos submetidos a ablagdo telencefalica a CPA parece desempenhar apenas um efeito
ansiolitico mediado pelo diencéfalo e/ou telencéfalo e outras possiveis acdes da CPA, nos
processos de aprendizagem, memoria e recuperacdo funcional parecem ser mediados pelo
telencéfalo.



Abstract

The teleost telencephalon provides a good opportunity for studying the function of the
vertebrate limbic system because it is simple and present homologies to the limbic structure of
higher vertebrates, with hippocampus and amygdala. These animals shows only one area of

projection to the telencephalon (Ekstrom et al., 1995), which has been well preserved through

evolution (Peitsaro et al., 2003).
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Contextualizacao

Peixes, répteis, aves e mamiferos fazem parte de uma mesma escala evolutiva e
possuem um ancestral comum (NORTHCUTT, 1981; CARROL, 1988; BROGLIO, 2003).
Sendo o peixe o mais antigo nesta escala evolutiva, o conhecimento de sua capacidade
cognitiva e suas bases neurais pode contribuir para o entendimento da evolugdo cerebral e
comportamental dos vertebrados, incluindo dos mamiferos.

Os teledsteos, classe de peixe com esqueleto Osseo, possuem o telencéfalo bem
desenvolvido com 4reas homologas a dreas cerebrais de vertebrados superiores. A area dorso-
lateral do telencéfalo ¢ considerada homodloga ao hipocampo dos mamiferos
(NIEUWENHUYS e MEEK, 1990; BRAFORD, 1995; NORTHCUTT, 1995; VARGAS et
al., 2000, RODRIGUEZ et al., 2002) e a area dorso-medial, homologa a amidala (VARGAS

et al., 2000; PORTAVELLA et al., 2002; RODRIGUEZ et al., 2002).

Nas ultimas décadas estudos farmacoldgicos tém sido realizados a fim de investigar a
funcdo de neurotransmissores sobre os processos de aprendizagem e memoria. Dentre eles,
agonistas e antagonistas histaminérgicos tém sido alvo de muita aten¢do, uma vez que o
sistema histaminérgico estd relacionado a uma série de fungdes no Sistema Nervoso Central

(SNC), incluindo aprendizagem e memoria (HASS e PANULA, 2003)

A atuacao da histamina no SNC se da pela estimulacdo de receptores pos (H; e Hy) e
pré-sinapticos (Hs) (ARRANG et al., 1985). Outro tipo de receptor histaminérgico (Hys) foi
identificado, porém sua acado, até agora, ¢ considerada restrita ao sistema imunoldgico (LIM et
al., 2005).

Os resultados dos estudos relacionando o sistema histaminérgico aos processos de
aprendizagem ¢ memoria ndo sao conclusivos. Por exemplo, o bloqueio cronico da enzima
sintetizadora da histamina (HA) induziu tanto a facilitagdo como a inibicdo da aquisi¢dao da

esquiva ativa em ratos (CACABELOS e ALVAREZ, 1991; KAMEI et al.,, 1993).



Antagonistas e agonistas inversos do receptor Hj prejudicaram a aprendizagem de medo
condicionado (PASSANI et al., 2001) e melhoraram o desempenho em tarefa de esquiva
inibitoria em ratos adultos (FOX et al., 2002, 2003). Em teledsteos a administracdo de
clorfeniramina (CPA), um antagonista H;, induziu a aprendizagem de preferéncia
condicionada por lugar (MATTIOLI et al., 1996), e também facilitou a retengao da memoria
em um teste de esquiva inibitéria (MEDALHA et al., 2000).

Segundo Blandina e colaboradores (2004) o efeito facilitador ou inibidor da histamina
nos processos de aprendizagem e memoria pode estar relacionado, dentre outros fatores, a
estrutura cerebral envolvida e a natureza da tarefa realizada. Desta forma a andlise das
conseqiiéncias da ablacao telencefalica em teledsteos pode contribuir para entendimento das
fungdes da histamina na aprendizagem e memoria uma vez que, o sistema histaminérgico
desses animais apresenta uma unica via ascendente ao telencéfalo (EKSTROM et al., 1995).

Diante disso, realizamos trés estudos. No primeiro, que teve como objetivo verificar o
papel da CPA na esquiva inibitéria em teledsteos submetidos a ablacdo telencefalica,
sugerimos um provavel efeito ansiolitico da CPA. No segundo buscamos esclarecer a hipotese
levantada analisando a semelhanca entre o efeito da CPA e uma droga benzodiazepinica na
aprendizagem de esquiva inibitoria. No terceiro estudo foi desenvolvido um modelo de
condicionamento operante a fim de verificar a agcdo da CPA na recuperacao funcional de
teledsteos submetidos a ablagdo telencefalica, e conseqiientemente ajudar no esclarecimento

do papel da CPA na aprendizagem ¢ memoria.



Estudo |

“Clorfeniramina facilita a esquiva inibitoria em teledsteos submetidos

a ablacio telencefalica”.

Resumo

O objetivo desse estudo foi verificar o papel da CPA na esquiva inibitoria em teledsteos
submetidos a ablacao telencefalica. Os peixes sofriam ablacdo telencefalica cinco dias antes
de iniciado os procedimentos experimentais. Os procedimentos de esquiva inibitoria foram
realizados em um aquario retangular dividido em dois compartimentos (branco e preto) em 5
dias. Um dia para a adaptagdo (os peixes eram adaptados por 10 minutos), trés dias para o
treino composto por 3 tentativas cada (primeiro dia T1, T2 e T3; segundo dia 2T1, 2T2 e 2T3
e terceiro dia 3T, 3T2 e 3T3) e um dia para teste. Nos dias de treino, os peixes eram colocados
em um compartimento branco e apds 20 segundos a porta, que separava os dois
compartimentos, era aberta. Quando o peixe passava para o compartimento preto, um peso de
45 gramas era solto. Esse procedimento era repetido por trés vezes consecutivas.
Imediatamente apoOs a terceira tentativa, em cada dia de treino, o peixe recebia um dos
tratamentos farmacoldgicos (salina, 8 ou 16 ug/g de CPA). No dia do teste, o tempo de
passagem para o compartimento preto era registrado. Os resultados sugerem que a CPA,
principalmente na dose de 8 pg/g, apresentou um efeito facilitatorio na memoria da tarefa de
esquiva inibitoria. NOs sugerimos que o peixe submetido a ablagdo telencefélica foi capaz de
aprender a tarefa de esquiva inibitdria devido a circuitos locais presentes no mesencéfalo que
atua para a geragao e elaboracdo de reacdes defensivas, e que a CPA, devido a seu efeito
ansiolitico, interfere nesses circuitos mesencefalicos.

Palavras chave: Clorfeniramina, esquiva inibitoria, ablagao telencefalica, teledsteos



“Chlorpheniramine facilitates the inhibitory avoidance in teleosts submitted to

telencephalic ablation”

Abstract

The aim of this study was verify the role of CPA in inhibitory avoidance in teleosts
submitted to telencephalic ablation. The fish underwent telencephalic ablation five days prior
to the experimental procedure. The inhibitory avoidance procedure was performed in a
rectangular aquarium divided into two compartments (black and white), in 5 days. One day
for adaptation (fish were adapted for 10 min.), three days for training composed of 3 trials
each (first day T1, T2 and T3; second day 2T1, 2T2 and 2T3 and third day 3T1, 3T2 and
3T3), and one day for test. On training days, the fish were placed in a white compartment and
after 20 seconds the door, that separated the compartments, was opened. When the fish
crossed to a black compartment, a 45-gram weight was dropped. This procedure was
performed three times in a row. Immediately after the third trial, on each day of training, the
fish received one of the pharmacological treatments (saline, 8 or 16ug/g of CPA). On test day,
the time for crossing to the black compartment was recorded. The results suggest that CPA,
mainly at a dosage of 8 pg/g, had a facilitating effect on memory of the inhibitory avoidance
task. We suggest that the fish submitted to telencephalic ablation were able to learn the
inhibitory avoidance task due to the local circuits of midbrain that act to generate and
elaborate defense reactions, and that CPA, probably due to its anxiolytic-like effect, interferes
in these midbrain circuits.

Keywords: Chlorpheniramine, inhibitory avoidance, telencephalic ablation, teleost



Introducao

E bem conhecido que o sistema limbico esta envolvido no medo-relacionado ao
condicionamento classico em mamiferos (KAPP et al., 1979; DAVIS, 2000; MEDINA et al.,
2002). Por outro lado, a ablacdo do telencéfalo dos teledsteos, que ¢é filogeneticamente
relacionada ao sistema limbico de vertebrados superiores, ndo impediu o condicionamento
autondmico classico em um procedimento aversivo (OVERMIER e CURNOW, 1969;
MEDINA et al., 2002), o que sugere que estruturas mesencefalicas podem ser capazes de
promover aprendizagem de respostas emocionais condicionadas.

Teleosteos sdo apropriados para o estudo da histamina como neurotransmissor no
sistema nervoso central (SNC) porque o sistema histaminérgico em peixes ¢ mais restrito e
possui somente uma 4rea de projecdo no telencéfalo (EKSTRON et al., 1995) que foi bem
preservada durante a evolucdo (PEITSARO et al., 2003).

Vérios estudos sugerem que a HA participa dos processos de aprendizagem e
formag¢ao da memoria (HASS e PANULA, 2003; CHOICH et al., 2004). Entretanto os
resultados sdo freqlientemente contraditorios, visto que efeitos facilitatorio e inibitério ja
foram descritos (BLANDINA et al., 1996; PASSANI et al., 2001; CANGIOLI et al., 2002).

Estudos anteriores mostraram que a histamina apresenta um efeito inibitdrio em
diferentes tarefas de esquiva inibitéria. Eidi e colaboradores (2003) sugeriram que a
administracdo pos-treino de histamina atenuou a retengdo da memdria e potencializou o
prejuizo na memoria induzido pela escopolamina, em ratos. Em um estudo realizado por
Rubio e colaboradores (2001) o aumento nos niveis de histamina cerebral em ratos prejudicou
a aquisi¢do da resposta de esquiva, ao passo que niveis reduzidos facilitaram essa aquisigao.
Em teledsteos, a clorfeniramina (CPA), um antagonista histaminérgico H1, melhorou a

aprendizagem de esquiva inibitoria (MEDALHA et al., 2000).



Uma vez que, em alguns estudos, a histamina apresentou um efeito inibitério em
tarefas de aprendizagem e a ablacdo telencefalica em teledsteos nao interrompeu o
condicionamento autondmico cldssico usando um procedimento aversivo, o objetivo desse
estudo foi verificar o papel da CPA na esquiva inibitéria em teledsteos submetidos a ablagao

telencefalica.



Materiais e métodos

Animais

Foram utilizados quarenta e seis peixes dourados (Carassius auratus) (figura 1) de
sexo indeterminado pesando de 4 a 8g. Os animais eram mantidos em aquarios de 30 litros
(15 peixes por aquario) com filtro e oxigenagdo constante, a uma temperatura de 20-22° com
ciclo natural de luz.

Os peixes eram alimentados cinco vezes por semana com racdo flutuante (Wardly
Corporation, New Jersey, U.S.A.). Um intervalo de duas semanas de aclimatacao foi dado
entre a compra do peixe e os procedimentos cirtrgicos. Os animais eram individualmente

identificados por suas caracteristicas fisicas, como cor e tipo de cauda.

Fig 1: foto do peixe Carassius auratus.



Ablacao Telencefalica

Os peixes foram anestesiados por imersao em uma solucao de 0,8 g/l de tricaina
metasulfonado (TMS)-(3-aminobenzoic acid ethyl ester methasulfonate, Sigma Chemical Co.)
até a atividade motora espontdnea € os movimentos branquiais cessarem. Os peixes eram
retirados da solugdo anestésica, envolvidos em gaze umida e posicionados adequadamente em
um aparato (figura 2) para a realizagao dos procedimentos cirargicos. Uma solucao anestésica
de 0,3 g/l de TMS foi perfundida continuamente pela boca, durante todo o procedimento
cirargico, por perfusao pela boca.

A parte dorsal do cranio era removida para a exposi¢cdo dos lobos telencéfalicos. Os
lobos telencefalicos eram entdo retirados por aspiragdo através de uma pipeta conectada a um
sistema de vacuo. Apds a ablacdo do telencéfalo o cranio era fechado com acrilico dental de
secagem rapida (Dental Vipi Ltda, Pirassununga, Sao Paulo — Brazil). A solucdo anestésica
era entdo substituida por dgua até reiniciarem os movimentos branquiais, € 0os peixes eram
recolocados nos aquarios de manutengdo por um periodo de recuperagdao de 5 dias antes do

inicio dos procedimentos experimentais.

Fig 2: Foto do procedimento cirtrgico.
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Analise Histologica

Apos a conclusdo dos procedimentos experimentais 0s animais eram novamente
anestesiados, em seguida decapitados, os cérebros foram removidos dos cranios e
inspecionados para uma avaliagdo preliminar da ablacao (figura 3). Os cérebros eram entdao
fixados em formalina 10% por pelo menos quatro dias. Depois disso, eram seccionados a uma
espessura de 50 pum usando um criostato. Por meio da analise histologica verificamos que os
cérebros submetidos a ablagdo exibiram completa remocao do tecido telencefalico ao passo

que as areas pré-opticas e tratos Opticos nao foram lesados (figura 4).

Fig 3: A: foto de um cérebro integro de teledsteo. B: foto de
um cérebro de teledsteo apos ablagdo telencefalica.

300mm é - f q'_"
T T e

Fig 4: Corte transverso do cérebro de teledsteos. A: cérebro normal. C: cérebro apods ablagdo
telencefalica. B: Esquema do cérebro mostrando o local de secgdo. Abreviaturas: TEL: telencéfalo;
TO: trato optico; CE: cerebelo; LV: lobo vagal; HL: hipotalamo lateral, DC: regido dorso-central
do telencéfalo, DD: regido dorso-dorsal; DM: regido dorso-medial; DL: regido dorsolateral; PP:
nucleo pré-optico periventricular; PO: nucleo pré-optico. Adaptado de Portavela et al.,2003.
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Drogas e tratamento

Clorfeniramina (CPA) sal de maleato (Sigma, MO, USA) foi dissolvida em salina
(0.9%) nas concentragdes de 8 e 16 pg/ul. CPA 8 e 16 pg/g ou salina (SAL) foram
administrado intraperitonealmente no volume de 1ul/g. As substancias foram codificadas e os
codigos nao eram conhecidos pelo experimentador.

Os peixes foram divididos em trés grupos. Grupo SAL (n=20) composto por animais
tratados com salina, grupo CPAS8 (n=12) e grupo CPA16 (n=13) compostos, respectivamente,

por animais que receberam tratamento de CPA nas doses de 8 e 16 pg/ul.

Aquario experimental

Foi utilizado um aquaério, de vidro, retangular dividido em dois compartimentos sendo

um branco e o outro preto, delimitados por uma porta do tipo guilhotina. Cada compartimento

possuia dimensdes de 15 centimetros de altura, 10 centimetros de largura e 22,5 centimetros

de comprimento (figura 5).

Fig 5: Esquema do aquario experimental
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Procedimentos

O experimento foi realizado em 5 dias consecutivos. Um dia de adaptacdo, trés dias de
treino (compostos por 3 tentativas cada: primeiro treino T1, T2 e T3, segundo treino 2T1, 2T2
e 2T3 e terceiro treino 3T1, 3T2 e 3T3) e um dia de teste.

No dia de adaptagdo os animais eram colocados individualmente no aquario por 10
minutos. Nos dias de treino os animais eram colocados individualmente no compartimento
branco do aquario e ap6s 20 segundos a porta era retirada. Quando o peixe atravessava a linha
divisdria entre os compartimentos um peso de 45 gramas era solto a sua frente. O peixe
voltava ou era imediatamente recolocado no compartimento inicial, o procedimento era
repetido por mais 2 vezes. A passagem para o compartimento preto foi definida como o
momento em que a nadadeira dorsal do animal entrava no compartimento preto.
Imediatamente apds a terceira tentativa, nos trés dias de treino os animais recebiam o
tratamento farmacoldgico (SAL, CPA8 ou CPA16). Vinte e quatro horas ap6s, os animais
eram testados e o tempo de entrada no compartimento preto era registrado novamente.

A determinagdo de colocar o animal inicialmente no compartimento branco se deve a
sua preferéncia natural pelo ambiente escuro (SANTANGELO e MATTIOLI, 1999). Todo

procedimento experimental foi gravado em video-tape.

Analise estatistica

Todos os resultados foram inicialmente submetidos ao teste Levene para verificar a
homogeneidade dos dados. Quando apropriado, os dados foram transformados em log;o e
entdo analisados pela analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de comparagdes
multiplas de Dunn.

O valor de p<0,05 foi estabelecido como nivel de significancia.
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Resultados

A figura 6-A mostra as médias e erro padrao das médias (+EPM) das laténcias dos
dias de treino e teste do grupo SAL. A laténcia foi significativamente maior somente na
terceira tentativa do segundo dia de treino (ANOVA: d.f.=9, F=2.19, p=0.0249 e Dunn
p<0.05). Sugerindo que os animais tratados com salina foram capazes de aprender a tarefa,
mas ndo conseguiram reter a informagao aprendida.

Os animais tratados com CPAS8 mostraram um aumento nas laténcias, tentativa apos
tentativa, no segundo dia de treino e permaneceu alta nas trés tentativas do terceiro dia de
treino e no dia do teste (ANOVA: d.£=9, F=3.15, p=0.0022 e Dunn p<0.05) (Figura 6-B). O
grupo CPA16 apresentou maiores laténcias no segundo e terceiro dia de treino (ANOVA
d.f.=9, F=3.67, p=0.0005 e Dunn p<0.05) (figura 6-C). Esses resultados sugerem que a CPA,

principalmente na dose de of 8 pg/g, apresentou um efeito facilitador na memoria.
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Fig 6: A-médias e erro padrdo das médias (+EPM) das laténcias nos dias de treino e teste do grupo
SAL: ANOVA: p=0.0249 e Dunn p<0.05, * diferente de T1. B: médias e erro padrdo das médias
(+EPM) das laténcias nos dias de treino e teste do grupo CPA8: ANOVA: p= 0.0022 ¢ Dunn p<0.05, *
diferente de T1. C: médias e erro padrao das médias (+EPM) das laténcias nos dias de treino e teste do
grupo CPA16: ANOVA: p=0.0005 e Dunn SNK p<0.05, *diferente de T1
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Discussao

Os resultados desse estudo sugerem que a CPA melhora a retengdo da tarefa de
esquiva inibitoria em peixes submetidos a ablagdo telencefalica. Resultados similares foram
encontrados por Medalha e colaboradores (2000) em um estudo realizado em peixes dourado
intactos no mesmo modelo experimental. Em seu estudo o grupo tratado com CPA na dose de
8 ug/g apresentou um aumento significativo na laténcia para deixar o compartimento de saida.
Assim, no6s sugerimos que a acdo da CPA no condicionamento de esquiva inibitdria ocorre via
estruturas mesencefalicas e/ou diencefalicas.

Fanselow (1981) e Blanchard e colaboradores (1989) propuseram que padrdes de
comportamento defensivos sdo organizados em uma série hierarquica de repostas. Alguns
estudos sugerem que a estimulagdo de estruturas do teto do mesencéfalo produz alerta,
“freezing” e reagdes de fuga. Sugerem também que a estimulagdo elétrica da substancia
cinzenta periaquedutal e do coliculo inferior induz efeito aversivo, refor¢a a reposta de fuga
operante e também permite aprendizagem de repostas emocionais condicionadas (JENCK et
al., 1983, 1995; BRANDAO et al., 1997).

O teto do mesencéfalo apresenta circuitos locais para a geragdo e elaboracdo de
reagOes defensivas, entretanto estruturas cerebrais superiores sao necessarias para conseguir o
controle de comportamentos mais complexos relacionados ao medo. Por exemplo, a conexao
do coliculo inferior com a amidala atua como um importante filtro para as informacdes
sensoriais de natureza aversiva (MAISONNETTE et al., 1996). Sabendo-se que a esquiva €
um tipo de comportamento defensivo (MISSLIN, 2003), nds podemos sugerir que os peixes
submetidos a ablagdo telencefalica sdo capazes de aprender a tarefa de esquiva inibitoria
devido aos circuitos locais do mesencéfalo, e que a CPA facilita a retengdo da experiéncia

aversiva, por pelo menos vinte e quatro horas, provavelmente por meio desses circuitos.
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Outros estudos sugerem também uma agao do sistema histaminérgico no diencéfalo,
principalmente em tarefas que envolvam componentes emocionais como aversao, estresse e
medo. Ito e colaboradores (1999) submeteram ratos a uma situagao de estresse agudo, em que
0s animais eram mantidos iméveis em uma gaiola apertada por uma hora. A andlise
histoquimica mostrou um aumento nos niveis de histamina no diencéfalo.

Ferretti e colaboradores (1998) relataram que o estresse induz a liberagao de histamina
no hipotdlamo. Da mesma forma, no estudo de Tasaka e colaboradores (1985) apos a
administracdo de histamina intraventricular, maior radioatividade foi determinada no
hipotalamo. Neste estudo a histamina causou uma inibicao dose-dependente na resposta de
esquiva em ratos, € os autores sugeriram que esse efeito inibitdrio estd preferencialmente
ligado ao receptor HI.

Regides do teto do mesencéfalo contém substratos para o comportamento defensivo,
aversdo e medo (BRANDAO et al., 2003). Existem boas evidéncias que a aprendizagem de
esquiva ¢ baseada na aquisi¢ao de um estado “antecipatorio” de medo em peixes dourados
(OVERMIER e CURNOW, 1969; GALONN, 1972; PORTAVELLA et al., 2003). De acordo
com Brandao e colaboradores (2003) os processos preparatdrios para a orientacdo do perigo,
medo e esquiva sao ligados a ansiedade. Assim, o efeito da CPA na memoria encontrado em
nosso estudo pode ser também devido a um efeito ansiolitico da CPA mediado pelo
diencéfalo e/ou teto do mesencéfalo.

O envolvimento do sistema histaminérgico no estado de ansiedade de animais ja foi
sugerido por alguns autores. Malberg-Aiello e colaboradores (2002) mostraram que
substancias capazes de aumentar a transmissdo histaminérgica reduziram o tempo de
permanéncia no compartimento claro em camundongos, indicando um provavel efeito
ansiogénico. Em um estudo fisioldgico foi relatado que a destruicdo da sub-regido E2
rostroventral do nucleo tuberomamilar em ratos, que ¢ o local de origem do sistema

histaminérgico, induziu um efeito ansiolitico em um teste de labirinto elevado e esse efeito
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parece estar relacionado a diminui¢do da atividade histaminérgica causado pela lesao (FRISH
et al., 1998). Em um estudo realizado por Medalha et al. (2003) em peixes dourados, o grupo
tratado com CPA apresentou valores mais baixos no nivel de um metaboélito da serotonina (5-
HIAA- 4cido 5-hidroxihindileacetico) no diencéfalo quando comparado ao grupo tratado com
salina, sugerindo que a CPA pode apresentar um efeito ansiolitico uma vez que a serotonina
esta envolvida nos processos de ansiedade (GRAEFF, 2002).

Uma hipotese adicional pode ser a participagdo do sistema colinérgico. Estudos
clinicos (BEATTY e BUTTERS, 1986; EAGGER et al.,, 1991; JONES et al., 1992) e
experimentais (DUNNETT et al.,1985) tém mostrado que o sistema colinérgico desempenha
um importante papel na aprendizagem, memoria e atencdo, e outros estudos sugerem que o
sistema histaminérgico influencia a aprendizagem e memoria por modulagdo da liberacao da
acetilcolina (PASSANI et al., 2000; BACCIOTTINI et al., 2001). Em um trabalho realizado
por Eidi et al. (2003) a melhora na memdria induzida pela acetilcolina ou nicotina pode ser
prejudicada pela histamina. Em uma analise bioquimica, Miyazaki et al. (1995) sugeriram que
a histidina (precursora da histamina) diminuiu os niveis de acetilcolina no cortex cerebral, no
diencéfalo e mesencéfalo de ratos.

Uma vez que células colinérgicas foram descritas no teto do mesencéfalo de teledsteos
(GONZALEZ et al., 2002) e que o sistema histaminérgico tem origem no diencéfalo
(EKSTRON et al., 1995), e regides do mesencéfalo apresentam altos niveis de histamina em
peixes (e em mamiferos) (ALMEIDA e BEAVEN, 1981), o efeito facilitatorio da CPA em
nosso estudo também pode ser devido a uma relagdo entre os sistemas histaminérgico e
colinérgico no mesencéfalo e em estruturas diencefalicas. Entretanto estudos adicionais, sobre
a relacdo da histamina/acetilcolina na aprendizagem de esquiva inibitoria, devem ser
realizados.

Em conclusdo, podemos concluir que os peixes submetidos a ablacao telencefalica sdo

capazes de aprender a tarefa de esquiva inibitéria provavelmente devido a circuitos locais no
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mesencéfalo que atuam para a geracdo e elaboracdo de reagdes defensivas, e que a CPA

interfere nesses circuitos, provavelmente por um efeito ansiolitico.
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Desenvolvimento a partir do estudo inicial

No primeiro estudo verificamos que os animais com ablacdo telencefalica foram
capazes de aprender o condicionamento de esquiva inibitoria, apesar do telencéfalo ser
considerado homologo a estruturas limbicas do cérebro de vertebrados superiores. Esse fato,
provavelmente se deu devido & capacidade de estruturas mesencefalicas gerarem reagdes
comportamentais que sdo primordiais para a sobrevivéncia da espécie, denominadas reagdes
defensivas.

As reacdes defensivas ocorrem frente a situagdes de perigo, e desencadeiam respostas
incondicionadas de medo geradas no teto mesencefalico (BRANDAO et al., 2003). Segundo
Misslin (2003) respostas de esquiva fazem parte do repertdrio de comportamentos defensivos
dos animais assim como fuga, luta, imobilidade, agressdo e ajustes fisioldgicos em geral.
Essas reagdes apresentam intima relacdo com a ansiedade e estresse (RAU et al., 2005).

Fortes experiéncias emocionais podem prejudicar tarefas previamente adquiridas, por
isso drogas ansioliticas, quando administradas ap6és o treino de tarefas com fortes
componentes emocionais, podem auxiliar na retencao da tarefa (DIAMOND et al, 2004). O
que reforca a hipotese de efeito ansiolitico da CPA levantada em nosso primeiro estudo, uma
vez que os animais tratados com essa droga apresentaram melhor desempenho na tarefa
proposta.

Entretanto, Izquierdo e colaboradores (1990) sugerem que algumas tarefas precisam
de certo grau de estresse e ansiedade para serem aprendidas, como ¢ o caso da esquiva
inibitoria. Em um estudo realizado por de Souza-Silva e colaboradores (1993) o tratamento
prévio com diazepam prejudicou a retencdo da tarefa de esquiva inibitéria em ratos.

Resultados semelhantes foram encontrados por Izquierdo et al. (1990) onde a administragdo
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pré-treino de clonazepam e diazepam, que sdo drogas ansioliticas, apresentaram um efeito
prejudicial na aquisi¢do do condicionamento de esquiva inibitdria em ratos.

Viérios estudos ja relacionaram o sistema histaminérgico com a ansiedade, e apontam
principalmente para uma relagdo diretamente proporcional, ou seja, que maiores
concentragdes de histamina seriam responsaveis por maiores indices de ansiedade (OISHI et
al., 1992; FRISH et al., 1998; MALBERG-AIELLO et al., 2002; BONGERS et al., 2003).

Com base nas informacdes apresentadas verificamos que drogas ansioliticas podem
apresentar resultados opostos no condicionamento de esquiva inibitoria, dependendo do
momento de sua administracdo. Quando administradas antes do treino apresentam um efeito
inibitorio, e quando administradas apds o treino podem causar um efeito facilitatorio. Diante
do exposto, decidimos realizar um segundo estudo a fim de verificar se ha semelhanga entre o
efeito do antagonista histaminérgico H1 (CPA) e uma droga benzodiazepinica (Diazepam),

sugerindo afeito ansiolitico da CPA.
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Estudo Il

“Efeito ansiolitico da Clorfeniramina na esquiva inibitoria em peixes

dourados submetidos a ablacao telencefalica”

Resumo

O objetivo desse estudo foi verificar as conseqiliéncias da ablagdo telencefalica na
aprendizagem de esquiva inibitoria em peixes dourados e verificar se ha semelhanca entre o
efeito do antagonista histaminérgico HI (CPA) e uma droga benzodiazepinica (Diazepam).
Os animais eram submetidos a ablagao telencefalica ou a lesdo ficticia cinco dias antes dos
procedimentos experimentais. O procedimento de esquiva inibitoria foi realizado em trés dias
usando um aquario retangular dividido em dois compartimentos (preto € branco) com uma
porta central. No primeiro dia os animais eram adaptados por 10 minutos. No segundo e
terceiro dias, eles eram injetados com salina (SAL), 16ug/g de Clorfeniramina (CPA),
propilenoglicol 40% (PPG) ou pg/g de diazepam (DZP) vinte minutos antes do treino. Entdo
os animais eram colocados no compartimento branco, a porta central era aberta e o tempo
para atravessar a linha entre os compartimentos era registrado. Apos o peixe passar a linha
entre os compartimentos um peso de 45 gramas era solto. Esse procedimento era repetido por
trés vezes consecutivas. Os grupos submetidos ou ndo a ablagdo telencefélica e tratados com
salina apresentaram uma diferenga entre as sessdes de treino; entretanto, os grupos tratados
com CPA, PPG ou DZP ndo apresentaram nenhuma diferenca entre eles. Esses resultados
sugerem que o tratamento com CPA, PPG ou DZP prejudicou a aquisicdo do
condicionamento de esquiva inibitdria nos animais independente da ablagdo telencefalica. Em
conclusdo, a ablacdo telencefalica ndo retira a capacidade do animal aprender a tarefa de
esquiva inibitéria, e baseado no fato de que a CPA mostrou efeitos similares ao DZP, nos
animais submetidos ou ndo a ablagdo telencefalica, nods sugerimos que a CPA apresenta um
efeito ansiolitico, mediado pelo diencéfalo e/ou mesencéfalo em peixes dourados.

Palavras chave: ansiedade, clorfeniramina, diazepam, peixes dourados, esquiva inibitdria,
telencéfalo
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“Anxiolytic-like effect of Chlorpheniramine in Inhibitory Avoidance in

goldfish submitted to Telencephalic Ablation”

Abstract

The aim of the present study was to verify the consequences of telencephalic ablation on
the learning of inhibitory avoidance goldfish and verify the similarity between CPA and
benzodiazepnic drug (Diazepam). The animals were submitted to telencephalic ablation or
sham operations five days prior to the experimental procedure. The inhibitory avoidance
procedure was performed in 3 days using a rectangular aquarium divided into two
compartments (black and white) with a central door. On the first day, the animals were
adapted for 10 min. On the second and third days, they were injected with Saline (SAL),
16pg/g Chlorpheniramine (CPA), 40% Propylene glycol (PPG) or 1pg/g Diazepam (DZP)
twenty min. before training. Then the animals were placed in the white compartment, the
central door was opened and the time spent for crossing between compartments was recorded.
After the fish crossed the line between the compartments a 45-g weight was dropped. This
procedure was performed three times in a row. The groups submitted or not to telencephalic
ablation and treated with SAL presented a difference between training sessions; however, the
groups treated with CPA, PPG or DZP did not show any differences between them. These
results suggest that the treatment with CPA, PPG or DZP impaired the acquisition of
inhibitory avoidance conditioning in animals regardless of telecenphalic ablation. In
conclusion, telencephalic ablation does not disrupt the animals’ capacity to learn the
inhibitory avoidance task, and based on the fact that CPA showed similar effects to those of
DZP on the animals submitted or not to telencephalic ablation, we suggest that the CPA
presents an anxiolytic-like effect mediated by the diencephalons and/or mesencephalon in
goldfish.

Key words: anxiety, chlorpheniramine, diazepam, Goldfish, inhibitory avoidance,
telencephalon
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Introducao

O telencéfalo dos teledsteos fornece uma boa oportunidade para o estudo da fung¢ao do
sistema limbico dos vertebrados porque ele ¢ simples e homoélogo a estruturas limbicas de
vertebrados  superiores (DROOGLEEVER-FOUTUYN, 1961; NORTHCUTT e
BRADFORD, 1980; LOPEZ et al., 2000).

Portavella e colaboradores (2004) estudaram a resposta de esquiva ap6s lesdo de areas
telencefalicas e sugeriram a presenga de dois diferentes sistemas de memoria em peixes
dourados. Um sistema de memoria emocional relacionado a regido medial do telencéfalo, e
um sistema de memoria espacial e temporal relacionado a regido lateral do telencéfalo. Além
disso, os efeitos diferenciais causados pelas lesdes telencefalicas sdao similares aqueles
produzidos por lesdo amidalar e hipocampal em mamiferos.

Teleosteos sdo apropriados para o estudo da Histamina como neurotransmissor no
Sistema Nervoso Central (SNC), uma vez que o sistema histaminérgico em peixes apresenta
somente uma aérea de projecdo para o telencéfalo (EKSTRON et al., 1995) que foi bem
preservada durante a evolugdo (PEITSARO et al., 2003).

Desde a descoberta que antihistaminicos classicos apresentavam uma acao sedativa,
tornou-se claro que a histamina desempenha importante agdo no SNC (HASS e PANULA,
2003). Varios estudos sugerem que a histamina estd envolvida em muitas fungdes
neurologicas, como o controle do despertar, atencao, processos sensoriais € formacao da
memoria (CHOICH et al., 2004).

Os dados disponiveis sobre os efeitos da histamina central no comportamento animal,
especialmente na aprendizagem e memoria, ainda sdao contraditorios. Alguns estudos
descrevem um efeito inibitorio da histamina (BEARDSLEY, 1992; SANNERUD et al., 1995;

SUZUKI et al., 1995). Entretanto, outra linha de evidéncia aponta para um efeito facilitatorio



24

da histamina na aprendizagem ¢ memoria (De ALMEIDA e IZQUIERDO, 1986; KAMEI e
TASAKA, 1993; MEGURO et al., 1995; MIYAZAQUI et al.,1995; COELHO et al., 2001).

Viérios estudos também revelaram um papel da histamina no medo e na ansiedade
(OISHI et al., 1986; IMAIZUMI e ONODERA, 1993; FRISCH et al., 1998).

Considerando que o telencéfalo dos teledsteos ¢ homologo a estruturas limbicas de
vertebrados superiores, que o sistema histaminérgico central estd envolvido na aprendizagem,
memoria e ansiedade (De ALMEIDA e IZQUIERDO, 1986, MATTIOLI et al., 1998) e sua
maior area de projecdo esta localizada no telencéfalo, o objetivo deste estudo foi verificar a
relagdo do sistema histaminérgico na aprendizagem de esquiva inibitoria em peixes
submetidos 4 ablagdo telencefalica e investigar se ha semelhanga entre o efeito do antagonista

histaminérgico H1 (CPA) e uma droga benzodiazepinica.
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Materiais e métodos
Animais

Cento e cinqiienta e seis peixes dourados (Carassius auratus) (figura 1) de sexo
indeterminado e pesando de 4 a 8 g foram usados. Os animais eram mantidos em um aquario
de 30 litros (15 peixes por aqudrio) com filtro e oxigenacdo constante a uma temperatura de
20-22° com ciclo natural de luz.

Eles foram alimentados cinco vezes por semana com ragao flutuante (Wardly
Corporation, New Jersey, U.S.A.). Um intervalo de duas semanas de aclimatagao foi admitido
entre a compra do peixe e os procedimentos cirtrgicos. Os animais eram individualmente

identificados por suas caracteristicas fisicas, como cor e tipo de cauda.

Ablacao Telencefalica

Os peixes foram anestesiados por imersao em uma solucao de 0,8 g/l de tricaina
metasulfonado (TMS)-(3-aminobenzoic acid ethyl ester methasulfonate, Sigma Chemical Co.)
até a atividade motora espontdnea € os movimentos branquiais cessarem. Os peixes eram
envolvidos em gaze e colocados em um aparato com suportes laterais que estabilizavam o
corpo do animal para a realizagdo dos procedimentos cirargicos. Anestesia foi mantida
continuamente, durante todo o procedimento cirargico, por perfusao de uma solucao 0,3 g/l de
TMS pela boca (figura 2).

A parte dorsal do cranio era removida para a exposi¢do dos lobos telencefalicos. Os
lobos telencefalicos eram entdo retirados por aspiragdo através de uma pipeta conectada a um
sistema de vacuo. Apos a ablagdo do telencéfalo o cranio foi fechado com acrilico dental de

secagem rapida (Dental Vipi Ltda, Pirassununga, Sao Paulo — Brazil). Os grupos com lesao
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ficticia (Sham) eram submetidos aos mesmos procedimentos cirurgicos exceto pela aspiragao
dos lobos telencefalicos. Depois de o cranio ser fechado a solugdo anestésica era substituida
por agua até reiniciarem os movimentos branquiais. Os peixes eram entdo recolocados nos
aquarios de manutencdo para um periodo de recuperagao de cinco dias antes do inicio dos

procedimentos experimentais.

Analise Histologica

Apo6s a conclusao dos experimentos os animais eram decapitados, os cérebros eram
removidos e inspecionados para uma avaliagdo preliminar da ablagdo (figura 3). Os cérebros
eram entdo fixados em formalina 10% por pelo menos quatro dias. Depois disso, eram
seccionados a uma espessura de 50 um em um criostato. A analise mostrou que os cérebros
submetidos a ablacdo exibiram completa remoc¢do do tecido telencefalico ao passo que as

areas pré-opticas e tratos Opticos nao foram lesados (figura 4).

Drogas e tratamentos

Diazepam (DZP) (Roche S/A, Sao Paulo, Brasil) foi diluido em propilenoglicol 40%
(PPG) na concentragdo de 1.0 pg/ul. Clorfeniramina (CPA) sal de maleato (Sigma, MO,
USA) foi dissolvida em salina (0.9%) até a concentra¢do de 16 ng/ul. DZP, PPG, CPA ou
salina (SAL) foram administrados intraperitonealmente no volume de 1ul/g. As substancias
foram codificadas e os codigos ndo eram conhecidos pelo experimentador, que nao sabia que
substancias eram injetadas em cada animal.

Os peixes foram divididos em oito grupos levando em considereagdo o procedimento
cirargico, submetido a ablagdo telencefalica (A) ou ndo (S), e o tratamento farmacologico

(tabela 1).
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Tabelal: grupos experimentais

Grupo N Tratamento

S-Sal Sham 26 Salina

S-PPG Sham 20 Propilenoglicol (40%)
S-DZP Sham 20 Diazepam 1pg/g
S-CPA16 Sham 13 CPA 16 pg/g

A-Sal Ablagio 20 Salina

A-PPG Ablacao 20 Propilenoglicol (40%)
A-DZP Ablagdo 20 Diazepam 1pg/g
A-CPA16 Ablagdo 17 CPA 16 ug/g

Aquario Experimental

Foi utilizado um aquario de vidro retangular dividido em dois compartimentos sendo
um branco e o outro preto, delimitados por uma porta do tipo guilhotina (figura 5). Cada
compartimento possuia dimensdes de 15 centimetros de altura, 10 centimetros de largura e

22,5 centimetros de comprimento.

Procedimentos

O experimento foi realizado em trés dias consecutivos, sendo um dia de adaptacao e
dois dias de treino. No dia de adaptacdo os animais eram colocados individualmente no
aquario por 10 minutos.

Os dias de treino eram compostos por trés tentativas cada sendo primeiro dia de treino:
T1, T2 e T3 e segundo dia de treino: 2T1, 2T2 e 2T3. Nos dois dias de treino, vinte minutos
antes de iniciado os procedimentos experimentais os animais eram injetados com SAL, CPA,
DZP ou PPG. Entdo, os animais eram colocados individualmente no compartimento branco
do aquario e apos 20 segundos a porta era retirada. Quando o peixe atravessava a linha
divisdria entre os compartimentos um peso de 45 gramas era solto a sua frente. O peixe

voltava para o compartimento branco ou era imediatamente recolocado e o procedimento era
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repetido por mais 2 vezes. A passagem para o compartimento preto foi definida como o
momento em que a nadadeira dorsal do animal passava a linha divisoria entre os
compartimentos. Todo procedimento experimental era gravado em video - tape.

A determinagdo de colocar o animal inicialmente no compartimento branco se deve a
sua preferéncia natural pelo ambiente escuro (SANTANGELO e MATTIOLI, 1999).

A atividade locomotora do animal na primeira tentativa do primeiro dia de treino (T1)
foi registrada para verificar se as drogas interferiam na locomog¢ao dos animais. Para isso, o
compartimento branco do aquario foi dividido em trés partes iguais, e o numero de
cruzamentos entre as partes foi contado. O nimero de cruzamentos dividido pela laténcia foi

calculado para todos os grupos e utilizado como indicador da atividade locomotora.

Analise estatistica

Todos os resultados foram inicialmente submetidos ao teste Levene para verificar a
homogeneidade dos dados. Quando apropriado, os dados foram transformados em log;o e
entdo analisados pela analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de comparagdes
multiplas de Student-Newman-Keuls (SNK).

O valor de p<0,05 foi estabelecido como nivel de significancia.
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Resultados

A figura 7 mostra as médias e erro-padrdo das médias (+SEM) das laténcias dos dias
de treino dos grupos Sham. O grupo S-SAL apresentou um aumento significativo nos valores
de laténcias entre cada tentativa nos dois dias de treino (ANOVA d.f=5; p=0,001 e SNK
p<0,05). Os grupos S-CPA, S-PPG e S-DZP nido apresentaram diferenga significativa nos
valores de laténcia em nenhum dia de treino (ANOVA d.f.=5: p=0,23, p=0,73 e p=0,12
respectivamente).

A figura 8 mostra as médias e erro-padrao das médias (+SEM) das laténcias dos dias
de treino dos grupos com ablacdo telencefalica. O grupo A-SAL apresentou um aumento
significativo nos valores de laténcias entre cada tentativa nos dias de treino (ANOVA d.f=5;
p=0,0018 ¢ SNK p<0,05). Os grupos A-CPA, A-PPG e A-DZP ndo mostraram diferenga
significativa nos valores de laténcia em nenhum dia de treino (ANOVA d.f.=5: p=0,29,
p=0,09 e p=0,28 respectivamente).

Esses resultados sugerem que o tratamento com CPA, PPG ou DZP prejudicou a
aquisicdo do condicionamento de esquiva inibitéria nos animais submetidos ou nao a ablagdo
telencefalica, ja que tanto os animais dos grupos Sham como dos grupos submetidos a ablacao
telencefalica apresentaram prejuizos semelhantes apds tratamento com essas drogas.

A figura 9 mostra as médias e erro-padrdao das médias (+SEM) da atividade
locomotora dos grupos Sham (ANOVA: d.f.=3, p=0,29) e a figura 10 mostra as médias e erro-
padrao das médias (+SEM) da atividade locomotora dos grupos submetidos a ablacao
telencefalica (ANOVA: d.f.=3, p=0,99). Com base nesses dados sugerimos que os diferentes
tratamentos farmacoldgicos nao interferiram na locomog¢ao dos animais. Entretanto, quando
realizada uma comparac¢do da atividade locomotora dos animais dos grupos sham e ablagao,
verificamos que a retirada do telencéfalo causa uma diminui¢do na locomog¢do dos animais

(two-way ANOVA d.f=1, F=32,34, p<0,0001).



S-SAL A

250 ¢ 250
200 | 200
=150 | = 150

£ * £

e
=100 | * * = 100

£
50 | Iil Iil 50
ol O 0
M T T M M M

250 SPPG ¢ 250
200 | 200
© 150 @ 150

® °

1S
= 100 } £ 100
| Iil Iil Iil Iil Iil ’
ol Iil 0
M T T T M2 273

Fig 7: Médias e erro padrao das medias (+EPM) das laténcias dos treinos dos grupos Sham. (A) grupo S-SAL: ANOVA p=0.001 ¢ SNK p<0.05, *

S-CPA B

T T2 T3 2™ 212 213

S-DZP D

iii - 0 &
M T2 T3 2T 212 213

diferente de T1. (B) grupo S-CPA: ANOVA p=0.23. (C) grupo S-PPG: ANOVA p=0,73. (D) grupo S-DZP: ANOVA p=0,12.

30



250

200

150

100 |

a
o
T

oL

-

(=1

o
T

[34]
o
T

0t

Fig 8: Médias e erro padrdo das medias (+EPM) das laténcias dos treinos dos grupos submetidos a ablacdo telencefalica. (A) grupo A-SAL: ANOVA p=0,0018

A-SAL A
*
| I
M T2 T3 2T1  2T2 273
A-PPG C

™M T2 T3 2T1  2T2 213

250

200

Time (s)

A-CPA

™ T2 T3

A-DZP

™ T2 T3

B
271 2T2 213
D

2T1  2T2 213

e SNK p<0.05, * diferente de T1. (B) grupo A-CPA: ANOVA p=0,29. (C) grupo A-PPG: ANOVA p=0,09. (D) grupo A-DZP: ANOVA p=0,28.

31



32

09 r
0,8 |
0,7 F
0,6 |
0,5 |
04 |
0,3 |
0,2 |
01 |
0,0 L

Atividade locomotora

S-SAL S-CPA S-PPG S-DZP

Fig 9: Média e erro padrao da media (+EPM) da atividade locomotora dos animais dos grupos Sham
(ANOVA: p=0,29).
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Fig 10: Média e erro padrao da media (+EPM) da atividade locomotora dos animais dos grupos Ablagao
(ANOVA: p=0,99).
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Discussao

Tanto os animais submetidos a ablacdo telencefalica como os animais submetidos a
lesao ficticia (grupos SHAM) foram capazes de aprender a tarefa de esquiva inibitoria quando
tratados com salina, sugerindo que a ablacao telencefalica ndo impede o animal aprender essa
tarefa.

Em um estudo realizado por Werka e Zielinski (1998) ratos submetidos a lesdo na
amidala (que corresponde a parte dorso-medial do telencéfalo de teledsteo) foram capazes de
aprender a reposta de esquiva, com leve atraso. Da mesma forma, lesao hipocampal (que
corresponde a parte dorso-lateral do telencéfalo de teledsteo) em ratos ndo afetou
significativamente a aquisicdo e retencdo da esquiva inibitéria (GIONET et al.,1991). Por
outro lado, a completa ablagdo do telencéfalo prejudicou a aprendizagem de esquiva em
peixes dourados em outros estudos (OVERMIER e STARKMAN, 1974; FLOOD et al., 1976;

FLOOD e OVERMIER, 1981; OVERMIER e HOLLIS, 1990).

Segundo Branddao e colaboradores (2003) estruturas mesencefalicas apresentam
circuitos locais que sdo capazes de gerar comportamentos defensivos, como no caso a
resposta de esquiva. Sendo assim, provavelmente, gragas a esses circuitos locais no
mesencéfalo, os peixes submetidos ablagdo telencéfalica foram capazes de aprender a tarefa

proposta em nosso estudo.

Foi verificado, neste estudo, que a ablagdo telencefalica causou uma diminui¢do na
atividade locomotora dos animais. Resultados semelhantes ja foram citados por outros
autores, que sugeriram uma diminui¢do da atividade espontanea ap6s ablagao telencefalica em
peixes (JANZEN, 1933; HALE, 1956). A aquisicao da tarefa, dos grupos sham e ablagdo,
foram analisadas separadamente para evitar uma possivel interpretagdo equivocada dos dados,

uma vez que em nosso estudo a aprendizagem ¢ inferida pelo aumento da laténcia. Entretanto,
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como nenhuma diferenca na atividade locomotora foi encontrada entre os tratamentos
farmacolégicos, tantos nos animais submetidos a ablacdo telenceféalica ou a lesdo ficticia, a
aprendizagem de esquiva inibitoria ndo foi devido a uma mudanca na atividade locomotora,
mas realmente a aquisi¢ao da tarefa.

O comportamento dos animais tratados com PPG e CPA foi similar aos animais
tratados com DZP, uma droga ansiolitica classica, sugerindo um provavel efeito ansiolitico do
PPG e da CPA. Em nosso estudo, DZP bem como o PPG ¢ a CPA prejudicaram a aquisi¢ao

da esquiva inibitdria nos animais submetidos ou ndo a ablagao telencefalica.

Estudos anteriores sugeriram um efeito-ansiolitico do PPG. Em 1998, Lin e
colaboradores reportaram que o PPG reduziu a ansiedade em um teste de labirinto elevado em
ratos. Lourenco da Silva e Elisabetsky (2001) também demonstraram uma interferéncia
ansiolitica do PPG, na concentragdao de 30%, em um teste “hole board” em ratos. Sendo
assim, uma vez que os animais tratados com PPG apresentaram comportamento semelhante
aos animais que receberam DZP, e que outros autores ja verificaram efeitos ansiolitcos do
PPG, principalmente quando administrado em altas concentragdes, como em nosso estudo,
podemos sugerir que o prejuizo na aquisi¢do do condicionamento de esquiva inibitoria foi
causado pela reducdo da ansiedade nos animais também pela administracao prévia do PPG.

O envolvimento do sistema histaminérgico no estado de ansiedade do animal nio esta
ainda bem esclarecido. Oishi e colaboradores (1986) reportaram que o DZP diminui a taxa de
renovagdo da histamina em ratos, sugerindo uma participacdo do sistema histaminérgico
cerebral na ansiedade. Malberg-Aiello e colaboradores (2002) mostraram que substancias
capazes de aumentar a transmissdo da histamina reduzem o tempo de permanéncia no

compartimento claro, indicando um provavel efeito ansiogénico.

Resultados de um estudo fisiolégico mostraram que a destrui¢do da subregido E-2 na

parte ventral do ntcleo tuberomamilar, que ¢ considerado o local de origem dos neurdnios
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histaminérgicos, causou efeito ansiolitico em um teste de labirinto elevado, esse efeito foi
provavelmente devido a reducdo da atividade histaminérgica induzida pela lesdo (FRISH et
al., 1998). Em uma situacdo de estresse agudo, foi verificado um aumento no nivel de
histamina no hipotalamo (MAZURKIEWICZ-KWILECK e TAU, 1978) bem como no
diencéfalo, nicleo acumbente e estriado de rato (ITO et al., 1999, 2000). Ito e colaboradores
(1999) sugeriram que o aumento no nivel de histamina no diencéfalo apds estresse agudo
pode representar um aumento na sintese de histamina, uma vez que o diencéfalo é o principal
local de sintese desse neurotransmissor. Depois de sintetizada a histamina ¢ transportada por
axonios até o nicleo acumbente e estriado onde ¢ metabolizada.

Em peixes, a relagdo entre o sistema histaminérgico e a ansiedade ja foi sugerida em
estudos comportamentais (MATTIOLI et al., 1998; MEDALHA et al., 2000, COELHO et al.,
2001, PEITSARO et al., 2003). Recentemente, Medalha e colaboradores (2003), em um
estudo realizado em peixes dourados usando o método de cromatografia liquida (HPLC),
sugeriram um efeito ansiolitico da CPA. Nesse estudo a CPA ndo alterou os niveis de
monoaminas € seus metabolicos no telencéfalo, mas os resultados referentes ao diencéfalo
indicaram que o grupo tratado com CPA apresentou baixos niveis de 5-HIAA (4cido 5-
hidroxihindoleacético) comparados ao grupo tratado com salina, sugerindo que a CPA pode
ter um efeito ansiolitico uma vez que a serotonina esta envolvida nos processo de ansiedade
(GRAEFF, 2002). E importante salientar que esses dados neuroquimicos foram encontrados
nas areas diencefalicas, que de acordo com Ekstron et al. (1995), ¢ a origem do sistema
histaminérgico em peixes.

Em conclusdo, a ablacdo telencefalica ndo interrompeu a capacidade do animal em
aprender a tarefa de esquiva inibitoria, e, baseado no fato da CPA ter mostrado efeitos

similares dos animais tratados com DZP, submetidos ou ndo a ablacdo telencefalica, nds
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sugerimos que a CPA apresenta um efeito ansiolitico mediado pelo diencéfalo e/ou

mesencéfalo em peixes dourados.
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Desenvolvimento a partir dos estudos anteriores

Nos dois estudos anteriores foi verificado que os animais submetidos a ablagdo
telencefalica sdo capazes de aprender o condicionamento de esquiva inibitoria proposto
devido ao fato de estruturas cerebrais primitivas serem capazes de gerar reagoes defensivas. E
a CPA parece atuar através dessas estruturas causando um efeito ansiolitico. Entretanto,
estruturas cerebrais superiores sdo necessarias para o controle de comportamentos mais
complexos, como por exemplo para o controle de diferentes formas de aprendizagem e
memoria.

Dessa maneira ¢ de grande importancia a realizacdo de estudos que verifiquem as
fungdes do telencéfalo de teledsteos, uma vez que essa estrutura contém processos
anatomicos que sdo considerados precursores do sistema limbico de vertebrados superiores
(Droogleever Fortuyn, 1961).

O telencéfalo dos teledsteos desempenha um importante papel em diferentes tipos de
aprendizagem. Lopez e colaboradores (2000) relacionaram o telencéfalo com a capacidade de
memoria espacial em teledsteos. Ohnishi (1989) sugeriu que o telencéfalo ¢ fundamental na
integracdo de eventos neurais que ocorrem em estruturas extratelencefalicas para a
aprendizagem instrumental e Portavella e colaboradores (2002) mostraram a relacdo do
telencéfalo a aprendizagem emocional e temporal.

Sabendo-se que os processos neurais que ocorrem durante a aprendizagem e formacao
da memoria, denominados de plasticidade neural, sdo semelhantes em aspectos
neuroquimicos e morfologicos aos que ocorrem durante a recuperagao funcional ap6s lesdo do
SNC (COTMAN et al., 1981; COTMAN e LYNCH, 1989), o terceiro estudo teve como

objetivo, primeiramente, desenvolver um modelo experimental de condicionamento operante
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a fim de observar a aprendizagem apoOs ablagdo telencefalica em Carassius auratus e,

posteriormente, analisar o papel da CPA na aprendizagem e memoria.
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Estudo il

“Papel da CPA na aprendizagem de teledsteos submetidos a abla¢ao

telencefalica em novo modelo de condicionamento operante para peixes”

Resumo

O objetivo desse estudo foi desenvolver um modelo de condicionamento operante para
estudar a aprendizagem apos ablagdo telencefalica em peixes dourados e verificar o papel da
CPA nessa fungdo. Os animais eram submetidos & ablacao telencefalica ou a lesdo ficticia
cinco dias antes do inicio dos procedimentos experimentais. Seis aquarios retangulares, com
uma barreira opaca delimitando a area de alimentacdo, foram usados. O condicionamento
operante foi realizado em dez dias consecutivos. A barreira opaca era retirada e, apos 30
segundos, o alimento era oferecido por um tubo de acrilico colocado dentro da éarea de
alimentagdo. O tempo que o animal levava para entrar na area de alimentagdo era registrado.
Foram realizados quatro grupos experimentais sendo, grupo Ablagdo (n=14): animais
submetidos a ablagdo telencefalica, grupo Sham (n=10): animais submetidos a lesdo ficiticia,
grupos Abla-Sal (n=12): animais submetidos a ablacdo telencefilica e tratados com salina e
grupo Abla-CPA (n=11): animais submetidos a ablacao telencefalica e tratados com 16 pg/g
de CPA. O tratamento farmacoldgico era administrado em dias alternados, dez minutos apds o
término dos procedimentos experimentais. Foi observada uma diminui¢do nos valores de
laténcia no grupo Sham a partir do segundo dia até o final do experimento (ANOVA p<
0,001, Student Newman Keuls P<0,01). O grupo ablacao apresentou uma leve diminui¢ao nas
laténcias, mas nenhuma diferenga significativa foi observada (ANOVA p=0,237), indicando
um prejuizo apos ablagao telencefalica. O grupo Abla-sal mostrou diminui¢ao nas laténcias a
partir do sexto dia até¢ o final (ANOVA p<0,001, Student Newman Keuls P<0,01). O grupo
A-CPA nao apresentou diminui¢ao nos valores de laténcia (ANOVA p=0,607). Os resultados
sugerem que esse modelo ¢ adequado para da aprendizagem apods ablacdo telencefalica em
teledsteos, e a CPA apresenta um provavel efeito ansiolitico que prejudicou o desempenho do
animal.

Palavras-Chaves: condicionamento operante, ablacdo telencefalica, aprendizagem,
clorfeniramina, peixes
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“The Role of CPA in the learning of teleosts submitted to telencephalic

ablation in a new model of fish operant conditioning”

Abstract

The aim of the present study was to develop an instrumental conditioning model to
study the learning after telencephalic ablation in goldfish, and also verify the role of CPA in
this function. The animals were submitted to telencephalic ablation or sham surgery five days
prior to the beginning of the experimental procedure. Six rectangular aquariums with an
opaque barrier delimitating the feeding area, were employed. The operant conditioning was
realized during 10 consecutive days. The conditioning was consisted of the retreating of the
opaque barrier followed by the food offering (30 seconds after) through an acrylic tube
inserted at the feeding area. The time spent by the animal to enter at the feeding area was
recorded. Four experimental groups were carried out. Ablation group (n=14): the animals
were submitted to the telencephalic ablation; Sham group (n=10): the animals were submitted
to the sham operation. Abla-Sal (n=12): animals submitted to the telencephalic ablation and
treated whit saline and Abla-CPA (n=11) group: animals submitted to the telencephalic
ablation and received 16 pg/g of CPA. The treatment was administered in alternate days, ten
minutes after the end of the experimental procedure. A decrease in latencies for the sham
animals was observed from the second day until the end of experiment (ANOVA p< 0,001,
Student Newman Keuls P<0,01). The ablation group presented a slight decrease in latencies,
but not statistically significant differences were observed (ANOVA p=0,237), indicating an
impairment after telencephalic ablation. The Abla-Sal group showed a statistically significant
decrease in latencies from sixth day until the end (ANOVA p<0,001, Student Newman Keuls
P<0,01). The Abla-CPA group did not present any decrease in latency values (ANOVA
p=0,607). Results suggest that this model is suitable for the study of learning recovery after
telencephalic ablation in teleost and that CPA presents an anxiolytic-like effect that impaired
animal performance.

Key words: operant conditioning, telencephalic ablation, learning, chlorpheniramine, fish.
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Materiais e Métodos

Animais

Foram utilizados 47 peixes da espécie Carassius auratus de sexo indeterminado e peso
entre 4 e 10 gramas, provenientes do comércio local. Foram mantidos em aquarios de 30 litros
(15 peixes por aquario) com filtro e oxigenagdo constante at¢ o dia da cirurgia de ablacao
telencefalica. Nesses aquarios eram alimentados cinco vezes por semana com racao flutuante
(Wardly Corporation, New Jersey, U.S.A.) entre 8 ¢ 9 horas da manha.

Apo6s a ablagdo telencefélica os peixes eram colocados individualmente nos aquérios
experimentais, onde eram alimentados, com clara de ovo cozida, até um dia antes do inicio do

experimento.

Ablacao Telencefalica e Analise histolégica

Todos os procedimentos cirurgicos, bem como a andlise histologica, foram

semelhantes aos realizados nos estudos anteriores.

Drogas e tratamentos

Clorfeniramina (CPA) sal de maleato (Sigma, MO, USA) foi dissolvida em salina
(0.9%) até a concentracdo de 16 pg/ul. CPA ou salina (SAL) foram administrado
intraperitonealmente no volume de 1ul/g. As substancias foram codificadas e os cddigos ndo
eram conhecidos pelo experimentador.

Os peixes foram divididos em 4 grupos: considerando o procedimento cirrgico, Sham

ou ablagdo e o tratamento farmacologico (Tabela 2).
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Tabela 2: grupos experimentais

Grupo Cirurgia N Tratamento
Sham Sham 10 -
Ablacao Ablacao 14 -
Abla-Sal Ablacao 12 Salina
Abla-CPA  Ablago 11 CPA 16 pg/g

Aquarios Experimentais

Foram utilizados 6 aquarios de vidro transparente de formato retangular, (16cm de
largura, 35cm de comprimento e 20cm de altura) que possuiam em uma das arestas um tubo
de acrilico transparente de 16 cm de comprimento que direcionava a queda do alimento (clara
de ovo) até o fundo do aquario. A 8 cm da parede lateral, que continha o tubo de fornecimento
de alimento, foi colocada uma diviséria de pléstico rigido e opaco com 24 cm de altura, e 15

cm de comprimento para delimitar a area de alimentagao (Figura 11).

Fig 11: Aquario Experimental
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Procedimentos

O condicionamento operante foi realizado em 10 dias consecutivos e teve inicio 5 dias
apos a cirurgia de ablacao telencefalica.

A divisoria, que delimita a area de alimentagdo, era retirada e apds 30 segundos o
alimento era oferecido pelo tubo. A partir do momento da retirada da diviséria o tempo de
entrada na area de alimentacdo era cronometrado. Ao entrar na area de alimentagdo o animal
podia se alimentar por 2 minutos, ao final desse periodo a divisoria era recolocada e o
excedente de alimento retirado. Caso o animal ndo entrasse na area de alimentagdo em 10
minutos a divisoria era recolocada e o alimento retirado. Para os animais dos grupos tratados,
10 minutos apds a recolocacdo da divisoria os animais recebiam SAL ou CPA no primeiro,
terceiro, quinto, sétimo e nono dias de experimento.

Uma camera de video (JVC VHS Super Digital Signal Processing) era colocada em
um tripé a uma distancia de 83 cm da parede frontal dos aquérios que foram mantidos na

mesma posicao durante todos os dias do experimento.

Analise estatistica

Todos os resultados foram inicialmente submetidos ao teste Levene para verificar a
homogeneidade dos dados. Os dados foram analisados pela andlise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Student-Newman-Keuls (SNK).

O valor de p<0,05 foi estabelecido como nivel de significancia.
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Resultados

A figura 12 apresenta as médias (+ EPM) das laténcias de entrada na area de
alimentacdo dos animais dos grupos Ablagao e Sham

No grupo Sham foi verificado uma diminui¢do da laténcia dia a dia de treino, sendo
significativa a partir do segundo dia (ANOVA p<0,001, Student Newman Keuls p<0,01). Ja
os animais do grupo Ablag¢do ndo apresentaram queda nos valores de laténcia nos dias de

treino (ANOVA p=0,237).
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Fig 12: Média (+ EPM) do tempo (s) de entrada na area de alimentagdo dos animais dos
grupos Sham (n=10) ANOVA p<0,001 e Student Newman Keuls p<0,05) ¢ ABLA (n=14)
ANOVA p=0,237. * diferente do dia 1.

A figura 13 apresenta as médias (+ EPM) das laténcias de entrada na érea de
alimenta¢do dos animais dos grupos Abla-Sal e Abla-CPA.

Os animais do grupo Abla-Sal apresentaram uma diminuicdo na laténcia significativa
(ANOVA p<0,001, Student Newman Keuls P<0,01) a partir do sexto dia de treino. No do

grupo Abla-CPA nao houve diminui¢do nos valores de laténcia (ANOVA p=0,607).
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Fig 13: Média (+EPM) do tempo de entrada na area de alimentag@o dos animais dos grupos Abla-
SAL (n=12) (ANOVA p< 0,001 e Student Newman Keuls P<0,01) e Abla-CPA (n=11) (ANOVA
p=0,607). * diferente do dia 1
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Discussao

Os animais do grupo Sham apresentaram uma diminui¢do nos valores de laténcia
significativa a partir do segundo dia de treino, mostrando que foram capazes de associar a
retirada da diviséria com o fornecimento do alimento. J4 os animais do grupo Ablacao
mostraram uma leve queda nos valores de laténcia durante os dias de treino, porém esta queda
ndo foi significativa, sugerindo que a ablacdo telencefalica acarretou prejuizo na
aprendizagem do condicionamento operante proposto.

Virios estudos demonstraram prejuizos causados pela ablacdo telencefilica em
teleosteos em diferentes tipos de aprendizagem. No estudo realizado por Lopez e
colaboradores (2000) animais submetidos a ablagdo telencefalica tiveram sucesso em tarefas
espaciais constantes, mas severas restri¢oes nas tarefas que envolviam reversdes espaciais. No
estudo de Peeke e Gordon (1981) teledsteos submetidos a ablagdo telencefalica, apresentaram
um grande atraso na aquisicdo e ndo foram capazes de reter a tarefa de comportamento

exploratdrio proposto.

Considerando que os animais submetidos a ablacgao telencefalica apresentaram grande
prejuizo na tarefa proposta, a utilizacdo desse modelo experimental se torna vidvel para o
estudo de drogas que possam atuar nos processos de aprendizagem e memoria bem como nos

processos de recuperacdo funcional de teledsteos submetidos a ablacao telencefilica.

Nos animais do grupo Abla-Sal foi observada uma diminui¢ao nos valores de laténcia
dia ap6s dia de treino, sendo essa diminui¢cdo estatisticamente significativa a partir do sexto
dia do experimento. Indicando que quando injetados com salina, mesmo animais submetidos a
ablacdo telencefalica, conseguiram desempenhar a tarefa.

Kaneto (1997) sugere que os processos envolvidos na formacdo da memoria, como a

aquisi¢do, consolidagdo, retengdo e recuperacdo, podem ser facilitados pela exposicdo a
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determinados tipos de estresse. Da mesma forma, em um estudo realizado por Gouirand e
Matuszewich (2005) ratos submetidos a estresse moderado apresentaram melhor desempenho
na tarefa (labirinto aquatico de Morris) do que os animais que ndo foram submetidos ao
estresse. Os autores sugeriram que os animais submetidos ao estresse desenvolveram mais
estratégias para realizar a tarefa, mostrando um melhor desempenho.

Com base nesses fatos podemos sugerir que nos animais do grupo Abla-Sal o estresse
causado pelo procedimento de inje¢ao facilitou os processos de aquisicao e retencao da tarefa.

J& os animais do grupo Abla-CPA nd3o apresentaram diminui¢do nos valores de
laténcia, o que nos leva a pensar em duas hipoteses: a) auséncia de efeito da CPA, uma vez
que o comportamento do grupo Abla-CPA foi semelhante ao do grupo Ablagdo; b) efeito
prejudicial da CPA, uma vez que o desempenho do grupo Abla-CPA foi inferior ao do grupo
Abla-Sal.

Levando em consideragao a hipdtese de auséncia de efeito da CPA podemos sugerir
que essa droga atua nos processos de aprendizagem e memoria via Telencéfalo, uma vez que
varios estudos ja apontaram um efeito facilitador da CPA em diferentes tipos de tarefas.
Spieler e colaboradores (1999) em um estudo realizado em Carassius auratus sugeriram que a
CPA desempenha um papel facilitador na aprendizagem e na memoria. Outro experimento
também realizado com Carassius auratus utilizando CPA mostrou um maior tempo de
permanéncia dos animais no ambiente pareado, sugerindo um efeito refor¢ador positivo dessa
droga (MATTIOLI et al., 1996).

Em relagdo a hipotese de efeito prejudicial da CPA devemos levar em consideracao
nossos dois estudos anteriores, onde a CPA apresentou um efeito ansiolitico. Assim, podemos
sugerir que o pior desempenho do Grupo Abla-CPA, quando comparado ao grupo Abla-Sal,
pode ter sido causado por esse efeito ansiolitico ja que a exposi¢do a estresse moderado, em

nosso caso o procedimento de inje¢do, pode contribuir para um bom desempenho (KANETO,
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1997, GOUIRAND e MATUSZEWICH, 2005) e drogas ansioliticas podem ser prejudiciais
para a aquisi¢do de diferentes tipos de tarefas.

Outros estudos ja apontaram o efeito prejudicial de ansioliticos para os processos de
aprendizagem. Nakamura-Palacios ¢ Roelke (1997) sugeriram que a administragdo aguda de
diazepam prejudicou a memoria de trabalho. Kant e colaboradores (1995) também
demonstraram prejuizo no desempenho de ratos, em labirinto aquatico, apds tratamento com o
diazepam.

Como ja foi citado em nossos dois estudos anteriores, as estruturas primitivas do
cérebro sdo capazes de gerar reagdes defensivas e, essas reagdes apresentam intima relagao
com a ansiedade e estresse. Assim podemos sugerir que em teledsteos submetidos a ablagao
telencefalica a CPA apresenta um efeito ansiolitico via estruturas mesencefalicas e/ou
diencefalicas. E outras agdes da CPA, em diferentes tipos de aprendizagem e memoria,

ocorrem via telencéfalo.
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Consideracoes finais

Os resultados dos nossos trés estudos apontam para um efeito ansiolitico da CPA em
teledsteos submetidos a ablagao telencefalica.

Nos dois primeiros estudos foi proposta uma tarefa de esquiva inibitéria, que segundo
Rau (2005) esta relacionada a ansiedade e ao estresse. Nesses dois estudos a ablagdo
telencefalica nao impediu o animal de aprender a tarefa, provavelmente devido a capacidade
de estruturas primitivas do cérebro serem capazes de gerar reacdes que sao necessarias para a
sobrevivéncia das espécies, conhecidas como reagdes defensivas. Apos a andlise dos dados
verificamos que a CPA atuou da mesma forma que drogas ansioliticas convencionais atuam
em tarefas de esquiva, causando resultados opostos dependendo do momento de sua
administracao.

No primeiro estudo, quando administrada apos o treino, a CPA facilitou a aquisi¢ao e
retencdo da tarefa, o que nos fez pensar em um efeito ansiolitico, uma vez que, drogas
ansioliticas administradas apos o treino, de tarefas com fortes componentes emocionais,
podem auxiliar na retencao da tarefa (DIAMOND et al, 2004).

No segundo estudo a CPA administrada antes do treino causou prejuizo na aquisicao e
reten¢do da tarefa, tanto nos animais submetidos a ablagdo telencefalica ou a lesao ficticia.
Efeito similar foi encontrado apés a administracdo de Diazepam. Esse resultado fortalece a
idéia de propriedades ansioliticas da CPA, uma vez que Izquierdo e colaboradores (1990)
sugerem que algumas tarefas precisam de certo grau de estresse e ansiedade para serem
aprendidas, como ¢é o caso da esquiva inibitoria. Dessa forma drogas ansioliticas
administradas antes do treino de esquiva inibitéria podem prejudicar o desempenho do

animal, como foi encontrado em nosso estudo.
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No terceiro estudo foi proposta uma tarefa de condicionamento operante e a
administracdo da CPA foi realizada apos o treino. Nesse estudo, mesmo sendo minimizado o
componente emocional da tarefa, quando comparado ao condicionamento de esquiva
inibitdria, verificamos as propriedades ansiolitica da CPA que prejudicou o desempenho do
animal. Essa conclusdo foi baseada no fato de que a exposi¢do a estresse moderado pode
contribuir para um bom desempenho em diferentes tipos de tarefa (KANETO, 1997;
GOUIRAND ¢ MATUSZEWICH, 2005).

Dessa forma sugerimos que em teledsteos submetidos a ablagdo telencefalica a CPA
parece desempenhar apenas um efeito ansiolitico mediado pelo diencéfalo e/ou mesencéfalo,
e outras possiveis acdes da CPA, nos processos de aprendizagem e memoria, parecem ocorrer

via telencéfalo.
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Introduction

It is well known that the limbic system is critically involved in fear-related classical
conditioning in mammals [10,30,25]. However, ablation of the teleost telencephalon, which is
phylogenetically related to the limbic system in land vertebrates, does not disrupt classical
autonomic conditioning when using an aversive procedure similar to that used in mammals
[30,33], indicating that mesencephalic structures are able to support the learning of
conditioned emotional responses.

Teleosts are suitable for studying neurotransmitter histamine (HA) in the central
nervous system (CNS) because the histaminergic system in fish has only one area of
projection to the telencephalon [14], which has been well preserved through evolution [37].

Several reports suggest that HA has been implicated in learning and memory [9].
However, the results are often contradictory, as both facilitatory and inhibitory effects have
been described [5,36,8].

Previous studies showed that histamine plays inhibitory effects in different tasks of
inhibitory avoidance. Eidi et al. [13] suggested that post training administration of histamine
attenuated memory retention and potentiated the inhibitory effect on memory induced by
scopolamine in rats. In a study performed by Rubio and colleagues [39] the increase in
cerebral histamine levels impaired the acquisition of avoidance response, whereas reduced
levels facilitated this acquisition. In teleosts, Chlorpheniramine, a H1 histaminergic
antagonist, improved the learning of inhibitory avoidance [28].

As the cited studies found that histamine has presented an inhibitory effect on learning
tasks and ablation of the teleost telencephalon did not disrupt classical autonomic
conditioning using an aversive procedure [30,33], the aim of this study is to verify the role of

CPA in inhibitory avoidance in teleosts submitted to telencephalon ablation.
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2. Materials and methods

2.1. Subjects
Forty-six goldfish (Carassius auratus) of undetermined sex and weighing 4-10g were
used. The fish were maintained at 20-25°C in a continuously filtered and aerated aquarium of
30L (15 fish per aquarium) under a natural light cycle.
They were fed five times a week with flake food (Wardly Corporation, New Jersey,
U.S.A)). A 2-week acclimation interval was allowed between the purchase of the fish and
the surgical procedure. The fish were individually identified by their unique physical

characteristics, such as color and tail type.

2.2. Surgery

The fish were anaesthetized by immersion in a solution of 0.8 g/l of tricaine
methanesulfonate (TMS)-(3-aminobenzoic acid ethyl ester methasulfonate, Sigma
Chemical Co.) until spontaneous motor activity and gill movement ceased. The fish were
then wrapped in wet gauze and placed on a stand that stabilized the body through laterally
adjustable holders. Anesthesia was maintained by perfusing the animals through the mouth

continuously with an aerated solution of 0.3 g/l TMS.

The dorsal part of the skull was removed to expose the telencephalic lobes. The
telencephalic lobes were then ablated by aspiration through a glass pipette connected to a
vacuum pump. Following telencephalic ablation, the skull was closed with dental acrylic
(Dental Vipi Ltda, Pirassununga, Sdo Paulo — Brazil). After the skull was closed, the
anesthetic solution was replaced by fresh water until the gills began to move. The fish were
then placed in the maintenance aquarium for 5 days of recovery prior to the experimental

procedure.

2.3 Histology

At the conclusion of experimental procedures, the fish were decapitated and the
brains were removed from the skull and inspected for preliminary assessment of ablation.
The brains were then fixed in 10% formalin for four days. Thereafter, they were sectioned
at 50 um using a freezing microtome. The analysis showed that the telencephalon-ablated

brains exhibited complete telencephalic tissue removal wherein the preoptic areas and
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optic tracts were not injured. The analysis showed that the telencephalon-ablated brains
exhibited complete telencephalic tissue removal and the preoptic areas and optic tracts had

not been injured.

2.3. Drugs and Treatment

Chlorpheniramine (CPA) maleate salt (Sigma, MO, USA) was dissolved in (0.9%)
saline at a concentration of 8 and 16 pg/ul. CPA 8 and 16 ug/g or 0.9% saline control (SAL)
were administered intraperitoneally at a volume of 1ul/g. The substances were coded and the
experimenter was not given access to the codes. Therefore, the experimenter knew the code
but not which substance was injected into each fish.

The fish were divided into three groups: SAL group (n=20) composed by fish treated
with saline, CPAS8 group (n=12) composed of fish that received treatment with 8 pug/g of CPA
and CPA16 group (n=14) composed of fish treated with 16 ng/g of CPA.

2.4. Test Procedures

A rectangular aquarium divided into two compartments was used. Each compartment
was 15 cm high, 15 cm wide and 25 cm long. One compartment was black and the other white
and a central sliding door was used to separate them.

The experiment was performed on five consecutive days. One day for habituation,
three days for training (composed by three trials each: first training T1, T2 and T3; second
training 2T1, 2T2 and 2T3 and third training 3T1, 3T2 and 3T3) and one day for test.

On habituation day each fish was placed in the aquarium by itself for 10 minutes. On
training days, the fish were placed individually in the white compartment and after 20 seconds
the door was opened. When the fish crossed to the black compartment, a 45-gram weight was
dropped in front of it. Thereafter, the fish crossed back or was immediately returned to the
start compartment and the procedure was repeated two more times. Crossing was defined as
the moment when the dorsal fin entered the black compartment. Immediately after the third
trial on each of the three days of training, the fish in the treated groups received the
pharmacological treatment (SAL, CPAS8 or CPA16).

Twenty-four hours later the fish were tested and the time lapse to enter the black

compartment was registered again.
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The white compartment was chosen as the starting compartment because a previous
experiment indicated that goldfish present a natural preference for dark environments [40].

All experiments were videotaped.

2.5. Statistical Analysis

All results were initially submitted to Levene’s test for homogeneity of variance.
When appropriate, the data were converted to log;o and variance analysis (ANOVA) was
performed, followed by Dunn’s multiple comparisons test.

The value of p<0.05 was established as the significance level.

3. Results

Figure 1-A shows the means and standard error of the means (+SEM) of latencies for
training and test days for the saline treated group. The latency was significantly higher only
on the 3" trial of the second training day (ANOVA: d.f.=9, F=2.19, p=0.0249 and Dunn
p<0.05). These results suggest the fish were able to learn the task but did not retain the
learned information.

The fish treated with CPA8 showed increased latencies on trial after trial on the 2™
training day and latencies remained high for the three trials on 3™ training day and test
(ANOVA: d.f=9, F=3.15, p= 0.0022 and Dunn p<0.05) (Figurel-B). The CPA16 group
shows higher latencies on the second and third day of training (ANOVA d.f.=9, F=3.67,
p=0.0005 and Dunn p<0.05) (figure 1-C). These results suggest that CPA, mainly at a dosage
of 8ug/g, had a facilitating effect on memory.

4. Discussion

The results of the present study suggest that CPA improves the memory of the
inhibitory avoidance task in telencephalic-ablated fish. Medalha et al. [28] found similar
results in a study performed on intact goldfish with the same experimental model where the
group treated with CPA at a dosage of 8 mg/kg presented a significant increase in latency to
leave the start compartment. The present study confirms and extends the action of CPA on
conditioning of inhibitory avoidance in suggesting that these effects occur via mesencephalic
structures.

Blanchard et al. [4] and Fanselow [15] proposed that defensive behavior patterns are

organized in a hierarchical series of responses. Some studies suggest that stimulation of the
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midbrain tectum structures produces alertness, followed by freezing and escape reactions.
Furthermore, electrical stimulation of the dorsal periaqueductal gray and inferior colliculus
has consistently been shown to induce aversive effects, because it elicits defensive behaviors.
Moreover, it sustains learned operant escape responses and also supports the learning of
conditioned emotional responses [6,22,23].

Although the midbrain tectum seems to have local circuits for the generation and
elaboration of defense reactions, higher brain structures are necessarily enlisted in the control
of more complex fear-related behaviors. For example, the connections of the inferior
colliculus to the amygdala act as an important filter for sensorial information of an aversive
nature [26]. Based on these data we suggest that the fish submitted to the telencephalic
ablation were able to learn the inhibitory avoidance task due to the local circuits of midbrain,
and that CPA facilitated retention of an aversive experience, as a type of defensive behavior
[31], for at least twenty-four hours.

Other studies also suggest the histaminergic system acts on the diencephalons, mainly
in tasks that involve emotional components such as aversion, stress and fear. Ito et al.[21]
submitted mice to a situation of acute stress, in which the animals remained immobile in a
tight cage for one hour. The analysis of cerebral histamine showed an increased HA level in
the diencephalon. Ferretti et al. [16] reported stress-induced histamine release from the
hypothalamus. Tasaka and colleagues [42] reported that Histamine caused a dose-dependent
inhibition of the avoidance response in rats, and that this inhibitory effect is preferentially
linked to the H1-receptor. In this study, after intraventricular application of HA, the highest
level of radioactivity was found in the hypothalamus. Santos et al. [41] suggested that H2
receptors may be involved in the control of escape behavior following activation of neural
substrates of fear in the midbrain tectum.

The midbrain tectal sites are often considered to contain substrates of defensive
behavior, aversion and fear [7]. There is good evidence that avoidance learning is based on
the acquisition of a mediational state of fear in goldfish [18, 34, 38]. In agreement with
Brandao et al.[7] the preparatory process of danger-orientation, fear and avoidance seems to
be linked to anxiety. Thus, the facilitatory effect of CPA on memory found in our study can
also be due to an anxiolytic-like effect of CPA mediated by the diencephalon and/or the
midbrain tectum.

Some authors have already suggested the involvement of the histaminergic system in
the anxiety states of animals. Malberg-Aiello et al. [27] showed that substances able to

enhance histaminergic transmission reduced the time spent in the lighted compartment,
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indicating a probable anxiogenic-like effect. A physiological study reported that destruction
of the rat tuberomammillary rostroventral E-2 subregion, from which the histaminergic
neuron fibers rise, can induce anxiolytic-like effects in the elevated plus-maze test, as these
effects are linked to a lesion-induced reduction in histaminergic activity [17]. In a study
realized by Medalha et al. [29], the CPA-treated group had lower 5-HIAA (5-
hydroxiyindoleacetic acid) levels in the diencephalon than the saline groups, suggesting that
CPA may have an anxiolytic-like effect since serotonine is involved in anxiety process [20].

An additional hypothesis is participation by the cholinergic system. Clinical [3,12, 24]
and experimental [11] studies have shown that the cholinergic system plays an important role
in learning, memory and attention. Many studies indicate that the histaminergic system
influences learning and memory by modulating the release of acetylcholine [35, 2].

In a study realized by Eidi et al. [13] the memory improvement induced by
acetylcholine or nicotine can be impaired by histamine. Miyazaki et al. [32] suggested that
histidine significantly decreased acetylcholine levels in the cerebral cortex and diencephalons
of mice, and midbrain levels as well. Considering that cholinergic cells have been described
in the midbrain tectum of teleosts [19], that the histaminergic system arises in the
diencephalons [14], and midbrain regions show the highest histamine levels in fish (as in
mammals) [1], the facilitatory effect of the CPA in our study may also be due to the
relationship of the histaminergic system with the cholinergic system in midbrain and
diencephalic structures. However, further research needs to be carried out on the
histamine/acetylcholine relation on inhibitory avoidance learning.

In conclusion, we suggest that the fish submitted to telencephalic ablation were able to
learn the inhibitory avoidance task due to the local circuits of midbrain that act to generate
and elaborate defense reactions, and that CPA, probably due to its anxiolytic-like effect,

interferes in these midbrain circuits.
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Figure Legend

Figurel:A- Means and standard error of the means (+SEM) of latencies for training and test
days in the A-SAL group: ANOVA: p=0.0249 and Dunn p<0.05, * different of T1. B: Means
and standard error of the means (+SEM) of latencies for training and test days in the A-CPAS8
group: ANOVA: p= 0.0022 and Dunn p<0.05, * different of T1. C: Means and standard error
of the means (+SEM) of latencies for training and test days in the A-CPA16 group: ANOVA:
p=0.0005 and SNK p<0.05, *different of T1.



Tabela 1: Valores de laténcias (segundos) dos animais submetidos a
imediatamente apos a Utima tentativa de cada dia de treino (grupo Sal).
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ablagdo telencefalica e tratados com salina

Animais T1 T2 T3 2T1 2T2 2T3 3T1 3T2 3T3 TESTE

1 29 300 83 41 49 111 9 300 300 8

2 76 27 31 250 55 300 300 31 300 300
3 58 300 300 300 300 300 300 300 300 300
4 7 95 300 300 300 300 300 300 300 118
5 54 300 239 300 300 300 17 300 300 210
6 86 300 33 20 100 4 6 47 87 22
7 22 52 183 73 233 267 77 96 52 93
8 41 168 26 23 300 300 78 300 300 300
9 38 2 10 3 12 6 1 10 16 2
10 213 12 124 7 11 300 15 8 6 20
11 12 5 91 69 300 258 300 300 199 300
12 107 300 300 300 147 300 13 300 300 300
13 118 300 28 300 300 53 300 300 300 300
14 82 16 87 300 5 300 4 5 300 300
15 4 300 300 239 300 80 32 231 300 300
16 24 10 &3 294 208 300 134 72 177 7
17 6 300 37 1 34 142 300 23 1 300
18 6 5 1 2 300 300 130 23 1 300
19 2 300 300 4 1 300 3 300 300 1
20 23 10 3 300 7 300 19 300 300 31

MEDIA 50,40 155,10 127,95 156,30 163,10 226,05 116,90 177,30 206,95 175,60
EPM 11,69 31,21 26,32 30,79 29,20 25,01 28,83 30,06 28,33 30,43
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Tabela 2: valores de laténcias (segundos) dos animais submetidos a ablacdo telencefalica e tratados com 8 pg/g de
clorfeniramina (CPA) imediatamente apds a ltima tentativa de cada dia de treino (grupo CPAS).

Animais T1 T2 T3 2T1 2T2 2T3 3T1 3T2 3T3 TESTE
1 199 4 263 300 300 300 300 300 300 139
2 40 32 57 13 62 119 121 135 208 76
3 63 206 73 300 300 300 300 300 25 300
4 6 126 300 154 300 300 300 300 300 300
5 123 300 300 108 300 300 300 300 300 300
6 37 94 300 300 197 300 300 300 300 300
7 8 300 300 300 22 300 300 300 300 300
8 2 263 72 29 205 53 13 125 25 164
9 47 115 300 32 77 255 300 300 300 300
10 92 97 300 300 300 300 207 300 28 300
11 16 4 5 9 300 2 18 4 9 161
12 4 11 8 1 10 12 4 18 300 1

MEDIA 53,08 129,33 189,83 153,83 197,75 211,75 205,25 223,50 199,58 220,08

EPM 17,17 32,50 38,00 39,27 35,02 36,32 37,18 34,24 38,67 30,98
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Tabela 3: Valores de laténcias (segundos) dos animais submetidos & ablag¢do telencefalica e tratados com 16 pg/g de

clorfeniramina (CPA) imediatamente apds a Ultima tentativa de cada dia de treino (grupo CPA16).

Animais T1 T2 T3 2T1 2T2 2T3 3T1 3T2 3T3 TESTE
1 136 300 300 297 300 300 177 300 300 26
2 174 300 300 300 300 300 300 300 300 242
3 21 10 120 5 56 300 121 300 300 300
4 226 300 300 300 300 300 17 300 300 176
5 5 300 27 300 300 300 5 300 300 300
6 44 68 57 300 300 300 195 100 300 279
7 12 9 5 2 110 4 10 300 300 3
8 118 238 300 300 300 300 300 300 300 300
9 1 300 300 300 300 300 300 300 300 300
10 8 19 300 9 7 300 17 131 300 300
11 3 21 300 13 3 9 12 125 300 300
12 14 32 25 12 22 300 10 186 31 4
13 34 300 300 300 176 300 300 300 87 223
MEDIA 66,769 169 202,62 187,538 190,31  254,8 135,69 249,38 242,85 211,77
EPM 20,431 38,5625 36,281 40,9356 36,333 30,57 36,302 22,486 30,317 33,475
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Abstract

The aim of the present study was to verify the consequences of telencephalic
ablation on the learning of inhibitory avoidance and anxiety in goldfish. The animals were
submitted to telencephalic ablation or sham operations five days prior to the experimental
procedure. The inhibitory avoidance procedure was performed in 3 days using a
rectangular aquarium divided into two compartments (black and white) with a central door.
On the first day, the animals were habituated for 10 min. On the second and third days,
they were injected with Saline (SAL), 16mg/kg Chlorpheniramine (CPA), 40% Propylene
glycol (PPG) or 1mg/kg Diazepam (DZP) twenty min. before training. Then the animals
were placed in the white compartment, the central door was opened and the time spent for
crossing between compartments was recorded. After the fish crossed the line between the
compartments a 45-g weight was dropped. This procedure was performed three times in a
row. The groups submitted or not to telencephalic ablation and treated with SAL presented
a difference between training sessions; however, the groups treated with CPA, PPG or
DZP did not show any differences between them. These results suggest that the treatment
with CPA, PPG or DZP impaired the acquisition of inhibitory avoidance conditioning in
animals regardless of telecenphalic ablation. In conclusion, telencephalic ablation does not
disrupt the animals’ capacity to learn the inhibitory avoidance task, and based on the fact
that CPA showed similar effects to those of DZP on the animals submitted or not to
telencephalic ablation, we suggest that the CPA presents an anxiolytic-like effect mediated
by the diencephalon in goldfish.

Key words: anxiety, chlorpheniramine, diazepam, Goldfish, inhibitory avoidance,
telencephalon

Abbreviations: CPA — chlorpheniramine; DZP — Diazepam; HA — histamine; PPG -
Propylene glycol; SAL — saline
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1. Introduction

The teleost telencephalon provides a good opportunity for studying the function of the
vertebrate limbic system because it is simple and present homologies to the limbic structure of
higher vertebrates. Functional analyses showed homologies between the telencephalic
dorsomedial and the dorsolateral area of the telencephalon of teleost and the pallial amygdala
and the hippocampus of land vertebrates (Droogleever-Foutuyn, 1961; Northcutt and
Bradford, 1980; Lopez et al., 2000; Portavella et al., 2002).

Portavella et al. (2004) studied avoidance response after lesions of telencephalic
areas and suggested the presence of two different memory systems in goldfish: the medial
telencephalic pallium (MP), involved in an emotional memory system, and the lateral
telencephalic pallium (LP), involved in a spatial, relational, or temporal memory system.
Moreover, these differential effects were similar to those produced by amygdalar and

hippocampal lesions in mammals.

Teleosts are suitable for studying neurotransmitter HA in the central nervous system
(CNS) because the histaminergic system in fish has only one area of projection to the
telencephalon (Ekstrom et al., 1995), which has been well preserved through evolution
(Peitsaro et al., 2003).

Since the discovery that classical antihistamines have a sedative action, it has become
clear that histamine performs important actions in the CNS (Haas and Panula, 2003). Several
reports suggest that HA has been implicated in many neurological functions, such as arousal
control, attention, sensory processing, cognition and memory formation (Choich et al., 2004).

The available data regarding the effects of central HA on animal behavior, especially
on learning and memory, is still contradictory. Some studies describe an inhibitory effect of
HA (Beardsley, 1992; Sannerud et al., 1995 and Suzuki et al., 1995). Another line of evidence
points to a facilitatory role of HA in learning and memory (Coelho et al., 2001; De Almeida
and Izquierdo, 1986; Kamei and Tasaka, 1993; Miyazaqui et al., 1995; Meguro et al., 1995).

Several studies have revealed a role of neural HA in fear and anxiety (Frisch et al.,
1998; Oishi et al., 1986; Imaizumi and Onodera, 1993).

Considering that the teleost telencephalon is regarded as homologous to the limbic
structures of higher vertebrates, that the central histamine system seems to be involved in
learning, memory and anxiety (De Almeida and Izquierdo, 1986; Mattioli et al., 1998) and its

major projection area is located in the telencephalon, the aims of the present study were to



75

verify the consequences of telencephalic ablation on inhibitory avoidance learning and on

anxiety.

2. Materials and methods
2.1. Animals

One hundred and fifty-six naive goldfish (Carassius auratus) of undetermined sex and
weighing 2.5-7.0g were used. The animals were maintained at 20-22°C in a continuously
filtered and aerated aquarium of 30L (15 fish per aquarium) under natural light cycle.

They were fed five times a week with flake food (Wardly Corporation, New Jersey,
U.S.A.). A 2-week acclimation interval was allowed between the purchase of the fish and
the surgery procedure. The animals were individually identified by their unique physical

characteristics, such as color and tail type.

2.2. Surgery

The fish selected for the forebrain ablation groups and the sham-operated groups
were anaesthetized by immersion in a solution of 0.8 g/l of tricaine methanesulfonate
(TMS)-(3-aminobenzoic acid ethyl ester methasulfonate, Sigma Chemical Co.) until
spontaneous motor activity and gill movements ceased. The fish were then wrapped in wet
gauze and placed on a stand that stabilized the body through laterally adjustable holders.
Anesthesia was maintained by perfusing the animals through the mouth continuously with

an aerated solution of 0.3 g/l TMS.

The dorsal part of the skull was removed for exposition of the telencephalic lobes.
The telencephalic lobes were then ablated by aspiration with a glasspipete connected to a
vacuum pump. Following telencephalic ablation the skull was closed with dental acrylic
(Dental Vipi Ltda, Pirassununga, Sdo Paulo — Brazil). Sham operations were performed in
the same way except for the aspirations of the telencephalic lobes. After the skull was
closed the anesthetic solution was replaced by fresh water until the gills began to move.
The fish were then placed in the maintenance aquarium for 5 days in order to recover prior

to the experimental procedure.
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2.3 Histology

At the conclusion of experimental procedures the animals were decapitated, the
brains were removed from de skull and inspected for preliminary assessment of ablation.
The brains were then fixed in 10% formalin for four days. Thereafter, they were sectioned
at 50 um using a freezing microtome. The analysis showed that the telencephalon-ablated
brains exhibited complete telencephalic tissue removal whereas the preoptic areas and

optic tracts were not injured.

2.3. Drugs and treatment

Diazepam (DZP) (Roche S/A, Sao Paulo, Brazil) was diluted in 40% propylene glycol
(PPG) at a concentration of 1.0 mg/ml. Chlorpheniramine (CPA) maleat salt (Sigma, MO,
USA) was dissolved in (0.9%) saline at a concentration of 16 mg/ml. DZP 1.0 mg/Kg, vehicle
(PPG), CPA 16 mg/kg or 0.9% saline control (SAL) were administered intraperitoneally at a
volume of 1ml/Kg. The substances were coded and the coding was not known by the
experimenter, who was, therefore, unaware of which substance was being injected into each
animal.

The fish were dived into eight groups considering the surgery procedure, submitted the
telencephalic ablation (Ablation) or not (Sham), and SAL, CPA, DZP or PPG
pharmacological treatment. The groups were: Sham-SAL (n=26), Sham-CPA (n=13), Sham-
PPG (n=20), Sham-DZP (n=20), Ablation-SAL (n=20), Ablation-CPA (n=17), Ablation-PPG
(n=20) and Ablation-DZP (n=20).

2.4. Test procedures

A rectangular aquarium divided into two compartments was used. Each compartment
was 15 cm high, 15 cm wide and 25 cm long. One compartment was black and the other
white, separated by a central sliding door.

The experiment was performed in 3 consecutive days. On the first day, the animals
were placed in the aquarium for 10 min. for habituation. On the second and third days
(training days), the fish were injected with SAL, CPA, DZP or PPG 20 minutes before
training. The animals were placed individually in the white compartment and after 20 seconds
the door was opened. When the fish crossed to the black compartment a 45-gram weight was
dropped in front of them (T;). Thereafter, the animals crossed back or were immediately

placed in the start compartment again and the procedure was repeated two more times (T, and
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T;3). A crossing was defined as the moment when the dorsal fin entered the black
compartment. The animal that did not cross to the black compartment in five minutes in the
first trial, of the first training day, was excluded of experiment. All experiments were
videotaped.
The white compartment was chosen as the starting one because a previous
experiment indicated that goldfish present a natural preference for dark environments

(Santangelo and Mattioli, 1999).

The animals’ locomotor activity in the first trial on the first training day was recorded
in order to verify if any of the drugs induced activity change. For this purpose, the white
compartment was divided in three equal parts, and the number of crossings between them was
counted. The number of crossings divided by the time spent in the white compartment during
first trial, on the first training day, was calculated for all groups and considered for locomotor

activity evaluation.

2.5. Statistical Analysis

The latency data were transformed into log;o for homogenization. Thereafter, one-way
ANOVA was performed separately for each group followed by the Student-Newman-Keuls
(SNK) multiple comparisons test. Two way ANOVA was performed to analyse locomotor
activity.

The value of 0.<0.05 was established as the significance level.

3. Results
Figure 1 shows the means and standard error of the means (+SEM) of latencies for
training in the Sham groups. The Saline group presented a difference between the training
sessions (ANOVA F=4.37, d.f.=5, p=0.001 and SNK p<0.05). The groups treated with CPA,
PPG or DZP did not show any differences between the training sessions (ANOVA: F=1.40
d.f.=5, p=0.23; F=0.55, d.f.=5, p=0.73 and, F=1.75, d.f.=5, p=0.12 respectively).
Figure 2 shows the means and standard error of the means (+SEM) of latencies for training
in the Ablation groups. The saline-treated group showed a difference between the training
sessions (ANOVA F= 4.17, d.f.=5, p=0.0018 and SNK p<0.05). The groups treated with
CPA, PPG or DZP did not show any differences between the training phases (ANOVA:
F=1.24, d.t=5, p=0.29; F=1.94, d.f.=5, p=0.09 and F=1,25, d.f=5, p=0.28 respectively).
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These results suggest that the treatment with CPA, PPG or DZP impaired the
acquisition of inhibitory avoidance conditioning in the animals regardless of telecenphalic
ablation.

The analysis of the locomotor activity showed that the different pharmacological
treatments did not interfere in locomotion. However, ablation did (two-way ANOVA:
F=32.34, d.f=1, p<0.0001). Figure 3 shows the means and standard error of the means
(+SEM) of locomotor activity in the sham groups (ANOVA: F=1.2, d.f.=3, p=0.29). Figure 4
shows the means and standard error of the means (+SEM) of locomotor activity in the

ablation groups (ANOVA: F=0.006, d.f.=3, p=0.99).

4. Discussion

Both the ablated animals and the sham-lesioned ones were able to learn the inhibitory
avoidance task when given saline, suggesting that telencephalon ablation does not disrupt the
animal’s capacity to learn such task. Albeit activity drops after telencephalic ablation.

Huston et al. (1986) reported that rats devoid of telencephalon were capable to learn
the inhibitory avoidance of up-hill response task. On the other hand, the complete ablation
of the telencephalon impaired avoidance learning in goldfish in other studies (Flood et al.,
1976; Flood and Overmier, 1981; Overmier and Hollis, 1990; Overmier and Starkman,

1974).

Telencephalic ablation caused a decrease in spontaneous activity in previous studies
(Hale 1956; Janzen, 1933) as well as in ours. In our study, the animals submitted to the
telencephalic ablation presented a decreased locomotor activity, that lead to higher latencies
values. Therefore, task acquisition in the sham and ablation groups were analyzed separately.
In our study, learning is inferred through an increase in latencies; therefore, less active
fish could bias the result. Since no difference in locomotor activity was found between the
drug treatments, learning of the inhibitory avoidance task was not due to a change in

locomotor activity.

The behavior of the animals treated with PPG and CPA showed similar effects to that
in the groups treated with DZP, a classic anxiolytic drug, suggesting a probable anxiolytic-
like effect of these drugs. In our study, DZP as well as PPG and CPA impaired the acquisition
of inhibitory avoidance in animals submitted or not to telencephalic ablation.

Previous studies suggested an anxiolytic-like effect of PPG. In 1998, Lin et al.

reported anxiolytic-like effects of PPG in elevated plus-maze in rats. Lourenco da Silva and
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Elisabetsky (2001) demonstrated the interference of PPG in the hole-board test with a 30%
concentration of PPG in rats.

Involvement of the histaminergic system in the animals’ anxiety-like state has not yet
been clarified. Oishi et al. (1986) reported that DZP decreased the turnover rate of central HA
neurons system in mice, indicating the contribution of the brain HA neuron system to anxiety.
Malberg-Aiello et al. (2002) showed that substances able to enhance histaminergic
transmission reduced the time spent in the lighted compartment, indicating a probable
anxiogenic-like effect.

A physiological study reported that a destruction of the rat tuberomammillary
rostroventral E-2 subregion, from which the histaminergic neuron fibers rise, can induce
anxiolytic-like effects in the elevated plus-maze test, these effects being linked to a lesion-
induced reduction in histaminergic activity (Frish et al., 1998). In an acute stress situation, an
increased histamine level in the rat hypothalamus was reported (Mazurkiewicz-Kwileck and
Tau, 1978) and likewise in the diencephalon, nucleus accumbens and striatum (Ito et al.,
1999, Ito, 2000).

Ito et al. (1999) suggested that the increased HA level in the diencephalon after acute
stress may represent increased HA synthesis. Since the diencephalon is the main HA
synthesizing site in the brain, it may be carried through axons to the nucleus accumbens and
striatum, and is metabolized mainly at these sites after acute restraining stress.

In fish, the relation between the histaminergic system and anxiety already has been
suggested in previous behavioral studies (Coelho et al., 2001; Mattioli et al., 1998; Medalha et
al., 2000, Peitsaro et al., 2003). Recently, Medalha et al. (2003), in a study performed with
goldfish using the high performance liquid chromatography (HPLC) method, suggested an
anxiolytic-like effect for CPA. In this study CPA had no effect on monoamines or on
metabolite levels in the telencephalon, but results for the diencephalon indicated that the
CPA-treated group had lower 5-HIAA (5-hydroxiyindoleacetic acid) levels than the saline
groups, suggesting that CPA may have an anxiolytic-like effect since serotonine is involved in
anxiety processes (Graeff, 2002). It is noteworthy that these neurochemical results were found
in the diencephalic area, which, according to Ekstron et al. (1995), is the origin of the

histaminergic system in fish.

5. Conclusion
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Telencephalalic ablation does not disrupt animal’s capacity to learn the inhibitory
avoidance task, and, based on fact that CPA showed similar effects to those of DZP in the
animals submitted or not to telencephalic ablation, we suggest that CPA presents an

anxiolytic-like effect mediated by the diencephalon in goldfish.
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Tabela 1: Valores de laténcias (segundos) dos animais submetidos & lesao
ficticia (sham) e tratados com salina 20 minutos antes da primeira tentativa

nos dois dias de treino (grupo S-Salina).

Animais T1 T2 T3 2T1 2T2 2T3
1 20 1 2 1 4 2
2 3 9 14 1 3 10
3 12 48 2 1 1 12
4 47 2 169 2 7 11
5 15 1 2 9 9 12
6 2 3 18 49 2 111
7 10 11 39 174 61 32
8 1 103 201 41 8 102
9 1 9 5 8 9 22
10 23 300 165 77 261 300
11 20 4 77 26 73 81
12 9 151 252 18 32 229
13 2 1 3 7 4 4
14 50 69 60 4 7 8
15 1 3 1 142 4 76
16 1 2 8 8 6 6
17 10 9 111 1 6 1
18 14 7 9 5 5 6
19 59 5 300 148 300 300
20 2 183 1 8 1 3
21 7 139 48 18 54 49
22 140 141 144 300 284 300
23 6 276 300 61 145 200
24 4 14 74 2 5 12
25 10 14 8 9 6 3
26 3 300 300 8 1 1
MEDIA 18,15 69,42 88,96 43,38 49,92 72,81
EPM 5,77 19,41 20,63 14,09 17,91 20,17




Tabela 2: valores de laténcias (segundos) dos animais submetidos 4 lesao
ficticia (sham) e tratados com propilenoglicol 40% (PPG) 20 minutos antes da

primeira tentativa nos dois dias de treino (grupo S-PPG).

Animais T1 T2 T3 2T1 2T2 2T3
1 4 67 8 8 19 1
2 6 123 10 9 3 18
3 10 56 39 4 5 27
4 41 12 230 22 300 5
5 13 80 20 300 300 300
6 3 6 3 6 12 17
7 7 3 4 2 3 2
8 24 57 27 86 4 91
9 2 23 148 1 7 2
10 22 138 194 44 2 1
11 1 4 300 2 69 228
12 2 1 1 2 1 2
13 15 64 7 2 2 5
14 86 197 10 300 4 1
15 10 3 7 4 2 23
16 15 19 14 12 10 2
17 17 5 2 30 135 113
18 1 2 9 1 7 2
19 9 11 8 6 1 38
20 183 2 36 255 28 250
MEDIA 23,55 43,65 53,85 54,80 45,70 56,40
EPM 9,44 12,30 19,81 22,72 20,70 20,86
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Tabela 3: valores de laténcias (segundos) dos animais submetidos 4 lesao
ficticia (sham) e tratados com 1 pg/g de diazepam (DZP) 20 minutos antes da
primeira tentativa nos dois dias de treino (grupo S-DZP).

Animais T1 T2 T3 2T1 2T2 2T3
1 19 7 8 6 18 7
2 56 1 2 1 8 1
3 3 15 2 12 10 3
4 8 9 22 6 29 6
5 3 4 2 23 103 1
6 14 7 12 7 7 10
7 204 106 34 9 10 5
8 10 5 4 9 5 8
9 44 1 125 10 1 1
10 8 1 300 4 8 7
11 13 6 145 1 2 9
12 1 11 21 5 5 5
13 51 64 52 40 180 5
14 3 23 12 3 5 6
15 3 6 5 14 4 7
16 1 1 4 5 7 11
17 29 300 168 3 46 7
18 2 222 222 73 300 300
19 14 7 12 7 17 12

20 6 3 4 6 4 7

MEDIA 24,60 39,95 57,80 12,20 38,45 20,90

EPM 10,16 18,06 19,38 3,76 16,82 14,71




Tabela 4: valores de laténcias (segundos) dos animais submetidos 4 lesao
ficticia (sham) e tratados com 16 pg/g de clorfeniramina (CPA) 20 minutos

antes da primeira tentativa nos dois dias de treino (grupo S- CPA).

Animais T1 T2 T3 2T1 2T2 2T3
1 8 2 7 99 4 129

2 35 87 1 3 34 47

3 9 4 3 10 43 3

4 4 6 18 74 10 2
5 100 180 201 89 122 178
6 43 300 80 1 52 300
7 1 76 13 1 15 210

8 35 4 2 7 3 8

9 36 6 1 35 7 19

10 1 1 3 1 2 7

11 79 1 3 41 7 70

12 58 10 37 42 148 100

13 4 5 1 1 3 1
MEDIA 31,77 5246 28,46 31,08 34,62 82,62
EPM 8,86 2534 15,65 9,96 13,25 26,71
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Tabela 5: Valores de laténcias (segundos) dos animais submetidos & ablagao
telencefalica e tratados com salina 20 minutos antes da primeira tentativa nos
dois dias de treino (grupo A-Sal).

Animais T1 T2 T3 2T1 2T2 2T3
1 7 6 11 4 9 5
2 52 300 300 300 300 300
3 42 6 6 6 300 3
4 8 300 8 153 300 300
5 7 64 71 13 288 300
6 79 300 300 300 300 300
7 45 157 300 300 300 300
8 6 235 300 300 300 300
9 7 7 5 22 13 13
10 10 263 235 158 300 300
11 83 245 300 300 300 300
12 29 39 130 10 53 131
13 9 7 5 3 5 153
14 80 300 1 63 239 140
15 66 161 300 5 53 300
16 157 300 300 300 300 300
17 13 6 5 7 7 30
18 101 7 300 67 300 241
19 71 22 300 212 300 300

20 100 46 4 7 193 4

MEDIA 48,60 138,55 159,05 126,50 208,00 201,00

EPM 9,52 28,54 31,69 29,14 28,47 28,16




Tabela 6: Valores de laténcias (segundos) dos animais submetidos 4 ablacao
telenceféalica e tratados com propilenoglicol 40% (PPG) 20 minutos antes da
primeira tentativa nos dois dias de treino (grupo A-PPG).

Animais T1 T2 T3 2T1 2T2 2T3
1 115 109 156 291 300 300
2 150 166 300 248 300 130
3 47 300 47 300 300 300
4 52 254 79 82 271 6
5 26 6 300 300 300 300
6 86 235 300 300 212 300
7 236 300 300 129 10 300
8 55 141 13 300 89 74
9 8 1 52 300 300 300
10 10 47 33 43 8 39
11 149 300 300 98 300 300
12 25 18 20 20 300 13
13 221 300 7 300 300 300
14 171 300 113 188 300 300
15 124 100 300 300 300 300
16 19 255 300 300 78 173
17 125 9 67 7 48 10
18 30 38 68 95 214 300
19 3 300 300 3 11 6
20 4 300 300 300 42 300

MEDIA 82,80 173,95 167,75 195,20 199,15 202,55

EPM 16,52 27,29 28,39 26,84 27,59 28,73




Tabela : Valores de laténcias (segundos) dos animais submetidos 4 ablagao
telencefalica e tratados com 1 pg/g de diazepam (DZP) 20 minutos antes da
primeira tentativa nos dois dias de treino (grupo A-DZP).

Animais T1 T2 T3 2T1 2T2 2T3
1 25 300 300 300 300 300
2 45 300 300 15 300 300
3 55 49 105 30 300 300
4 114 300 300 300 300 300
5 108 237 300 300 300 300
6 15 7 8 300 84 256
7 161 300 300 300 300 38
8 14 49 300 300 300 300
9 41 142 263 300 300 300
10 107 300 256 300 300 300
11 31 300 300 146 300 8
12 58 92 9 10 15 22
13 122 12 300 17 111 5
14 131 2 8 10 13 94
15 164 107 17 12 300 59
16 4 4 44 300 300 300
17 98 157 155 4 6 71
18 169 1 300 300 21 5
19 5 300 300 300 300 4
20 14 16 8 9 6 8

MEDIA 74,05 148,75 193,65 177,65 207,80 163,50

EPM 12,75 28,73 29,12 31,71 29,32 30,80




Tabela 8: Valores de laténcias (segundos) dos animais submetidos 4 ablacao
telencefalica e tratados com 16 pg/g de clorfeniramina (CPA) 20 minutos
antes da primeira tentativa nos dois dias de treino (grupo A-CPA).

Animais T1 T2 T3 2T1 2T2 2T3
1 73 98 87 15 26 49
2 10 6 17 37 235 116
3 58 300 300 300 300 300
4 195 279 120 48 300 300
5 237 94 300 99 37 300
6 12 300 300 300 300 300
7 155 300 300 166 300 300
8 11 300 161 300 259 6
9 182 272 12 1 15 5
10 12 1 15 300 271 300
11 66 154 300 267 300 300
12 133 300 3 13 300 4
13 197 300 211 300 19 300
14 5 180 5 191 300 300
15 22 31 18 8 44 212
16 9 110 4 3 8 9
17 164 300 300 196 135 115

MEDIA 90,65 195,59 144,29 149,65 185,24 189,18

EPM 20,04 28,38 32,06 30,74 31,23 31,84




Tabela 9: nimero de cruzamentos da primeira tentativa do
primeiro dia de treino dos grupos S-SAL, S-CPA, S-PPG e

Tabela 10: valores de laténcia (segundos) da primeira tentativa
do primeiro dia de treino dos grupos S-SAL, S-CPA, S-PPG e S-

Tabela 11: Atividade locomotora (n° de cruz da 1? tentativa
do 1° dia de treino/laténcia da 12 tentativa do 1° dia de treino)

S-DZP.
Animais S-SAL S-CPA S-PPG S-DZP

1 3 3 3 6
2 3 5 3 5
3 3 3 4 1
4 13 1 3 5

5 5 2 5 1
6 3 5 3 5
7 4 1 3 19
8 1 3 11 3
9 3 9 1 4
10 7 1 5 4
11 7 7 3 5
12 3 5 3 3
13 3 5 7 16
14 1 5 2
15 1 5 2
16 1 7 1
17 1 5 5
18 9 2 2
19 3 3 7
20 1 3 4
21 2

22 5

23 1

24 5

25 3

26 1

MEDIA 3,54 3,85 4,20 5,00
EPM 0,56 0,68 0,50 1,04

DZP. dos grupos S-SAL, S-CPA, S-PPG e S-DZP.
Animais S-SAL S-CPA S-PPG S-DZP Animais S-SAL S-CPA S-PPG S-DZP

1 20 8 4 19 1 0,15 0,38 0,75 0,32

2 3 35 6 56 2 1,00 0,14 0,50 0,09

3 12 9 10 3 3 0,25 0,33 0,40 0,33

4 47 4 41 8 4 0,28 0,25 0,07 0,63

5 15 100 13 3 5 0,33 0,02 0,38 0,33

6 2 43 3 14 6 1,50 0,12 1,00 0,36

7 10 1 7 204 7 0,40 1,00 0,43 0,09

8 1 35 24 10 8 1,00 0,09 0,46 0,30

9 1 36 2 44 9 3,00 0,25 0,50 0,09

10 23 1 22 8 10 0,30 1,00 0,23 0,50

11 20 79 1 13 11 0,35 0,09 3,00 0,38

12 9 58 2 1 12 0,33 0,09 1,50 3,00

13 2 4 15 51 13 1,50 1,25 0,47 0,31

14 50 86 3 14 0,02 0,06 0,67

15 1 10 3 15 1,00 0,50 0,67

16 1 15 1 16 1,00 0,47 1,00

17 10 17 29 17 0,10 0,29 0,17

18 14 1 2 18 0,64 2,00 1,00

19 59 9 14 19 0,05 0,33 0,50

20 2 183 6 20 0,50 0,02 0,67
21 7 21 0,29
22 140 22 0,04
23 6 23 0,17
24 4 24 1,25
25 10 25 0,30
26 3 26 0,33

MEDIA 18,15 31,77 23,55 24,60 MEDIA 0,62 0,38 0,67 0,57

EPM 3,44 8,86 9,44 10,16 EPM 0,14 0,12 0,16 0,14
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Tabela 12: numero de cruzamentos da primeira tentativa do Tabela 13: valores de laténcia (segundos) da primeira tentativa Tabela 14: Atividade locomotora (n° de cruz da 12 tentativa

primeiro dia de treino dos grupos A-SAL, A-CPA, A-PPG e do primeiro dia de treino dos grupos A-SAL, A-CPA, A-PPG e do 1° dia de treino/laténcia da 1? tentativa do 1° dia de treino)

A-DZP. A-DZP. dos grupos A-SAL, A-CPA, A-PPG e A-DZP.

Animais A-SAL A-CPA A-PPG A-DZP Animais A-SAL A-CPA A-PPG A-DZP Animais A-SAL A-CPA A-PPG A-DZP
1 0 1 7 1 1 7 73 115 25 1 0,00 0,01 0,06 0,04
2 2 4 8 9 2 52 10 150 45 2 0,04 0,40 0,05 0,20
3 2 4 3 8 3 42 58 47 55 3 0,05 0,07 0,06 0,15
4 2 4 7 1 4 195 52 114 4 0,25 0,02 0,13 0,01
5 3 30 9 5 5 7 237 26 108 5 0,43 0,13 0,35 0,05
6 5 5 5 4 6 79 12 86 15 6 0,06 0,42 0,06 0,27
7 1 4 10 3 7 45 155 236 161 7 0,02 0,03 0,04 0,02
8 1 2 5 1 8 11 55 14 8 0,17 0,18 0,09 0,07
9 5 8 3 8 9 182 8 41 9 0,71 0,04 0,38 0,20
10 5 5 3 3 10 10 12 10 107 10 0,50 0,42 0,30 0,03
11 10 3 4 5 11 83 66 149 31 11 0,12 0,05 0,03 0,16
12 5 5 4 9 12 29 133 25 58 12 0,17 0,04 0,16 0,16
13 4 14 19 7 13 9 197 221 122 13 0,44 0,07 0,09 0,06
14 8 4 25 4 14 80 5 171 131 14 0,10 0,80 0,15 0,03
15 8 2 3 14 15 66 22 124 164 15 0,12 0,09 0,02 0,09
16 9 5 2 5 16 157 9 19 4 16 0,06 0,56 0,11 1,25
17 4 7 7 5 17 13 164 125 98 17 0,31 0,04 0,06 0,05
18 8 5 3 18 101 30 169 18 0,08 0,17 0,02
19 7 1 3 19 71 3 5 19 0,10 0,33 0,60
20 3 5 5 20 100 4 14 20 0,03 1,25 0,36

MEDIA 4,60 6,29 6,75 5,15 MEDIA 48,60 90,65 82,80 74,05 MEDIA 0,19 0,20 0,19 0,19

EPM 0,65 1,64 1,30 0,73 EPM 952 20,04 1652 12,75 EPM 0,04 0,06 0,06 0,06




ANEXOS - Estudo Il

Tabela 1: valores de laténcia para entrada na

ficticia (grupo Sham).

area de alimentacdo (segundos) dos animais submetidos a lesdo

Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
peixe
1 600 151 135 17 27 12 6 10 11 6
2 600 151 57 10 11 10 9 9 10 14
3 600 600 151 159 75 14 8 20 12 9
4 289 16 17 6 6 8 2 4 3 8
5 385 434 78 16 9 12 20 10 10 8
6 600 87 600 299 262 600 164 86 122 27
7 600 600 600 600 419 600 600 600 43 8
8 374 47 2 1 1 1 2 4 4 3
9 136 35 20 11 17 5 7 8 4 3
10 184 23 14 17 10 8 13 6 7 3
Média 436,80 214,40 167,40 113,60 83,70 127,00 83,10 75,70 22,60 8,90
EPM 59,26 74,99 73,86 62,07 44,86 78,84 59,50 58,77 11,63 2,28
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Tabela 2: valores de laténcia para entrada na area de alimentacdo (segundos) dos animais submetidos a ablagao
telencefalica (grupo Ablagao)

w 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
peixe

1 600 600 13 600 600 600 600 600 4 167
2 103 200 70 3 28 9 5 2 5 6
3 600 600 600 600 600 600 600 600 600 600
4 159 101 159 66 156 180 34 39 285 258
5 600 600 600 600 13 600 600 600 600 600
6 600 48 25 600 600 506 45 100 92 279
7 600 600 600 600 600 600 600 600 593 358
8 41 289 213 100 600 168 37 36 535 9
9 600 600 600 600 600 600 600 600 600 600
10 600 8 80 56 600 600 242 600 191 552
11 393 364 2 25 35 9 10 39 2 4
12 33 130 33 22 15 48 13 7 21 6
13 600 600 600 600 600 600 600 600 600 557
14 600 600 600 600 600 198 551 143 37 9

Média 437,79 381,43 299,64 362,29 403,36 379,86 324,07 326,14 29750 286,07
EPM 64,19 64,99 73,64 76,36 73,72 68,67 76,20 76,52 72,88 68,34




Tabela 3: valores de laténcia para entrada na area de alimentacdo (segundos) dos animais submetidos a ablagao
telencefalica e tratados com salina, 10 minutos apds a recolocacdo da diviséria que delimitava a area de
alimentagdo (grupo Ablagdo- SAL).

Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
peixe
1 600 600 343 229 70 9 5 7 5 8
2 43 564 600 249 600 5 338 137 12 49
3 600 600 600 600 39 600 600 53 255 272
4 600 600 582 337 36 35 35 65 20 77
5 600 600 600 600 600 186 600 600 600 600
6 600 600 600 600 600 600 600 600 600 600
7 600 350 390 330 330 470 20 70 20 40
8 600 600 600 600 600 600 600 600 600 105
9 600 600 600 315 560 40 12 20 19 6
10 600 600 120 226 460 34 10 12 6 3
11 527 112 126 247 245 132 132 27 19 40
12 600 40 43 128 188 63 68 154 83 10
Média 547,50 488,83 433,67 371,75 360,67 231,17 251,67 195,42 186,58 150,83
EPM 46,26 59,50 64,18 51,21 68,33 73,84 78,73 71,64 74,66 64,18
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Tabela 4: valores de laténcia para entrada na area de alimentacdo (segundos) dos animais submetidos a ablagao
telencefélica e tratados com 16 pg/g de clorfeniramina (CPA), 10 minutos apds a recolocacdo da divisoria que
delimitava a area de alimentacdo (grupo Abla-CPA).

w 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
peixe

1 600 600 600 600 600 600 600 600 380 600
2 600 600 600 600 600 600 600 600 600 600
3 600 49 600 545 600 600 600 507 111 252
4 600 600 220 240 600 600 600 600 600 600
5 292 220 207 153 240 136 4 179 6 11
6 600 600 600 600 600 600 600 600 600 600
7 600 600 100 50 600 600 600 600 600 600
8 600 600 600 600 600 600 600 600 600 600
9 600 600 600 600 600 600 600 600 600 600
10 117 138 130 40 16 24 9 26 21 18
11 266 437 37 440 185 249 600 45 600 600
MEDIA 497,73 458,55 390,36 406,18 47645 473,55 492,09 450,64 42891 461,91

EPM 54,33 65,22 74,06 71,41 65,71 67,04 72,39 72,49 77,08 73,67




