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RESUMO

A histamina cerebral tem sido relacionada ao estado de estimulo, excitacdo e
reforco. Estudos prévios do nosso laboratério mostraram que os receptores de
histamina localizados no hipocampo modulam o aprendizado e a memoéria da
extincdo do medo e de processos aversivos. Portanto, para determinar o papel dos
receptores histaminérgicos na consolidacdo da memodria, ratos Wistar machos
adultos com cénulas posicionadas estereotaxicamente na regido CA1 do hipocampo
dorsal foram treinados na tarefa de reconhecimento de objetos que envolve a
exposicao do rato a dois diferentes objetos. Imediatamente, 30, 120 ou 360 min apds
o treino os animais foram infundidos (1 pl/lado) com agonistas ou antagonistas dos
receptores histaminérgicos. 24 horas apds o treino, os animais foram expostos a um
objeto familiar e um objeto novo, para avaliar a consolidagdo das memorias. A
ranitidina, antagonista do receptor H2 e o imetit, agonista do receptor HS3,
bloquearam a consolidacao da meméria quando infudidos na janela de tempo de 30
a 120 min. No entanto ndo afetaram o comportamento exploratério, estado de
ansiedade ou funcionalidade do hipocampo. Nossos dados indicam que o sistema
histaminérgico esta envolvido na consolidagdo da memoria de reconhecimento de

objetos em ratos.

Palavras chave: Memoria. Consolidacao. Histamina. Hipocampo. Reconhecimento
de Objetos.



ABSTRACT

The histamine system of the brain has been implicated in both arousal and
reinforcement. Previous evidence from our laboratory has shown that histamine
receptors located into the hippocampus modulate learning and memory on the fear
extinction and aversive processes. Therefore, to determine the role of hippocampal
histaminergic receptors on recognition memory, adult male Wistar rats with infusion
cannulae stereotaxically aimed to the CA1 region of dorsal hippocampus were
trained in an object recognition learning task involving exposure to two different
stimulus objects. Immediately, 30, 120 or 360 min after training, they received
(1ul/side) agonist and antagonist from histamine receptors. Memory retention was
assessed 24 hours after training. In the test session, one of the objects presented
during training was replaced by a novel one. When infused in the CA1 region the
ranitidine, H2 receptor antagonist, and imetit, H3 receptor agonist, blocked long-term
memory retention in a time-,dose-dependent manner (30 to 120 min) without
affecting exploratory behavior, anxiety state or the functionality of the hippocampus.
Our data indicate that histaminergic system is involved in consolidation of object

recognition memory.

Key words: Histamine. Memory. Consolidation. Histamine. Hippocampus. Object

Recognition.
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1 INTRODUCAO

1.1 Memoria

A memodria caracteriza-se pela aquisicao, formacao, conservagao e evocagcao
de informacdes, sendo que o acervo de memérias é que faz de cada individuo um
ser Unico, no qual o conjunto de memdrias, proporcionadas pela experiéncia de vida,
determina o que chamamos de personalidade (lzquierdo, 2002). O conjunto de
memdérias é que faz com que sejamos aquilo que recordamos, pois sé podemos
fazer e expressar algo que temos conhecimento, que esta em nossa meméria.

Entretanto, de todas as informacdes processadas pelo sistema nervoso,
apenas algumas sao de fato retidas por longos periodos. A maioria nem sequer €
adquirida, sendo filtrada por mecanismos atencionais e emocionais. Dentre aquelas
que sao adquiridas, apenas algumas sdo consolidadas e mesmo dentre estas,
muitas sdo esquecidas. Apenas as informacdes mais relevantes, mais marcantes
emocionalmente, mais focalizadas pela atencdo ou mais fortes sensorialmente sédo
as que perdurardao por um tempo maior. Estes aspectos fardo com que o acervo de
informacdes que constitui a memoéria se diferencie de acordo com varios critérios
como fungao, conteudo e tempo de duracao, no qual as memaorias armazenadas por
poucas horas sdo chamadas de curta duracdo, as que permanecem por horas, dias
ou anos sao as de longa duracao (Tabela 1).

Pode-se dizer que nao existe memédria sem que antes aconteca o
aprendizado ou fase de aquisi¢do. A fase de aquisi¢édo refere-se ao momento em as
informacgdes, habilidades ou experiéncias a respeito do mundo sido adquiridas
(Squire e Petersen, 1987). Os eventos ocorridos no passado orientam a percepgao
do presente e sao estratégias determinantes de adaptacéo e sobrevivéncia de todas
as espécies, e indispensaveis para determinar a individualidade e personalidade do
individuo (lzquierdo, 2002; Szapiro et al., 2002). No caso especifico dos seres
humanos, a memoria exerce um papel ainda mais nobre, funcionando como uma
arca que armazena nossa historia pessoal tornando possivel o crescimento e as

mudancas ao longo da vida (Kandel et al., 2000).
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Tabela 1 Classificagdo das memérias de acordo com o tempo que perduram

Tempo de L
o Caracteristicas
permanéncia

Retém a breve impressdo de um estimulo apos este

. . ter desaparecido, ou seja, depois que o sistema
Memérias Sensoriais Poucos segundos. ) ) o .

sensorial correspondente deixa de enviar informagéo

ao cérebro.

. Permite manter “na mente” e em um estado ativo e
Memoérias de Curta

~ Menos de 3 horas. facilmente acessivel, uma pequena quantidade de
Duracao (MCD) ) _
informagao.
Contém informagbes de indole diversa, os quais se
Memdérias de Longa ) encontram armazenados de maneira mais ou menos
~ Dias, meses, anos,. o ) )
Duracao (MLD) permanente constituindo um sistema de arquivo

dinamico.

(Izquierdo, 2002; ver também McGaugh, 2000)

1.2 Classificacoes das Memdrias

Quanto ao seu conteldo, as memoérias sdo chamadas declarativas e
explicitas se forem referentes a fatos, eventos ou conhecimentos que possam ser
contados ou relatados e sdo adquiridas com plena intervencdo da consciéncia; e
nao-declarativas ou implicitas, quando forem referentes a capacidades ou
habilidades motoras ou sensoriais dificeis de serem declaradas ou descritas (Tabela
2). As memérias declarativas podem ser subdividas em episddicas ou semanticas.
As episédicas sao aquelas referentes a eventos aos quais assistimos ou
participamos, ou seja, sdo as memdrias autobiograficas. As memorias semanticas
carregam informacdes que sdo de conhecimento geral, como nosso conhecimento
sobre medicina, lingua portuguesa ou historia. As memoérias, no entanto, ndo sdo
adquiridas imediatamente na sua forma definitiva, e durante os primeiros minutos ou
horas sao suscetiveis a interferéncia por outras experiéncias, drogas ou tratamentos
(McGaugh, 2000; Izquierdo et al., 2006).
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Tabela 2 Classificacdo das memorias de longa duragdo de acordo com o

conteudo

Caracteristicas SubdivisOes e caracteristicas

L Guardam informagbes acerca de
- Episddicas .
Informagdes que nossa prépria vida e eventos.

usualmente sabemos

Explicitas/ que possuimos e a qual Armazenam informagdes acerca do

Declarativas .
temos acesso mundo que nos rodeia, mas que

Semanticas
consciente. lembramos sem saber como,

quando e onde as adquirimos.

Representacbes (imagens, sons)

sem significado aparente

Representagcdo  conhecido, mas Uteis como dicas
perceptual facilitatérias da evocagdo de

Informagbes as quais

- informagbes inerentes; memodria
nao temos acesso

consciente, tal como a pre-consciente (priming).
informagéo obtida a
Procedimentos  Habitos, habilidades, regras.

Implicitas/ partir de aprendizados

N&o-declarativas ~ Simples como aqueles Associa dois ou mais estimulos
derivados pelo treino o (condicionamento classico), ou um
em tarefas de Associativa

estimulo a uma  resposta

condicionamento -
(condicionamento operante).

classico e habituagao. Atenua uma resposta (habituagao)

= g ou a aumenta (sensibilizacao
Né&o associativa ( gao)
através da repeticdo de um mesmo

estimulo.

(Izquierdo, 2002)

A formacao desses dois tipos de memoria depende de diferentes estruturas
encefdlicas. Enquanto as memdérias explicitas requerem a integridade do lobo
temporal medial, que compreende o hipocampo, o giro denteado e o complexo
subicular juntamente com os coértices entorrinal, perirrinal e parahipocampal; as
mem©rias implicitas envolvem diferentes estruturas como a amigdala, os ganglios da
base e o cerebelo (Albright et al.,, 2000; Lees, Jones e Kandel, 2000; lzquierdo,
2002; Squire et al., 2007).
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1.3 O hipocampo e seu papel na formacao de memarias

O hipocampo é uma estrutura encefalica bilateral localizada no lobo temporal
e € um importante componente do sistema limbico, desempenhando um papel
fundamental na formagdo de memorias de curto e longo prazo (lzquierdo et al.,
1998a), sendo que diferentes areas corticais aferentes e eferentes interagem com o
mesmo para regular a aquisicdo e o armazenamento de nova informagéo (lzquierdo
et al., 1998b).

A formacdo de uma meméria de longa duracdo envolve uma série de
processos metabodlicos no hipocampo e em outras estruturas cerebrais que
compreendem diversas fases e requerem um longo periodo de tempo. Enquanto
esses processos nao estiverem concluidos, as memoérias de longa duracéo
encontram-se em estado labil. O conjunto desses processos e 0 seu resultado final
sao chamados consolidacdao. Os mecanismos neurofisioldgicos e neuroquimicos dos
processos mnemonicos sao objeto de estudo de pesquisadores ha muito tempo
(Izquierdo, 2002; Nader, Schafe e LeDoux , 2000).

A modulacdo da aquisicdo e das fases iniciais da consolidacao ocorre
basicamente ao mesmo tempo, tornando-se dificil distinguir uma da outra. Ela
envolve dois aspectos: o primeiro que distingue as memdérias com maior carga
emocional das demais e faz com que sejam mais bem gravadas, e a segunda, que
em determinadas situacdes, acrescenta informag¢des neuro-humorais ao conteudo
das memoérias (McGaugh, 2000; Izquierdo, 2002).

Sabe-se que a formacdo de memodrias envolve alteragdes na representacao
neural, através de eventos plasticos que modificam a comunicacdo entre os
neurdnios. Estes eventos plasticos podem incluir alteragdes na estrutura, distribuicéo
e no numero de sinapses e também alteragcbes morfolégicas (Rusakov et al., 1997;
Geinisman, 2000).

A consolidacdo € considerada a etapa final onde o traco mneménico é
convertido em meméria de longa duracdo (lzquierdo, 1989; McGaugh, 2000;
Izquierdo et al., 1993, 2006). Durante muito tempo se acreditou que o0 processo de
consolidacdo acontecia uma Unica vez para cada traco mnemonico e,
consequentemente, assumia-se que apds consolidadas, as memdérias de longa

duracao se tornavam incapazes de serem modificadas. Porém, na década de 60,
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Misanin e colaboradores (1968) apresentaram evidéncias experimentais sugerindo
que ao serem reativadas durante a sua expressao, as memorias de longa duracao
voltavam a serem susceptiveis a agdo amnésica de diversos tratamentos como o
eletro choque e o trauma craniano. Estes relatos foram resgatados por Susan Sara e
seu grupo que mostraram que as memdrias de longa duracéo, ap6s evocacao sem
reforco, voltam a serem labeis e que, para persistirem, necessitam atravessar um
processo dependente da sintese protéica, denominado reconsolidacao (Nader et al.,
2000; Eisenberg e Dudai, 2004; Sara e Hars, 2006). As novas memorias sao criadas
a partir de experiéncias passadas, entdo cada consolidacdo, ou melhor,
reconsolidacado, serve para atualizar e reforcar as memdérias ap6s a sua evocagao
(Sara, 2010).

Multiplas estruturas cerebrais e diversos neurotransmissores e/ou
neuromoduladores, como a histamina, estdo envolvidos na indugéo e regulacdo de
estimulos e suas consequéncias comportamentais (Miller e O’Callaghan, 2006).
Estudos farmacoldgicos sugerem que a integridade hipocampal é necessaria para a
aquisicao e armazenamento de informacdes (Balderas et al., 2008).

O hipocampo € uma das estruturas mais estudadas com relacdo ao
mecanismo da plasticidade sinaptica no cérebro (lzquierdo, 2002; lzquierdo et al.,
2006; Neves et al., 2008). Participa como veremos, de maneira crucial na
consolidacao tanto de memdrias aversivas como ndo aversivas, incluindo memoria
espacial e de reconhecimento de objetos (Broadbent et al., 2009; Clarke et al.,
2010). Por isso e devido ao fato do sistema histaminérgico, presente no hipocampo,
ter uma atuacao importante no sistema nervoso central, optou-se pela escolha desta
estrutura e pelo estudo de quais efeitos o sistema histaminérgico exerce sobre a
modulacdo da formacdo das memorias de longa duracdo na tarefa de
reconhecimento de objetos como base deste estudo.

Trabalhos mostram trés evidéncias que indicam que o hipocampo tem um
papel chave na memoria de reconhecimento de objetos em roedores. Primeiro:
lesbes seletivas desta estrutura impedem a formacao desse tipo de memobria
(Broadbent et al., 2009). Segundo: a inibicao de sintese protéica tanto ribossomo-
dependente (Vianna et al., 2003; Rossato et al, 2007) como ribossomo-
independente (Myskiw et al., 2007) inibe também a formacdo dessa memoria.
Terceiro: como em outras tarefas (Izquierdo et al., 2006), a formacao da memoria de

reconhecimento de objetos gera potenciacédo de longa duracao na sinapse CA3-CA1
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do hipocampo, e é ocluida por esta se a mesma € realizada antes da aquisicao
(Clarke et al., 2010).

1.4 Sistema Histaminérgico

Nos vertebrados, os neurdnios produtores de histamina localizam-se no
nucleo tuberomamilar (nNTM), que faz parte do hipotdlamo posterior (Haas e Panula,
2003; Haas et al, 2008). As principais terminagdes nervosas das projecdes
histaminérgicas diferem levemente entre as espécies, mas elas cobrem
essencialmente todas as dareas do sistema nervoso central (SNC), havendo
inervacao de moderada a densa do cortex cerebral, amigdala, substancia negra,

estriado, hipocampo e tdlamo (Panula e Pirvola, 1989, 1990) (Figura 1).

SARY ’/‘ b | ol ™
NN k\;f; -
Pn 7\ \ y

_\,/\<

Figura 1 Sistema histaminérgico e suas principais projecoes no SNC vistos em uma secc¢ao
sagital do encéfalo de rato. AH, area hipotalamica anterior; Arc, nlcleo arqueado; cc, corpo caloso;
Cer, cerebelo; CG, nucleo cinzento central; CX, cértex cerebral; DR, nlcleo dorsal da rafe; f, férnix;
Hip, hipocampo; LS, septo lateral; MD, tdlamo médio-dorsal; MMn, parte mediana do nicleo mamilar
medial; OB, bulbo olfatério; Pn, nucleos pontinos; Sol, nlcleo do trato solitario; Sox, decussacao
supraoptica; sum, ndcleo supramamilar; TMdiff, parte difusa do nucleo tibero-mamilar; TMVr, parte
rostral do ndcleo tubero-mamilar ventral; VDB, nicleo do brago vertical da banda diagonal; VMH,
nucleo hipotalamico ventro-medial. Fonte: Neuropsychopharmacology: the fifth generation of
progress: an official publication of the American College of Neuropsychopharmacology,
Philadelphia: Lippincott Williams e Wilkins, 2002.
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As acbes da histamina sdo mediadas por receptores acoplados a proteinas G
e diversos segundo-mensageiros, através de quatro tipos de receptores ja
identificados até o presente momento (H1-H4). Destes, trés sao expressos
abundantemente no cérebro (H1-H3), enquanto o receptor H4, descoberto por
Nguyen et al. em 2001, é expresso principalmente nos tecidos periféricos, como por
exemplo, na medula éssea e nos leucocitos (Haas et al., 2008).

A sintese da histamina ocorre nos neurbnios do nTM a partir do aminoacido
L-histidina. A L-histidina & transportada para o neurbnio pelo transportador de L-
aminodcidos presente na membrana celular. Uma vez no citoplasma, a L-histidina é
descarboxilada pela enzima especifica histidina descarboxilase (Figura 2),
originando entdo a histamina. Esta amina recém produzida é transportada para as
vesiculas pela enzima vesicular transportadora de monoaminas (VMAT-2). Quando
a vesicula se funde com a membrana pré-sindptica apés a chegada de um potencial
de acdo, ocorre liberacdo de histamina pela terminacdao axénica. No espaco
extracelular, a histamina é metilada pela enzima histamina metil-transferase,
localizada nas regides pés-sinapticas e na glia. Desta metilagao resulta a tele-metil-
histamina, um metabdlito sem atividade biolégica conhecida. A velocidade de
renovacao da histamina neuronal € bastante alta, e sua meia-vida, que normalmente
gira em torno de 30 minutos, pode mudar rapidamente dependendo da atividade
neuronal. Por exemplo, em situagdes estressantes, como imobilizacdo for¢cada ou
choque nas patas de ratos, a velocidade de renovacdo de histamina neuronal
aumenta (Ericson, Kéhler e Blomqvist, 1991b). A taxa de liberacdo da histamina, ao
contrario de outras aminas biogénicas, é determinada pela biodisponibilidade do seu
precursor histidina (Haas et al., 2008).

A histamina controla uma ampla variedade de funcbes neurobiolégicas e
comportamentais, incluindo o ciclo sono-vigilia, o consumo de agua, a atividade
motora e a nocicepgao (Brown et al., 2001; Haas e Panula, 2003; Haas et al., 2008).
Esta amina também esta envolvida na consolidacdo e extincdo de memorias

aversivas e no controle de ansiedade (Da Silva et al., 2006; Bonini et al., 2011).
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Figura 2 Sintese, transporte e metabolismo de histamina em neurénios. A histidina é captada em
uma varicosidade e descarboxilada; a histamina é transportada dentro da vesicula, liberada e
metilada. Fonte: Haas et al.,2008.

O receptor H; é encontrado em todo o corpo e sistema nervoso central com
variagcdes entre as espécies. Altas densidades sdo encontradas em regides do
cérebro com relacdo ao controle do estado nutricional, comportamental e
neuroenddocrino, como o hipotalamo, nudcleos colinérgicos e aminérgicos do
cerebelo, talamo e cértex. A histamina através dos receptores H1 consegue excitar
neurbnios em varias regides do cérebro incluindo o cerebelo, hipotalamo, talamo,
amigdala, septo, hipocampo, bulbo olfatério e o cértex (Haas et al., 2008). Mesmo
sendo bem conhecido que o efeito sedativo de anti-histaminicos produz um declinio
na cogni¢cdo humana através do bloqueio do receptor H1 (Yanai et al., 1995)o seu
efeito tanto na facilidade quanto na inibicao do aprendizado e da meméria tem sido
estudado em animais.

A distribuicdo do receptor Ho no cérebro de roedores é generalizada, porém
mais consistente do que as projegdes histaminérgicas do receptor H1, indicando que
o receptor H2 controla um amplo nimero de acdes pos-sindpticas da histamina. No
entanto, a co-localizacdo dos receptores H1 e H2 em algumas areas, pode ser
responsavel pelas interacdes sinérgicas entre esses subtipos de receptores (Haas et
al., 2008). Camundongos deficientes do receptor H, exibiram seletivo déficit cognitivo
junto com dano de potenciagéo de longa duracao hipocampal (Dai et al., 2007).

Os receptores H3 sdo autoreceptores pré-sinapticos encontrados no soma e
nos terminais axénicos que regulam a sintese e inibem a liberacao de histamina dos

neurdnios histaminérgicos de ratos (Arrang et al., 1983 - Figura 3). Sabe-se que 0s
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receptores H3 podem funcionar como heteroreceptores (Van der e Timmerman,
1989) e podem regular a inibicdo induzida pela histamina de neurotransmissores
como serotonina, noradrenalina, dopamina e acetilcolina de regides do cérebro que
sdo cruciais para a manutencao do estado de alerta e de estoques de informacéo
(Brown et al., 2001). A liberagdo de histamina também sofre agado regulatéria de
receptores muscarinicos M1 (Gulat Marnay et al., 1989b; Arrang et al., 1991; Prast et
al., 1994), a2-adrenérgicos (Gulat MArnay et al., 1989a; Arrang et al., 1991; Prast et
al., 1991), 5-HT1A (Oishi et al, 1992), k- e u-opidides (ltoh et al, 1988; Gulat
Marnay et al., 1990, Arrang et al., 1991), e de receptores para galanina (Arrang et
al., 1991). Experimentos in-vivo mostram que o 6xido nitrico inibe a liberacdo de
histamina no hipotadlamo (Prast et al., 1996).
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Figura 3 Dinamica da histamina neuronal. Passos da sintese, liberagdo e metabolismo da
histamina sdo mostradas: 1,L-histidina (His) transporte para dentro da terminagcdo nervosa; 2,
histamina (HA) sintetizada pela histidina decarboxilase; 3, formagao de vesiculas contendo histidina;
4, histamina liberada por exocitose; 5, ativagao de receptores pds-sindpticos; 6, inibicdo por feedback
da sintese e liberagdo de histamina pelos autoreceptores Hs; 7, transporte de histamina pelos
astrécitos (recaptacao pela terminacdo nervosa nao tem sido encontrada); 8, metabolismo pela
histamina-N-metiltransferase (HMT); 9, oxidagédo da t-MH pela monoamina oxidase-B. A localizacédo
celular para os passos 7-9 permanece pouco compreendida. t-MH, tele-metilhistamina; t-MIAA, tele-
metilimidazoleacético acido. Fonte: Basic Neurochemistry

A liberacdo de histamina demonstra periodicidade, seguindo um ritmo
circadiano paralelo a mudanca de padrao de disparo dos neurénios histaminérgicos
gue ocorre durante o ciclo sono-vigilia (Mochizuki et al., 1992)

Efeito na melhora da meméria pela histamina tem sido sustentado pela

administracdo de histidina, um precursor da histamina, no déficit na memoria
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induzido pela escopolamina em ratos na tarefa de labirinto em cruz elevado
(Miyazaki et al., 1995). Tem-se relatado o papel do receptor H3 na cognicédo e este
mecanismo pode estar associado a interacdo dos sistemas histaminérgico-
colinérgico (Passani et al., 2000).

Experimentos utilizando a tarefa de esquiva inibitéria mostram que a
histamina, quando administrada na regiao CA1 do hipocampo apds sessdo de
evocacao sem reforgco, facilita a extincdo de memdérias. Efeito reproduzido pelo
aumento dos niveis de histamina enddgenos através da inibicdo da enzima histidina
N-metiltransferase, pela administracdo de dimaprit, um agonista do receptor H2
(Bonini et al., 2011).

Alguns neurdnios histaminérgicos estocam outras substancias neuroativas e
enzimas relacionadas como &cido gama-aminobutirico (GABA), glutamato
decarboxilase, adenosina deaminase, substancia P e galanina, de maneira
especifica. No entanto, a liberacao destas substancias dos terminais histaminérgicos
nao tem sido ainda demonstrada e o significado funcional desta co-localizacao ainda
€ desconhecido (Passani et al., 2000).

De Almeida e Izquierdo (1986) encontraram que a administracao
intracerebroventricular de histamina facilita a retencdo da memoéria na tarefa de
esquiva inibitéria. Porém, Huston e colaboradores (1997) relataram que lesées no
nTM de ratos melhora o desempenho em diversos paradigmas de aprendizado e
memoria. Possivelmente, os efeitos da histamina variam conforme a tarefa e o sitio

de injecao (Alvares, 2009).

1.5 A tarefa de Reconhecimento de Objetos

A tarefa de reconhecimento de objetos (RO) é baseada na curiosidade natural
dos roedores pela novidade, conferindo aos animais a habilidade de distinguir entre
objetos novos e familiares (Myskiw et al., 2007; Rossato et al., 2007).

Berlyne (1955) destacou os fatores novidade e curiosidade como provaveis
determinantes do comportamento exploratério de roedores incluindo o
reconhecimento de lugares ou objetos explorados. Anos mais tarde, Ennaceur e
Delacour (1988) basearam-se nestas observacdes para propor um paradigma para o
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estudo deste tipo de memarias. Recentemente foi descrito um protocolo especifico
de treinamento na tarefa de RO que, ao contrario de grande parte dos protocolos
utilizados previamente, mostrou-se capaz de induzir a formacao de uma memoria
robusta em animais normais, capaz de durar até 5 dias (Rossato et al., 2007).

Esta tarefa mostra-se util para a avaliacdo da retencdo da meméria de
reconhecimento, possuindo varias vantagens como, nado depende de nenhum
sistema de recompensa; nao possui estimulos aversivos como choque, nao requer
restricdo a alimento ou agua, pode-se utilizar uma grande variedade de aparatos e
objetos, ser feita tanto com ratos como camundongos; e ndo necessita de um
treinamento preliminar extenso ja que o aprendizado se da ap6s uma unica sessao
(Bevins e Besheer, 2006).

A meméria de RO permite discriminar caracteristicas, elementos, situacoes
e/ou artefatos familiares e novos, sendo que estas podem ser de um item individual
como um objeto, de um ambiente completo ou mesmo de uma cena constituida de
um arranjo espacial de muitos itens, uma capacidade significativa no que diz
respeito a sobrevivéncia (Wan et al., 1999).

Andlises neurofisiolégicas de pacientes acometidos de amnésia e
experimentos comportamentais realizados em animais de laboratério sugerem que a
integridade funcional do lobo temporal, mais especificamente da formacgéo
hipocampal, € essencial para codificar e armazenar memdrias de reconhecimento
(Ennaceur e Delacour, 1988; Logothetis e Sheinberg, 1996; Clark et al., 2000;
Riesenhuber e Poggio, 2002), como na Doenca de Alzheimer (DA) em que a
dificuldade para reconhecer itens familiares ou para discrimina-los de novos
elementos, € um dos sintomas iniciais do declinio cognitivo (Laatu et al, 2003;
Budson et al., 2005; Dudas et al., 2005). Em concordancia com estas observacoes,
estudos prévios mostram que a consolidacdo da memdéria de RO depende da
sintese de proteinas no hipocampo tanto por processos dependentes de transcricao
do DNA a RNAm (Vianna et al., 2003; Rossato et al., 2007), como por processos
presumivelmente dendriticos que utilizem RNAm pré-existentes (Cammarota et al.,
2003; Myskiw et al., 2007).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o papel do sistema histaminérgico no processo de consolidagao da
memdéria de reconhecimento de objetos na regido CA1 do hipocampo dorsal em
ratos.

2.2 Obijetivos Especificos

Verificar a participagdo do receptor H1 no processo de consolidacao da

mem©éria de reconhecimento de objetos.

Verificar a participacdo do receptor H2 no processo de consolidacdo da

mem©éria de reconhecimento de objetos.

Verificar a participacdo do receptor H3 no processo de consolidacdo da

mem©éria de reconhecimento de objetos.

Avaliar se a manipulagdo dos receptores histaminérgicos altera a atividade
locomotora, exploratéria e o estado de ansiedade dos animais.



3 METODOLOGIA

3.1 Experimentos comportamentais

3.1.1 Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 3 meses de idade, pesando em
média 300 g. Os animais foram mantidos em caixas moradias em numero de 5 por
caixa, em ambiente climatizado (temperatura de 21-23° C), submetidos a um ciclo
claro/escuro de 12 horas, com agua e comida ad libitum; que foram adquiridos da
Fundacao Estadual de Producdo e Pesquisa em Saude (FEPPS) e mantidos no
biotério do Centro de Memdéria do Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS.

3.1.2 Cirurgia Estereotaxica

Os animais utilizados foram submetidos a cirurgia estereotaxica (Figura 4)
para implantagdo de canulas guia de 0,2 mm de calibre posicionadas 1,0 mm acima
da regidao CA1 do hipocampo dorsal, seguindo as coordenadas (AP -4,2,mm; LL 3,0
mm; DV -2,0 mm) do Atlas de Paxinos e Watson (1986).

Os procedimentos foram realizados com o0s animais previamente
anestesiados com ketamina (“Francotar”; Virba, ou “Vetanarcol”; Kénig) juntamente
com Xilazina, que € um sedativo/miorrelaxante/analgésico (“Coopazine”; Coopers),
administrados intra-peritonealmente (i.p.), nas doses de 75 mg/Kg e 10 mg/Kg,
respectivamente. Uma vez recuperados da anestesia, os animais eram recolocados
em suas caixas-moradia, € ndo houve troca entre os animais em cada caixa ao

longo de todo o experimento.
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Figura 4 Aparato utilizado na cirurgia de esteriotaxia.

3.1.3 Manipulagao

Quatro dias apds a cirurgia, os animais foram submetidos a duas sessdes de
manipulagdo. Durante cada sesséo os animais foram levados do biotério até a sala
onde os experimentos seriam conduzidos, retirados da caixa moradia e manuseados

durante 5 minutos.
3.1.4 Paradigma de reconhecimento de objetos

Quando roedores sao apresentados a objetos familiares e novos, eles
despendem um tempo maior para explorar o objeto novo. Este comportamento tipico
tem sido utilizado no desenho de um paradigma comportamental conhecido como
tarefa de RO (Ennaceur e Delacour, 1988), o qual vem sendo amplamente utilizado
para avaliar os mecanismos envolvidos na formacdo de memdérias declarativas
(Reed et al., 1999; Mandolesi et al., 2003, Moses et al., 2005; Myskyw et al., 2007;
Rossato et al., 2007).

O aparelho para estudar meméria de RO consiste de um campo aberto
retangular com 60 cm de comprimento por 40 cm de profundidade e 50 cm de altura
0 qual se encontra em uma sala com baixa luminosidade e isolada acusticamente. A

parte frontal do campo aberto é construida de vidro, para a melhor observacao do
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animal (Figura 5). Antes de serem submetidos a tarefa de RO, os animais foram
submetidos a um processo de habituagdo ao dispositivo experimental que teve
duragao de 4 dias e foi constituida de uma sessdo comportamental diaria de 20 min,
na qual os animais foram colocados individualmente no campo aberto para
explorarem livremente (Kelly et al., 2003; Akirav e Maroun, 2006).

Os objetos-estimulo utilizados na tarefa de reconhecimento séo
confeccionados em metal, vidro ou cerdmica e suas dimensdes sdo menores que
um cubo de 10 cm de lado (Ennaceur e Delacour, 1988; Hasendhrl e Huston, 2004;
Myskiw et al., 2007; Rossato et al, 2007; Broadbent et al., 2009; Clarke et al., 2010).
Nenhum dos objetos possui significAncia comportamental para os animais
experimentais 0s quais nao demonstraram nenhuma preferéncia por algum dos
objetos apresentados durante estudos piloto realizados anteriormente. Cada objeto
foi preso ao assoalho do campo aberto pela base. A arena do campo aberto assim
como o0s objetos-estimulo foram limpos com uma solugédo de etanol a 70 % entre a
passagem de cada animal para garantir a auséncia de pistas olfativas. A exploragao
foi definida como cheirar ou tocar os objetos de estimulo com o focinho ou as patas
dianteiras. Sentar-se no objeto ou permanecer ao redor dele ndo foi considerado
comportamento exploratério. O tempo empregado explorando cada objeto foi medido
por um observador e expresso como percentagem do tempo total de exploracao.

Figura 5 Fotografia de um animal sendo treinado na tarefa de reconhecimento de objetos
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3.1.5 Protocolo de treino do paradigma de reconhecimento de objetos

No dia 1 (Sessao de treino), os ratos foram individualmente colocados no
campo aberto contendo 2 objetos diferentes (A e B) sendo-lhes permitido explora-los
livremente durante 5 minutos (Figura 6).

Imediatamente, 30, 120, ou 360 min apds o treino, os animais foram
infundidos com agonistas ou antagonistas (1 pl/lado) dos diferentes receptores
histaminérgicos.

O teste de retencado foi realizado 24 horas apds a sessao de treino para
analisar a memoria de longa duracéo. Nestas sessdes de teste de 5 min de duracao,
os ratos foram individualmente re-introduzidos no campo aberto onde um dos
objetos apresentados durante o treino foi aleatoriamente substituido por um objeto
novo (A e C).

Memoria de Longa Duracao

A B 24hs - A C

Treino ‘ ‘ ‘ ‘ Teste

0 30" 120’ 360’

A

Injecéo

Figura 6 Esquema ilustrativo dos protocolos de treino e teste no paradigma de reconhecimento de
objetos

3.1.6  Campo Aberto

Para avaliar a atividade locomotora e o comportamento exploratério dos
animais, utilizou-se a tarefa denominada de campo aberto. O aparelho utilizado
nesta tarefa consiste em uma caixa de madeira com dimensées de 60 x 40 x 50 cm
(comprimento x profundidade x altura) com a parede frontal de vidro transparente, o
assoalho da caixa dividido em 12 quadrantes iguais (Figura 7). Durante o
experimento, o animal é gentilmente colocado na arena do campo aberto e deixado
ali para explorar a caixa livremente por 5 minutos. Foram registrados o numero de
linhas cruzadas € o numero de elevacbes, comportamentos que nos roedores

denotam exploragéo.
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Figura 7 Fotografia de um rato explorando o campo aberto

3.1.7 Labirinto em Cruz Elevado

Para avaliar o estado de ansiedade dos animais, utilizou-se a tarefa do
labirinto em cruz elevado. Este labirinto consiste em uma plataforma em cruz com 40
centimetros de comprimento em cada brago, posicionada a 1 metro de altura; dois
bragos contralaterais do labirinto que possuem paredes elevadas sdo denominados
fechados, e os outros dois que nao possuem paredes, denominam-se abertos
(Figura 8). O animal foi colocado no centro do labirinto e deixado livre para explora-
lo por 5 minutos. Registrou-se o tempo de permanéncia e o nimero de entradas nos
bragos abertos e fechados. Quanto mais ansioso estiver o animal, maior € 0 numero
de entradas nos bracos fechados e maior € o tempo de permanéncia neles, pois
proporcionam menor sensagao de ansiedade ao animal (Bevilaqua et al., 2003; Kerr
et al., 2005; da Silva et al., 2006).
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Figura 8 Fotografia de um rato sendo submetido a tarefa de Labirinto em Cruz Elevado

3.1.8 Tratamentos farmacol6gicos

Neste estudo, os farmacos utilizados nas infusdes intra-CA1 foram: pirilamina
e ranitidina, obtidas da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA); tioperamida e imetit
obtidas da Tocris Cookson Ltd. (Avonmouth, Bristol, UK). Todas as drogas foram
dissolvidas em salina e infundidas a temperatura ambiente com pH 7,2. As doses
utilizadas foram determinadas com base em experimentos pilotos e em estudos
prévios que mostram o efeito da histamina sobre aprendizado e meméria, e em
outras variaveis comportamentais e fisiolégicas (Alvarez e Banzan, 1995 e 1996;
Alvarez et al., 2001; Orsetti et al., 2001; Giovannini et al., 2003; Knoche et al., 2003;
Baldi et al., 2005; Da Silva et al, 2006; Bonini et al., 2011).

Para a realizacao do tratamento farmacolégico utilizou-se uma micro-seringa
Hamilton acoplada a um tubo de polietileno com uma agulha de infusao (0,05 mm de
didmetro). Foram infundidos bilateralmente 1 pl/lado de cada uma das drogas
utilizadas ou seu veiculo (solugcdo salina 0,9%) a uma velocidade de 0,5 pl/min
(Figura 9). Ao término, a agulha de infusdo foi deixada no local por 30-60 segundos

adicionais para evitar refluxo.
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Figura 9 Fotografia ilustrando o procedimento de infusdo de farmacos através das canulas-guia
esterotaxicamente implantadas.

3.1.9 Controle histolégico da regido estudada

Para verificar o posicionamento correto das cénulas, apos os procedimentos
comportamentais, os animais receberam 1 pl/lado de uma solu¢cdo de azul de
metilieno 0,1% através das mesmas canulas utilizadas para a infusdo das drogas.
Quinze minutos depois os animais foram sacrificados por decapitagdo, seus
cérebros foram removidos e colocados em uma solugdo de formol 4% por um
periodo de quatro dias. Posteriormente, realizou-se a andlise histologica da regiao
estudada (Figura 10).

Apenas os dados comportamentais de animais que, efetivamente, receberam
a correta administracdo das drogas na regido CA1 do hipocampo dorsal foram

incluidos na anéalise estatistica final.
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Figura 10 Desenho do cérebro de rato adquirido do Atlas de Paxinos e Watson, 1986, mostrando a
localizacédo da implantagao das canulas de infusdo na regido CA1 do hipocampo dorsal.

3.2 Analise Estatistica

A analise foi realizada utilizando os softwares Graph-Pad Prisma 4.1 e
Microsoft Office Excel.

Para a analise dos dados obtidos nas tarefas de reconhecimento de objetos,
campo aberto e labirinto em cruz elevado foram utilizados testes de estatistica
paramétrica (One Simple test t de Student e ANOVA de uma via). Os dados foram
expressos como média + erro padrao. Referente a tarefa de RO, os gréaficos estao
representados como porcentagem do tempo total de exploracdo de cada objeto
naquela sessdo de treino ou teste. Valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.



4 RESULTADOS

Para determinar o papel dos receptores histaminérgicos na consolidacdo da
memoéria de reconhecimento de objetos, foi estipulada uma linha de tempo para
verificar se, e em qual momento este sistema poderia estar envolvido no processo
de consolidacdo. Para isso, ratos machos Wistar foram treinados na tarefa de RO
que envolve a exploracdo de dois objetos distintos (A e B). Imediatamente, 30, 120
ou 360 min apos o treino os animais receberam infusao bilateral na regiao CA1 do
hipocampo dorsal de veiculo (Veh) ou pirilamina (Pyr — 50 mM) antagonista do
receptor H1 ou ranitidina (Ran — 50 mM) antagonista do receptor H2 ou thioperamida
(THI — 50 mM) antagonista do receptor H3 ou imetit (IME — 10 mM) agonista do
receptor H3 (1 pl/lado — Da Silva et al., 2006). A consolidacdo da memoéria de longa
duracao foi avaliada em uma sesséo de teste com 5 min de duragéo, realizada 24
horas apds o treino. Nesta sessao, substituiu-se um dos objetos familiares por um
novo (C).

Como pode ser observado nas figuras 4 e 5, os ratos que receberam Veh, Pyr
ou Thi em todos os tempos apds a sessao de treino, exploraram o objeto novo por
tempo significativamente maior que o objeto conhecido, mostrando que formaram a
mem©éria de longa duracdo para o objeto apresentado na sessao de treino. Estes
resultados sugerem que tanto o receptor H1 quanto o receptor H3 nao estédo
envolvidos na consolidacao da memaria de RO, pois quando estes receptores foram
inibidos, os animais ainda assim conseguiram se lembrar do objeto familiar,
passando mais tempo explorando o novo (Fig 11; t47= 4.136, p<0.001 para Veh;
te= 3.195, p<0.01 para Pyr 0’; tg= 3.362, p<0.01 para Pyr 30’; 7= 2.948, p<0.01
para Pyr 120’ e t7= 2.778, p<0.01 para Pyr 360’ em teste t de Student com média
tedrica = 50) (Fig.12; t(16= 4.661, p<0.001 para Veh; t17= 2.454, p<0.05 para Thi 0’;
tie= 2.271, p<0.05 para Thi 30’; tg= 2.269, p<0.05 para Thi 120" e tg= 2.645,
p<0.05 para Thi 360’ em teste t de Student com média tedrica = 50).
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Figura 11 Pirilamina nao prejudica a consolidacdo da memoria de reconhecimento de objetos.
Ratos Wistar machos com céanulas posicionadas estereotaxicamente na regido CA1 do hipocampo
dorsal foram treinados na tarefa de RO. Para tanto, no Dia 1 (Treino; Tr), os ratos foram expostos a
dois objetos distintos (A e B) por 5 min e imediatamente, 30, 120 ou 360 min apos o treino receberam
infusdo bilateral (1 pl/lado) de veiculo (salina) ou pirilamina (Pyr; 50 nmol/lado). 24 horas apéds o treino
0s animais foram expostos a um objeto familiar (A) e um objeto novo (C) por 5 min, para avaliar a
consolidagao das memodrias. O tempo de exploracao do objeto novo (C) foi maior em todos os grupos.
Os dados estdo expressos como (média t erro padrdo) e sédo representados como porcentagem do
tempo total de exploragéo. * p< 0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em teste t de Student. (n= 7-18 por grupo).
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Figura 12 Thioperamida nao prejudica a consolidacdo da meméria de reconhecimento de
objetos. Ratos Wistar machos com cénulas posicionadas estereotaxicamente na regido CA1 do
hipocampo dorsal foram treinados na tarefa de RO. Para tanto, no Dia 1 (Treino; Tr), os ratos foram
expostos a dois objetos distintos (A e B) por 5 min e imediatamente, 30, 120 ou 360 min apds o treino
receberam infusd@o bilateral (1 pl/lado) de veiculo (salina) ou thioperamida (Thi; 50 nmol/lado). 24
horas apés o treino os animais foram expostos a um objeto familiar (A) e um objeto novo (C) por 5
min, para avaliar a consolidacao das memérias. O tempo de exploracdo do objeto novo (C) foi maior
em todos os grupos. Os dados estdo expressos como (média + erro padrdo) e sdo representados

como porcentagem do tempo total de exploragdo. * p< 0,05; ***p<0,001 em teste tde Student. (n= 9-
18 por grupo).
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No entanto, como pode ser observado nas figuras 6 e 7, quando os animais
receberam infusdo do antagonista do receptor H2 (Ran) ou do agonista do receptor
H3 (Ime) 30 ou 120 min apdés a sessao de treino, estes animais mostraram um
comportamento amnésico durante o teste onde eles passaram a mesma quantidade
de tempo explorando tanto o objeto novo (C) quanto o objeto familiar (A). Sugerindo
que a inibicdo do receptor H2 e a ativacao do receptor H3, bloqueia a retencédo da
memoéria de RO. Este periodo caracterizado pela amnésia pode ser devido ao
prejuizo do processo de consolidacao causado pela inibicao do receptor H2, o qual
ja foi demonstrado exercer um papel importante na formacao e extincdo de meméria
aversiva (Da Silva et al., 2006; Bonini et al.,2011). Porém, este comportamento
amnésico nao foi observado nos animais que receberam infusdo imediatamente ou
360 min apdés o Tr, sugerindo que este efeito ocorre numa janela de tempo
especifica. Com relacdo ao efeito amnésico provocado pelo agonista H3, pode-se
relacionar ao fato de quando o receptor H3 pré-sinaptico esta ativo, ele inibe a
sintese e liberacdo de histamina na fenda sinaptica, logo, menos histamina esta
disponivel para ligar-se ao receptor H2, por exemplo, ativando a cascata de
sinalizacdo pods-sinaptica, auxiliando na consolidagdo da memoria (Fig 13; tpe)=
5.936, p<0.001 para veh; tp4= 3.495, p<0.001 para Ran 0’; t(1g= 1.533, p>0.05 para
Ran 30’; tg= 0.8075, p>0.05 para Ran 120’; t(10= 5.041, p<0.001 para Ran 360’ em
teste t de Student com média tedrica = 50) (Fig 14; t17= 4.136, p<0.001 para Veh;
ts)= 2.792, p<0.05 para Ime 0’; t)= 0.7082, p>0.05 para Ime 30’; t5= 0.8117, p>0.05
para Ime 120’; t7= 2.778, p<0.05 para Ime 360’ em teste { de Student com média
teorica = 50).
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Figura 13 Ranitidina prejudica a consolidacdo de memdéria da reconhecimento de objetos.
Ratos Wistar machos com céanulas posicionadas estereotaxicamente na regido CA1 do hipocampo
dorsal foram treinados na tarefa de RO. Para tanto, no Dia 1 (Treino; Tr), os ratos foram expostos a
dois objetos distintos (A e B) por 5 min e imediatamente, 30, 120 ou 360 min apos o treino receberam
infusdo bilateral (1 pl/lado) de veiculo (salina) ou ranitidina (Rani; 50 nmol/lado). 24 horas apds o
treino os animais foram expostos a um objeto familiar (A) e um objeto novo (C) por 5 min, para avaliar
a consolidagdo das memodrias. Os ratos que foram infundidos 30 ou 120 min ap6s o treino passaram
a mesma quantidade de tempo explorando o objeto novo (C) e o objeto familiar (A). Nos demais
tempos os animais exploram mais o objeto novo (C). Os dados estdo expressos como (média * erro
padrdo) e séo representados como porcentagem do tempo total de exploragdo. ***p<0,001 em teste t
de Student. (n= 10-25 por grupo).
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Figura 14 Imetit prejudica a consolidacdo de memdria da reconhecimento de objetos. Ratos
Wistar machos com cénulas posicionadas estereotaxicamente na regiao CA1 do hipocampo dorsal
foram treinados na tarefa de RO. Para tanto, no Dia 1 (Treino; Tr), os ratos foram expostos a dois
objetos distintos (A e B) por 5 min e imediatamente, 30, 120 ou 360 min apo6s o treino receberam
infusdo bilateral (1 pl/lado) de veiculo (salina) ou imetit (Ime; 10 nmol/lado). 24 horas ap6s o treino os
animais foram expostos a um objeto familiar (A) e um objeto novo (C) por 5 min, para avaliar a
consolidagdo das memdrias. Os ratos que foram infundidos 30 ou 120 min apds o treino passaram a
mesma quantidade de tempo explorando o objeto novo (C) e o objeto familiar (A). Nos demais tempos
os animais exploram mais o objeto novo (C). Os dados estdo expressos como (média * erro padrao)
e sdo representados como porcentagem do tempo total de exploragédo. *p<0,05; ***p<0,001 em teste t
de Student. (n= 10-25 por grupo).
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Para verificar se a amnésia causada pelo antagonista H2 e pelo agonista H3,
nos animais que foram infundidos 30 ou 120 min apéds Tr, devia-se as suas acdes
sob o processo de consolidagdo da memodria de RO, e eliminar a possibilidade de
que os resultados obtidos com estas e outras drogas infundidas estivessem
relacionados com efeitos retardados sobre a ansiedade ou a atividade locomotora e
exploratéria capaz de prejudicar a evocacdo da meméria de longa duracgéo, ratos
foram expostos ao Labirinto em Cruz Elevado e ao Campo Aberto, 24 horas apos
receberem infusdo de cada agentes.

Nenhuma das drogas testadas Pyr, Thi, Ran (50 mM) ou Ime (10 mM) causou
alteragdes no numero total de entradas, no numero de entradas nos bracos abertos
ou na porcentagem de tempo de permanéncia nos bracos abertos durante sessao
de 5 minutos no Labirinto em Cruz Elevado. Da mesma forma, essas drogas nao
afetaram o numero total de cruzamentos e de elevagcdes em uma sessdo de

exploracao livre com duracdo de 5 min no Campo Aberto (Tabela 3).

Tabela 3 Infusdo na regido CA1 do hipocampo dorsal de agonistas e antagonistas
de receptores histaminérgicos ndao exercem efeito sobre as atividades locomotoras e
exploratérias ou do estado de ansiedade de ratos

VEH PYR RAN THI IME
(50 nmol/lado) (50 nmol/lado) (50 nmol/lado) (10 nmol/lado)

Labirinto em Cruz
elevado

N¢ total de entradas 12.63+0.6876 17.90 £1.260 14.80 +1.263 11,70£1.713  14.80 £1.263

Entradas em bragos

6.289 +0.4754 10.00 £ 1.022 7.111 +1.448 6.20 +1.245 7.800 + 0.9978
abertos

% Tempo nos bagos

33.30 £2.742  52.22 +3.544 37.11 £8.071 38.63 £6.487 39.95+5.934
abertos (s)

Campo Aberto

Cruzamentos 62.44 +4.322 66.89 £11.18 52.38 £7.944 41.80 £6.487 63.63 +7.569

Elevagbes 20.05 £1.375 23.56 = 3.66 14.13 + 2.856 12.60 £2.262 24.25 +3.022

Pyr (50 mM), Ran (50 mM), Thi (50 mM) ou Ime (10 mM) foram infundidos na regido CA1 do
hipocampo dorsal 24 horas antes de uma sessdo de Campo Aberto ou Labirinto em Cruz Elevado.
Dados sédo expressos como média (£ erro padrdo) do nimero total de entradas, nUmero de entradas
nos bragos abertos e porcentagem de tempo nos bracos abertos (Labirinto em Cruz; n= 8-10 por grupo)
e numero total de cruzamentos e elevagdes (Campo Aberto; n=10 por grupo). VEH = veiculo.



5 DISCUSSAO

A memdria € um processo complexo e para sua formacao sdo necessarios
trés estagios: aquisicao, consolidacao e evocacao. A consolidacéo € considerada a
etapa onde o tragco mneménico é armazenado como memdria de longa duragéo no
cérebro (lzquierdo, 1989; lzquierdo et al., 1993, 2006). Este processo se refere a
estabilizacao progressiva do traco de memdria através do tempo (McGaugh, 2000;
Carr et al., 2011). Porém, sabe-se que as memorias de longa duracao, apos serem
evocadas tornam-se novamente labeis e susceptiveis a manipulacao farmacoélogica
(Nader et al., 2000; Eisenberg e Dudai, 2004; Sara e Hars, 2006). Nos mamiferos,
varios tipos de memdéria dependem do processamento do hipocampo, e podem durar
dias ou semanas (Medina et al., 2008).

O hipocampo é uma regidao importante para a formacdao de memorias. Alta
densidade de subtipos dos receptores histaminérgicos H1 e H2 foi encontrada na
formagao hipocampal (Ruat et al., 1991). Além disso, Dai e colaboradores (2007)
demonstraram que a histamina neuronal pode melhorar os processos de memoria
no cortex pré-frontal e no hipocampo através da ativacao dos receptores H1 e H2.
No cérebro de roedores, dois receptores pds-sinapticos (H1 e H2) e um pré-sinaptico
(H3) foram identificados. O H1 é abundantemente expresso em varias estruturas
cerebrais incluindo o hipocampo (Hasendéhrl e Huston, 2004).

A histamina neuronal, derivada do nTM do hipotalamo posterior, tem sido
relacionada ao estado de estimulo e excitacdo, despertar, manutencdao do ciclo
sono-vigilia (Lin, 2000). Devido a manifestagbes comuns do tratamento com
antagonistas H1 como estado de alerta alterado, tempo de reacdo diminuidos e
sonoléncia, sugerem que a histamina €& necessaria na promogdo de um estado
receptivo a estimulos excitatorios (Blandina et al., 2009). Camundongos H1R-
Knockout nao mostraram preferéncia pelo objeto novo no teste de preferéncia
condicionada de lugar (CPP) e mostraram prejuizo na tarefa do labirinto em Y. A
atividade e o comportamento emocional também ficaram alterados nos
camundongos H1R-Knockout, porém nada aconteceu no paradigma de RO
(Zlomuzica et al., 2008). No presente trabalho, verificou-se que Pyr, o antagonista do
receptor H1, ndo prejudicou a consolidacao de memaéria de RO quando infundidos
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na regiao CA1 do hipocampo dorsal imediatamente, 30, 120 ou 360 min apds o
treino.

Os ratos que receberam agonista e antagonistas histaminérgicos 24 horas
antes de serem expostos as tarefas de Labirinto em Cruz Elevado e Campo aberto
ndao mostraram alteracdo na atividade locomotora e exploratéria nem no estado de
ansiedade. Estes resultados demonstram que o efeito amnésico produzido pelo
tratamento farmacoldgico do antagonista H2 e do agonista H3 ndo é devido a
inducdo de danos permanentes ao hipocampo, mas a um efeito inibitorio real sobre
o processo de consolidacao da memdéria de RO.

Trabalhos desenvolvidos em nosso laboratorio mostram que a histamina
melhora a consolidagcdo de memoria aversiva na tarefa de esquiva inibitoria (El).
Essa facilitacdo induzida pela histamina e pelo SKF-91844, inibidor da N-
metiltransferase, mostradas nos resultados é bloqueada pela Ran, antagonista H2 e
mimetizada por dimaprit, agonista H2, indicando que o efeito promnésico deste
neurotransmissor € devido a ativacdo dos receptores H2 (Da silva et al., 2006).
Devido a outro recente trabalho do nosso grupo que demonstra que a histamina
também facilita a consolidacao da extingdo de memdrias aversivas (Bonini et al.,
2011), decidiu-se investigar se o sistema histaminérgico esta envolvido na
consolidacdo de memoérias de RO. Nossos resultados mostram que a infusdo do
antagonista H2 prejudica a consolidagdo de memérias de RO quando infundido 30
ou 120 minutos ap6s o treino, sugerindo que este efeito amnésico desta amina é
tempo-dependente e requer a participacao dos receptores H2 para acontecer.

Relatos na literatura indicam que a administracao de agonistas do receptor H3
causam prejuizo no desempenho de ratos na tarefa de RO, e na resposta a esquiva
passiva na mesma dose que reduz a liberacdo de acetilcolina (ACh) no cértex de
ratos (Blandina et al.,, 1996). Esta evidéncia mostra o efeito cognitivo da histamina
na modulagdo dos neurbnios colinérgicos (Quirion et al., 1995). Experimentos em
microdialise demonstram que o immepip, um agonista do receptor H3, aumenta a
liberacdo de GABA no cortex, e que a bicuculina, antagonista do receptor GABAA,
reverte a inibicao da liberagcdo de ACh induzida pelo immepip (Giogetti et al., 1997).
Além disso, Arrang e colaboradores (1983) mostram que os receptores H3 sao
capazes de regular a sintese, bem como, inibir a liberacdo de histamina dos

neuronios.
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Nossos dados mostram que o Ime prejudica a consolidagdo da memoéria de
RO quando infundido na janela de tempo de 30 a 120 minutos ap6s uma sessao de
treino. Isso pode acontecer devido a ativacdo dos autoreceptores pré-sinapticos H3,
que inibem a liberacdao de histamina na fenda sinaptica, induzindo uma diminuicao
nos niveis de histamina disponiveis. Este resultado foi demonstrado pelo estado
amnésico dos ratos, no qual eles passam a mesma quantidade de tempo explorando
os objetos (novo e familiar) na sessao de teste. Além disso, ndés observamos que
Thi, antagonista H3, ndo exerceu efeito na consolidagdo de memorias na tarefa de
RO.

Os resultados obtidos nesta tese de doutorado corroboram com a importancia
do sistema histaminérgico na consolidacdo de memdrias. Através dos nossos
resultados demonstramos a importante acao modulatéria que o sistema
histaminérgico exerce sobre o processo de formag¢do da meméria de RO.



6 CONCLUSOES

O receptor H1 quando inibido, pela pirilamina, ndo mostrou efeito no processo
de consolidagdo da memaria de RO.

O receptor H2 quando inibido, pela ranitidina, mostrou efeito prejudicial no
processo de consolidagcdo da memdéria de RO.

O receptor H3 quando inibido, pela tioperamida, nao mostrou efeito na
consolidacao da meméria, porém quando ativado, pelo imetit, mostrou prejuizo na

consolidacdo da meméria de RO.

Os antagonistas e o agonista dos receptores histaminérgicos ndo mostraram

alteracoes locomotoras, exploratérias ou no estado de ansiedade dos animais.

Logo, conclui-se que o sistema histaminérgico esta envolvido na consolidagéo

de memorias de RO através dos receptores H2 e H3 hipocampais.
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Abstract
The brain’s histamine system has been implicated in both arousal and reinforcement.
Previous evidence from our laboratory has shown that histamine receptors located into the
hippocampus modulate learning and memory on the fear extinction and aversive processes.
Therefore, to determine the role of hippocampal histaminergic receptors on recognition
memory, adult male Wistar rats with infusion cannulae stereotaxically aimed to the CAf1
region of dorsal hippocampus were trained in an object recognition learning task involving
exposure to two different stimulus objects. Memory retention was assessed 24 h after
training. In the test session, one of the objects presented during training was replaced by a
novel one. When infused in the CA1 region immediately, 30, 120 or 360 min after training,
the ranitidine, H2 receptor antagonist, and imetit, H3 receptor agonist, blocked long-term
memory retention in a time-, dose-dependent manner (30 to 120 min) without affecting
exploratory behavior, anxiety state or the functionally of the hippocampus. Our data indicate

that histaminergic system is involved in consolidation of object recognition memory.

Key words: histamine, memory consolidation, histaminergic system, object recognition



1. INTRODUCTION

Memory consolidation has been defined on the basis of the observation that a newly formed
memory undergoes a transformation process, becoming stronger and more resilient over
time until it is insensitive to disruption (Alberini, 2005). Consolidation of different types of
memory, including contextual, spacial, appetitive and fear-based, require distinct brain
regions and neurotransmitters that suggest the involvement of distinct memory systems
(Lorenzini et al, 1999; Poldrack et al, 2003). Many complex events are necessary in the brain
in order to keep a memory process (Alvarez and Banzan, 2008).

The object recognition paradigm (OR) is an adapted memory test based on the natural
propensity of the rodent to explore novelty that confers to the animals the ability to
discriminate between novel and familiar entities (Romero-Granados et al, 2009). This
paradigm is especially suited to test the effects of pharmacological intervention on learning
and memory (Dere et al, 2007). Novelty induces arousal and has motivational effects that are
used as a reinforcer to induce learning (Bevins and Besheer, 2005). Multiple brain structures,
as well as multiple neurotransmitter/neuromodulators like histamine are involved in the
induction and regulation of arousal and its behavior consequences (Miller and O’Callaghan,
2006). The difficulty to recognize familiar items or to discriminate them from novel ones is
one of the early symptoms of cognitive decline in Alzheimer’s disease (Dudas et al, 2005;
Budson et al, 2005). Pharmacological studies suggest that the integrity of hippocampal
formation is required for acquisition and storage of information (Balderas et al, 2008).
Histamine is synthesized by neurons in the tuberomammilary nucleus whose axons ramify
throughout the brain. Of the four histamine receptors identified so far only H1, H2 and H3
subtypes are expressed in the brain. The H4 subtype occurs mainly in peripheral tissues. H1
and H2 receptors potentiate excitatory inputs while H3 receptors down-regulate histamine
syntheses and releases and the releases of other neurotransmitters (Hass et al, 2008).

Histamine controls the sleep-wake cycle and nociception and modulates the activity of the



hippocampus, (Hass et al, 2008) involved in fear memory consolidation, aversive memory,
and control anxiety (Da Silva et al, 2006; Bonini et al, 2011).

Although it is well known that sedative antihistamines induce cognitive decline in human
through blockage of H1 receptor (Yanai et al, 1995), both facilitatory and inhibitory effects of
neuronal histamine on learning and memory have been described in animal behavior studies.
De Almeida and Izquierdo (1986) found that intracerebroventricular administration of
histamine facilitates the retention of step-down inhibitory avoidance behavior. However,
Huston and collaborators (1997) reported that bilateral lesion of the tuberomammillary nuclei
improves performance in several learning and memory paradigm.

In this work, we investigated the role of histaminergic system on consolidation of OR
memory, a well-established learning paradigm for studying declarative memory in rats,

analyzing the possible interplay between the different subtypes of histaminergic receptors.



2. METHODS

2.1. Animals preparation surgery and drugs infusion procedure

Male Wistar rats (3-month-old 250-280 g) raised in our own facilities or bought at FEPPS
(Fundagcédo Estadual de Producdo e Pesquisa em Saude do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, Brazil) were used. The animals were housed 5 to a cage and kept with free access to
food and water under a 12/12 light/dark cycle, with light onset at 7:00 AM. The temperature
of the animal’s room was maintained at 22—-24 _C. To implant them with indwelling cannulae,
rats were deeply anesthetized with thiopental (i.p., 30-50 mg/kg) and 27-gauge cannulae
stereotaxically aimed to the CA1 region of the dorsal hippocampus, in accordance with
coordinates (AP - 4.0, LL £3.0, VD -1.8) taken from the atlas of (Paxinos and Watson, 1986).
Animals were allowed to recover from surgery for 4 days before submitting them to any other
procedure.

At the time of drug delivery, 30-gauge infusion cannulae were tightly fitted into the guides.
Infusions (1pl/side) were carried out over 60 s and the cannulae were left in place for 60
additional seconds to minimize backflow. The placement of the cannulae was verified
postmortem: 2—4 h after the last behavioral test, 1pl/side of a 4% methylene-blue solution
were infused as described above and the extension of the dye 30 min thereafter was taken
as an indication of the presumable diffusion of the vehicle or drug previously given to each
animal. Only data from animals with correct cannulae implants were analyzed. All procedures
were conducted in accordance with the ‘Principles of laboratory animal care’ (NIH publication
No. 85-23, revised 1996). Every effort was made to reduce the number of animals used and

to minimize their suffering.

2.2.Drugs
Drugs were from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA; pyrilamine, ranitidine and imetit); or
Tocris Cookson Ltd. (Avonmouth, Bristol, UK; thiperamide). They were dissolved in saline

and stored at -20°C. Before use aliquots were diluted to working concentration with vehicle



(saline). The doses used were based on previous work of our group (Da Silva et al, 2006;

Bonini et al, 2011).

2.3 Behavioral procedures

2.3.1. Object recognition paradigm

The object recognition task was conducted in an open field arena (60 x 40 x 50 cm) built of
polyvinyl chloride plastic, plywood and transparent acrylic as described by Myskiw et al.,
2007 and Rossato et al., 2007. Before training, animals were habituated to the experimental
arena by allowing them to freely explore it during 20 min per day for 4 days in the absence of
any other behaviorally relevant stimulus. The stimulus objects were made of metal, glass or
glazed ceramic. There were several copies of each object, which were used interchangeably.
Glued to the base of each object was a round piece of velcro, which was used to fix the
object to the arena’s floor. The role (familiar or novel) as well as the relative position of the 2
stimulus objects were counterbalanced and randomly permuted for each experimental
animal. The open field arena and the stimulus objects were cleaned thoroughly between
trials to ensure the absence of olfactory cues. Exploration was defined as sniffing or touching
the stimulus object with the nose and/or forepaws. Sitting on or turning around the objects
was not considered exploratory behavior. A video camera was positioned over the arena and
the rats’ behavior was recorded using a video tracking and analysis system for later
evaluation. The experiments were performed by an observer blind to the treatment condition
of the animals. For training, rats were placed in the open field containing two different objects
and left to freely explore them for 5 min. The test session was performed 24 h after training.
In the test sessions one of the familiar objects was randomly replaced by a novel one, and
rats were reintroduced into the open field for five additional minutes. The compounds to be
tested were bilaterally infused into the CA1 region of the dorsal hippocampus (1ul/side)

immediately after training, 30,120 or 360 min



2.3.2. Open field and plus maze

To analyze exploratory and locomotor activities, the animals were placed on the left rear
quadrant of a 60 x 40 x 50cm open field with white plywood walls and a floor divided into 12
equal squares. The number of line crossings and the number of rearings were measured
over 5 min and taken as an indicator of locomotor and exploratory activities, respectively.

To evaluate anxiety state, rats were exposed to an elevated plus maze as detailed in Pellow
et al, 1985. The total number of entries into the four arms, the number of entries and the time
spent into the open arms were recorded over a 5 min session. In the open field and plus
maze paradigms the animals received a bilaterally infusion of drugs into the CA1 region of

dorsal hippocampus (1ul/side) 24h before tests.

2.4 Statistical analyses

Data were analyzed using one-sample Student’s ttest or one-way ANOVA.



3. RESULTS

To determine the role of hippocampal histaminergic receptors in recognition memory, adult
male Wistar rats were trained in an OR task involving exploration of two different objects.
Immediately, 30, 120 or 360 min later they received bilateral intra-CA1 infusions of the H;-
receptor antagonist, pyrilamine (Pyr - 50mM), the H,-receptor antagonist, ranitidine (Ran -
50mM), the Hs-receptor antagonist, thioperamide (Thi - 50mM), or the Hs-receptor agonist
imetit (Ime - 10mM) (1pl/side; Da Silva et al, 2006).

Rats that received vehicle, Pyr (Fig 1; t17=4.136, p<0.001 for Veh; t=3.195, p<0.01 for Pyr
0’; t6=3.362, p<0.01 for Pyr 30’; t7=2.948, p<0.01 for Pyr 120’ and t7=2.778, p<0.01 for Pyr
360’ in one-sample Student’s t test with theoretical mean=50), or Thi (Fig.2; t1¢=4.661,
p<0.001 for Veh; t7=2.454, p<0.05 for Thi 0’; t=2.271, p<0.05 for Thi 30’; t=2.269,
p<0.05 for Thi 120’ and tg=2.645, p<0.05 for Thi 360’ in one-sample Student’s t test with
theoretical mean=50) explored the novel object (C) significantly longer than the familiar one
(A). However, animals that received Ran (Fig 3; ts=5.936, p<0.001 for veh; t4=3.495,
p<0.001 for Ran 0’; t(g=1.533, p>0.05 for Ran 30’; t=0.8075, p>0.05 for Ran 120’;
t10=5.041, p<0.001 for Ran 360’ in one-sample Student’s t test with theoretical mean=50) or
Ime (Fig 4; t17=4.136, p<0.001 for Veh; t5=2.792, p<0.05 for Ime 0’; t=0.7082, p>0.05 for
Ime 30’; t5=0.8117, p>0.05 for Ime 120’; {,=2.778, p<0.05 for Ime 360" in one-sample
Student’s t test with theoretical mean=50) spent the same amount of time exploring the novel
(C) and the familiar object (A). This suggests that in this period the amnesia was due an
impairment of consolidation process caused by an inhibition on H,-receptor by ranitidine
demonstrating an involvement of this system receptor. The same occur with Ime, an Hs;-
receptor agonist, suggesting a participation of this specific receptor in a regulation of the
histamine availability on synaptic cleft.

To investigate whether the amnesia caused by posttraining administration of Ran and Ime
was actually due to impairment of the consolidation process or, instead, it was induced by a

delayed action on hippocampal function, anxiety and/or exploratory activity able to hinder



retrieval of OR memory consolidation, rats received bilateral intra-CA1 infusion of Pyr, Ran,
Ime or Thi 24 h before exposure to a plus maze or an open field arena (Table 1). None of
these compounds had any effect in the total number of entries, in the number of entries into
the open arms, or in the percentage of time spent in the open arms during the plus maze
session. Likewise these compounds did not affect the number of crossing and rearings

during a 5-min long free-exploration session of the open field arena.



4. DISCUSSION

The hippocampus has long been thought to be an important region for associative learning
and memory. High density of H1 and H2 receptor subtypes was found in hippocampal
formation (Pollard an Bouthenet, 1992). Besides, Dai and collaborators (2007) demonstrated
that neuronal histamine can enhance learning and memory processes in the frontal cortex
and hippocampus through activation of H1 and H2 receptors. In the rodent brain two
postsynaptic histamine receptors (H1 and H2) and one presynaptic autoreceptor (H3) have
been identified. The H1 is expressed abundantly in various cerebral structures including
hippocampus (Hasendhrl and Huston, 2004).

Neuronal histamine, derived from the nucleus tuberomammillaris of the posterior
hypothalamus, has been implicated in arousal, awakening, and maintenance of wakefulness
and sleep-wake cycles (Lin, 2000). Diminished alertness, slowed reaction times, and
somnolence are common manifestation of treatment with H1 antagonists, thus suggesting
that histamine is required for arousal (Blandina et al, 2009). H1R-Knockout (KO) mice did not
exhibit novel object-induced conditioned place-preference (CPP) and showed impaired
novelty-induced alteration in the Y-maze. The activity and emotional behavior was likewise
altered in the H1R-KO mice, but no change happened in one-trial object-place recognition
(Zlomuzica et al, 2008). We found that Pyr, an H1 receptor antagonist, does not impair the
consolidation of the OR memory when infused in CA1 region of the dorsal hippocampus
immediately, 30, 120 or 360 min. after training section. The behavior on plus maze or open
field paradigms was unaffected.

Our group found that histamine enhances consolidation of aversive memory in a one-trial
step-down inhibitory avoidance task (lA). These results showed that the facilitation induced
by histamine and SKF-91844 was blocked by Ran, a H2 receptor antagonist, and mimicked
by dimaprit, a H2 receptor agonist, indicating that the promnesic effect of this
neurotransmitter is due to the direct activation of H2 receptors (Da Silva et al, 2006). Since

we recently demonstrated that histamine facilitates consolidation of fear extinction (Bonini et



al, 2011) we decided to investigate whether this receptor is involved in the consolidation of
OR memory. Our results agreed with previous reports showing that Ran impairs
consolidation of OR memory and that was only observed when histamine was administered
in 30 to 120 min. after training, suggesting that the amnesia effect of this amine is due to a
time-dependent enhancement of the consolidation process that requires hippocampal H2-
receptors to happen.

Reports from the literature indicate that the administration of H3 receptor agonist impairs rat
performance in OR and in a passive avoidance response at the same doses that reduced
acetylcholine (ACh) release from freely moving rat cortex (Blandina et al, 1996). This
evidence related the cognitive effects of histamine to modification of cholinergic
neurotransmission (Quirion et al, 1995). Microdialysis experiment demonstrated that
immepip, an H3 receptor agonist, increases GABA release from the cortex, and bicuculline, a
GABA receptor antagonist, reverses the inhibition of ACh release induced by immepip
(Giogetti et al, 1997). Thus, H3 heteroreceptors facilitate GABA release, which, in turn,
inhibits ACh release. Our data agree with reports showing that Ime impairs OR consolidation
memory when H3 agonist receptor was infused in the time window (30 to 120 min.) after
training section. It might happen because the activation of presynaptic autoreceptor H3,
which inhibits histamine release on the synaptic cleft, induces to a decrease in the histamine
levels. This result was demonstrated by the amnesia state of rats that spend the same
amount of time exploring both the new and familiar objects. Moreover, we observed that Thi,
H3 receptor antagonist, had no effects on consolidation of OR memory.

Consistent with previous findings, this study supports the importance of histaminergic system
on consolidation of OR memory. In conclusion, our results show that histamine neural
systems exert important modulation action on learning and memory functions in the brain.
We conclude that Ran, a H2 antagonism has an amnesic effect on memory consolidation
and that Ime, a H3 agonist also impairment consolidation memory in the time window of 30 to

120 min. on the object recognizing task.
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Fig. 3
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Table 1

VEH

PYR
(50 nmol/side)

RAN
(50 nmol/side)

THI
(50 nmol/side)

IME
(10 nmol/side)

Pluz maze

Total entries

Entries in open arms
Time in open arms (s)
Open field

Crossings

Rearings

12.63 + 0.6876
6.289 + 0.4754

33.30 +2.742

62.44 +4.322

20.05 +1.375

17.90 +1.260
10.00 +1.022

52.22 + 3.544

66.89 +11.18

23.56 + 3.66

14.80 + 1.263
7.111 +£1.448

37.11 £8.071

52.38 +7.944

14.13 + 2.856

11,70 +1.713
6.20 + 1.245

38.63 +6.487

41.80 +6.487

12.60 + 2.262

14.80 + 1.263
7.800 +0.9978

39.95 + 5.934

63.63 + 7.569

24.25 + 3.022
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Legends

Figure 1. Pyrilamine does not impair consolidation of object recognition memory. Male
Wistar rats were implanted with infusion cannulae in the CA1 region of the hippocampus.
Five days later they were submitted to a training session (Tr) in the object recognition
paradigm, rats were exposed to two different objects (A and B) for 5 min and immediately,
30, 120 or 360 min after that received bilateral intra-CA1infusions (1pl/side) of vehicle (Veh)
or of the Hy-receptor antagonist Pyrilamine (50 mM, Pyr). Twenty-four hours after training,
the animals were exposed to a familiar (A) and a novel object (C) (Test). Data are expressed
as mean + S.E.M. of the percentage of the exploration time for each object with respect to
the total exploration time of both objects. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 in a one

sample t test versus a theoretical mean of 50. n = 7-18 per group.

Figure 2. Thioperamide does not impair consolidation of object recognition memory.
Male Wistar rats were implanted with infusion cannulae in the CA1 region of the
hippocampus. Five days later they were submitted to a training session (Tr) in the object
recognition paradigm, rats were exposed to two different objects (A and B) for 5 min and
immediately, 30, 120 or 360 min after that received bilateral infusions (1ul/side) in CA1
region of the dorsal hippocampus of vehicle (Veh) or Hs-receptor antagonist Thioperamide
(50 mM, Thi). Twenty-four hours after the training session, the animals were exposed to a
familiar (A) and a novel object (C) (Test). Data are expressed as mean + S.E.M. of the
percentage of the exploration time for each object with respect to the total exploration time of
both objects. * p < 0,05, *** p < 0,001 in a one sample t test versus a theoretical mean of 50.

n = 9-18 per group.

Figure 3. Ranitidine impairs consolidation of object recognition memory. Male Wistar
rats were implanted with infusion cannulae in the CA1 region of the hippocampus. Five days
later they were submitted to a training session (Tr) in the object recognition paradigm, rats

were exposed to two different objects (A and B) for 5 min and immediately, 30, 120 or 360



min after that received bilateral infusions (1pl/side) in CA1 region of the dorsal hippocampus
of vehicle (Veh) or H,-receptor antagonist Ranitidine (50 mM, Ran). Twenty-four hours after
the training session, the animals were exposed to a familiar (A) and a novel object (C) (Test).
Rats spent the same amount of time exploring the novel and the familiar object, in the time
window of 30 to 120 min. Data are expressed as mean = S.E.M. of the percentage of the

*k %k

exploration time for each object with respect to the total exploration time of both objects. *** p

< 0,001 in a one sample t test versus a theoretical mean of 50. n = 10-25 per group.

Figure 4. Imetit impairs consolidation of object recognition memory. Male Wistar rats
were implanted with infusion cannulae in the CA1 region of the hippocampus. Five days later
they were submitted to a training session (Tr) in the object recognition paradigm, rats were
exposed to two different objects (A and B) for 5 min and immediately, 30, 120 or 360 min
after that received bilateral infusions (1pl/side) in CA1 region of the dorsal hippocampus of
vehicle (Veh) or Hs-receptor agonist Imetit (10 mM, Ime). Twenty-four hours after the training
session, the animals were exposed to a familiar (A) and a novel object (C) (Test). Data are
expressed as mean = S.E.M. of the percentage of the exploration time for each object with
respect to the total exploration time of both objects. * p < 0,05, *** p < 0,001 in a one sample

t test versus a theoretical mean of 50. n = 6-18 per group.

Table 1. Bilateral intra-CA1 infusion of Ime, Pyr, Ran or Thi has no effect on anxiety,
locomotor and exploratory activities. Vehicle (Veh), Pyr (1ul/side 50mM), Ran (1pul/side
50mM), Thio (1ul/side 50mM) or Ime (1ul/side 10mM) were infused into dorsal CA1 24 h
before an open field or a plus maze session. Data are expressed as mean (+ S.E.M.) of the
total number of entries, the number of entries into the open arms or of the percentage of time
spent in the open arms (Plus maze; n=10 per group), and the number of crossing and rearing

(Open field; n= 8-10 per group).



