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RESUMO

O Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) participa de processos de
plasticidade sindptica subjacentes a aprendizagem e memoria. A acdo do BDNF no
hipocampo e na amigdala € necesséria para a formacao de memadria emocionais,
incluindo a memoéria de medo. Além disso, foi demonstrado em roedores que a
persisténcia da memdéria aversiva depende um pico tardio na expressao de BDNF-
maduro que ocorre no hipocampo. Contudo, ainda sdo necessarias investigacoes
sobre o papel do BDNF-maduro na plasticidade sinaptica e processos de memoria
em aves. Neste estudo o Experimento 1 investigou se o condicionamento som-
choque induz um ciclo tardio de expressdo do BDNF-maduro no hipocampo e
amigdala de pombos. Pombos adultos receberam implante bilateral de microcanula
intra-hipocampal e, sete dias apds foram treinados com trés pareamentos som-
choque e designados para um dos trés grupos: condicionamento e anisomicina
(CondANl) , condicionado e salina (CondSAL) e condicionado nao tratado (Cond). O
grupo NAIVE nao teve tratamento ou condicionamento. O Experimento 2 investigou
se 0 bloqueio da acdo do BDNF-maduro por infusdo intra-hipocampal de
anisomicina, e do antagonista do receptor TrkB, K252a, interferem na persisténcia
da memoria de medo condicionado ao contexto e ao som. Foram usados grupos de
pombos que receberam infusdo intra-hipocampal 11 h apds o treino de salina
(CondSAL2 e CondSAL7), anisomicina (CondANI2 e CondANI7), ou K252a (CondK2
e CondK7), e também controles nao tratados (Cond2 e Cond7). Os animais foram
testados ao contexto e a som 2 ou 7 dias apos treino. No Experimento 1 a andlise
por Western blotting indicou que os valores de BDNF-maduro no hipocampo dos
pombos Cond e CondSAL foram maiores do que nos pombos CondANI e NAIVE (p
< 0,05). Os valores de BDNF-maduro na amigdala nao diferiram entre os grupos
condicionados (p > 0,05). No Experimento Il ndo houve diferengas significativas
entre grupos no teste ao contexto realizado 2 dias apés o treino (p > 0,05), mas no
quando testados 7 dias apds o treino os grupos CondANI7 e CondK7 apresentaram
menor ocorréncia de congelamento do que Cond7 e CondSAL7 (p < 0,05). Nao
houve diferengas significativas entre grupos nos testes ao som realizados 2 e 7 dias
apos o condicionamento (p > 0,05). Os dados do Experimento | indicaram que o
treino em condicionamento classico aversivo induziu o aumento tardio da expressao
BDNF-maduro no hipocampo e na amigdala, enquanto que os dados do
Experimento 2 demostraram que a infusdo intra-hipocampal de anisomicina e de
K252a prejudicaram a persisténcia da memoria de medo condicionado ao contexto,
mas nao a memoria de medo condicionado ao som. Esses resultados estariam
relacionados com uma dissociagdo entre o0 hipocampo e amigdala no
processamento das informacdes contextuais e sonoras no medo condicionado. Em
conjunto nossos dados evidenciam que a experiéncia do condicionamento ativa uma
série de eventos moleculares que levam ao aumento da expressdo do BDNF-
maduro no hipocampo e na amigdala, garantindo a regulacao fina da plasticidade
neuronal necessaria para a memoria.

Palavras-chave: condicionamento classico aversivo; hipocampo; amigdala; pro-
BDNF; BDNF-truncado; BDNF-maduro.
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ABSTRACT

The Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) participates in processes of synaptic
plasticity underlying learning and memory. The action of BDNF in the hippocampus
and amygdala is necessary for the formation of emotional memory, including fear
memory. Furthermore, it was demonstrated that rodent aversive memory depends on
persistence of a late peak in the expression of mature BDNF, which occurs in the
hippocampus. However, we still need further investigations on the role of mature
BDNF in synaptic plasticity and memory processes in birds. In this study, Experiment
1 investigated whether the tone-shock conditioning induces a late cycle-expression of
mature - BDNF in the hippocampus and amygdala of pigeons. Adult pigeons
underwent bilateral implantation of intra-hippocampal microcanullae and seven days
later were trained with three tone-shock pairings and assigned to one of three
groups: conditioning and anisomycin (CondANI), conditioning and saline (CondSAL)
and untreated conditioning (Cond). The NAIVE group had no treatment or
conditioning. Experiment 2 investigated whether blockade of the action of mature-
BDNF with intra-hippocampal infusion of anisomycin or of TrkB receptor antagonist,
K252a, interferes with the persistence of memory of conditioned contextual fear and
conditioned tone fear. Groups of birds that at 11 h after the training received intra-
hippocampal infusion of saline (CondSAL2 and CondSAL7) anisomycin (CondANI2
and CondANI7) or K252a (CondK2 and CondK7) as well as untreated controls
(COND2 and Cond7) were used. Tests to the context and to the tone were conducted
2 days or 7 days after training. In Experiment 1 analysis by Western blotting indicated
values of mature-BDNF in the hippocampus of pigeons and Cond CondSAL that
were higher than in CondANI and NAIVE pigeons (p < 0.05). The values of mature-
BDNF in the amygdala did not differ between the conditioned groups (p > 0.05). In
Experiment Il there were no significant differences between groups in the context test
conducted 2 days after training (p > 0.05), but when tested 7 days after training both
the CondANI7 and CondK7 groups showed lower occurrence of freezing than Cond7
and CondSAL7 (p < 0.05). There were no significant differences between groups in
the tests to the tone conducted 2 or 7 days after conditioning (p > 0.05). The data of
Experiment | indicated that training in classical aversive conditioning induced
increase in late expression of mature-BDNF in the hippocampus and amygdala,
whereas the data from Experiment 2 showed that intra-hippocampal infusion of
anisomycin and K252a disrupted persistence of the memory of contextual fear
conditioning, but not of fear memory to the tone. These results could be related to a
dissociation between the hippocampus and amygdala in processing auditory and
contextual information in fear conditioning. Taken together our data show that the
conditioning experience activates a series of molecular events that lead to increased
expression of mature-BDNF in hippocampus, and amygdala, which guarantee
regulation of neuronal plasticity required for memory.

Key words: aversive classical conditioning; hippocampus; amygdala; pro-BDNF;
truncated-BDNF; mature-BDNF.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aprendizagem e Memoria

Os individuos de todas as espécies possuem a habilidade de reagir
adequadamente a situagdes de perigo que ameagcam a sua sobrevivéncia. Esta
habilidade pode ser incondicionada ou ndo aprendida, como também pode ser
aprendida. Assim, por meio da experiéncia com eventos ameacgadores ou perigosos
os individuos adquirem conhecimento sobre eles e o ambiente em que ocorrem,
podendo prever sua ocorréncia futura e programar ou modificar 0s seus
comportamentos. Essas experiéncias vivenciadas desencadeiam alteracoes
comportamentais, celulares e moleculares no sistema nervoso central (SNC),
resultando na formagdo da meméria. Essa capacidade de aprendizagem €
extraordinaria, pois é por meio dela que € possivel modificar o comportamento em
relacdo aos eventos do ambiente e as respostas do organismo (Catania, 1999;
Kandel, 2001).

Os estudos sobre aprendizagem salientam que existem diferentes tipos de
experiéncias que resultam em processos nao-associativos e em processos
associativos, fundamentando a consideracdo das classes de aprendizagem nao-
associativa e de aprendizagem associativa. Ocorre aprendizagem nao-associativa
quando a experiéncia vivenciada pelo individuo envolve um s6 tipo de estimulo que
se repete regularmente ou que tem duracdo prolongada, sem que se estabelecam
relagbes funcionais entre estimulos ou entre estimulo e comportamento. Quando isso
acontece, ocorrera a habituacdo, processo caracterizado pelo decréscimo
progressivo da resposta a estimulos indcuos, repetitivos ou continuos. Quando ha a

exposicao a um estimulo aversivo pode ocorrer aumento na magnitude da resposta a



um estimulo inécuo que ocorre num momento posterior, sem associagcdo com 0
primeiro. A aprendizagem associativa ocorre quando as experiéncias vivenciadas
resultam no estabelecimento de uma relacdo de associagao ou de contingéncia entre
diferentes estimulos e também entre estimulos e comportamentos. Isso ocorre no
condicionamento classico, com relagdes de associacdo ou contingéncias entre dois
estimulos (por exemplo, som e choque, cheiro e alimento) e no condicionamento
operante, com estabelecimento de contingéncias entre estimulos antecedentes,
comportamento e o estimulo consequente (por exemplo, som, resposta de pressao a
barra, alimento) (Ferrari et al., 1999; Kandel, 2001).

As experiéncias nao-associativas e associativas induzem processos
comportamentais de aprendizagem que se correlacionam com alteracdes celulares e
moleculares no SNC que garantem a formacdo da meméria. A memébria é
caracterizada como o processo de manutencdo ao longo do tempo do conhecimento
adquirido por aprendizagem; a duracdo da memobria depende de mecanismos
celulares e moleculares especificos (Kandel, 2001).

A meméria pode ser classificada de acordo tanto com a sua duragdo ou seu
periodo de armazenamento, ou seja, memoria de curto prazo e de longo prazo,
quanto de acordo com seu conteudo, ou seja, memoéria explicita e implicita (Kandel,
2001). A memoria de curto prazo se refere ao armazenamento de pequena
quantidade de informagdes por periodo de tempo limitado a segundos e poucos
minutos, até 3 horas, sendo independente da transcricdo de acido ribonucleico
mensageiro (MRNA), e de sintese proteica. Ja a memoéria de longo prazo refere-se
ao armazenamento de grande quantidade de informacdes por um periodo de tempo
prolongado que pode variar em horas, dias e até anos (lzquierdo et al., 2000;

Bekinschtein et al., 2007; Mizuno et al., 2012). A memdria de longo prazo pode ser



explicita ou declarativa quando inclui o conhecimento auto-biografico e sobre fatos ou
eventos, cuja evocacao requer um esforgo consciente. Também, a memaria de longo
prazo pode ser implicita, de procedimento ou operacional quando esta relacionada a
comportamentos que dependem de treino repetido, e a informacbes que nao
dependem da consciéncia para serem evocadas, como ocorre em condicionamentos

reflexos e em habilidades motoras (Squire e Kandel, 2003).

1.2. Condicionamento Classico Aversivo
A exposicao a eventos ambientais aversivos e ameagadores desencadeia
respostas de defesa e resulta em formacdo da meméria de experiéncias aversivas
que persistem no tempo. Entre tais experiéncias temos aquelas que resultam em
condicionamento classico aversivo, também denominado Pavloviano ou respondente
(Rescorla, 1968), o qual se refere a uma classe de aprendizagem que envolve
relacbes de contingéncia entre um estimulo in6bcuo e um estimulo aversivo
incondicionado, as quais resultam em controle de estimulos com a ocorréncia de
processos comportamentais complexos, cuja organizacdo envolve atividade em
circuitos neuronais que integram diferentes dareas cerebrais. Uma intensa
investigacdo sobre o controle de estimulos estabelecido pelo condicionamento
classico aversivo contribuiu expressivamente para a producdao do conhecimento
sobre as bases neurais da aprendizagem e memoria, principalmente do medo
condicionado (Fendt e Fanselow, 1999).
No condicionamento classico aversivo um evento/estimulo, inicialmente
neutro (som ou luz) seguida de um estimulo incondicionado (El) aversivo (choque
elétrico) adquire a capacidade de controlar as respostas incondicionadas a outro

estimulo ao qual foi associado; ou seja, torna-se um estimulo condicionado (EC) que



passa a eliciar respostas condicionadas (RC) (Rescorla, 1968; Catania, 1999;
Kandel, 2001; Bast et al., 2003; Brito et al., 2006). O El é também associado ao
ambiente onde ocorre o condicionamento, denominado como contexto de
treinamento (Anagnostaras et al., 2001; Maren, 2001; Canteras et al., 2012). A partir
destas associacdes estabelece-se uma relagdo em que o estimulo neutro (som, luz
ou contexto) passa a ser um EC, que elicia a resposta condicionada, denominada de
medo ou medo condicionado (Landeira-Fernandez, 1996; Maren et al., 1997;
Fanselow, 2010). Portanto, apdés pareamentos som-choque, o0s estimulos
contextuais ou do som (EC) passam a induzir a ocorréncia de comportamentos
defensivos, parte do repertério de defesa que contribuem para a autopreservagao do
organismo (Fendt e Fanselow, 1999; Maren, 2001; Shuhama et al., 2007). Tais
comportamentos foram identificados e classificados por meio de andlises
experimentais, consistindo em exploracdo cautelosa do ambiente por meio da
avaliacao de risco, comportamentos alimentares, locomogao, imobilidade completa
ou congelamento (freezing), fuga orientada ou ataque, e submissédo (Blanchard et
al., 1988; Shuhama et al., 2007). Geralmente essas respostas sdo acompanhadas
de reagdes neurovegetativas tais como aumento da pressdo sanguinea, frequéncia

cardiaca e respiratéria, analgesia e alteracdes hormonais (Fendt e Fanselow, 1999).

Entre as estruturas neurais que participam dos processos de aprendizagem e
mem©éria do medo condicionado, estdo a amigdala e o hipocampo. A amigdala é o
componente central do circuito neural do medo, sendo mais responsavel pela
mem©éria emocional aversiva sinalizada ou discriminativa; o hipocampo, por sua vez,
foi identificado como uma estrutura mais envolvida com processos de memoria
contextual aversiva, sendo fundamental para a estabilizacdo da representacao

sensorial e cognitiva do contexto (Kim e Fanselow, 1992, Eichenbaum et al., 1992;



lzquierdo e Medina, 1993; LeDoux, 2000; Maren, 2001; Zhang et al., 2001; Bast et
al., 2003; Brito et al., 2006; Ma et al., 2011; An et al., 2012; Canteras et al., 2012;
Wang et al., 2013). Uma das fun¢des do hipocampo seria montar uma representagcao
contextual associada ao estimulo incondicionado, permitindo consolidar e estabilizar
uma memdria de uma representacao integrada do contexto aversivo (Agnostaras et
al., 2001; Bast et al., 2001). Também ha evidéncias de que o hipocampo participa
dos processos de condicionamento classico aversivo a estimulos discretos
(Richmond et al., 1999; Bast et al., 2003). A memodria permanece hipocampo-
dependente poucos dias apds o treino, sendo progressivamente incorporada a
outras areas corticais (Bontempi et al., 1999; Tse et al.,, 2007). Além disso,
demonstrou-se que o0 complexo da amigdala basolateral esta envolvido na
consolidagdo da memodria do medo contextual em resposta a um ambiente
relacionado com o predador. Lesdes dos nucleos basomedial posterior e lateral da
amigdala de gatos causaram uma reducdo nas respostas de medo contextual
(Martinez et al., 2011).

A discussao da participagdo do hipocampo no condicionamento de medo é
encontrada em uma extensa literatura, principalmente nas duas ultimas décadas
(Beckinschtein et al., 2007; Fanselow, 2010; Mizuno et al., 2012; Wang et al., 2013).
Ha estudos que indicam que o hipocampo dorsal de mamiferos participaria
fundamentalmente do condicionamento contextual aversivo, mas ndo do
condicionamento a um estimulo discreto, como o som ou a luz (Kim e Fanselow,
1992; Maren et al., 1997). Contudo, as evidéncias mais recentes indicam que o
hipocampo ventral participa do condicionamento de medo ao som (Bast et al., 2003)
e que o hipocampo ventral também participa de forma importante no

condicionamento ao contexto (Zhang et al., 2001).



Em trabalhos ja conduzidos no grupo de pesquisas do Laboratério de
Sistemas Neurais e Comportamento foi confirmado que no hipocampo de pombos,
tal como em mamiferos, ocorre uma ampla distribuicio de receptores
glutamatérgicos do tipo a-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4 (AMPA), conforme visto
no mapeamento imunohistoquimico de subunidades desses receptores de glutamato
(Rosinha, 2003). A participacdo desses receptores em processos de aquisicao e
consolidagcdo de memoria aversiva em pombos foi indicada pelos efeitos amnésicos
de infusdes intra-hipocampais de 6,7-dinitroquinoxaline-2,3-diona (DNQX) antes e
apos o condicionamento classico aversivo (Scarpim et al., 2007). Além disso,
observou-se a marcagdo imunoistoquimica do produto do gene de expressao
imediata zenk, a proteina Zenk, indicativa da ativacdo neuronal no hipocampo de
pombos induzida pelo treino com condicionamento som-choque (Brito, 2002; Brito et
al., 2006) e pela re-exposicdo ao contexto do condicionamento som-choque
(Sperandéo et al., 2005; Canova, 2009). Dessa forma, esses estudos representam
uma contribuicdo de interesse para a andlise dos substratos moleculares da
aprendizagem e memoria e confirmam que o pombo é um modelo experimental
interessante para o estudo do hipocampo em processos de condicionamento
classico aversivo (Brito et al., 2006; Brito et al., 2011). Por outro lado, suscitam
questdes sobre os outros mecanismos envolvidos na plasticidade sinaptica

relacionada com a memoaria aversiva.

1.3. Persisténcia da memoria

O processo de meméria é descrito como envolvendo diferentes fases:
aquisicao, consolidacdo, evocacao, reconsolidacdo, persisténcia e extincdo das
informacbdes adquiridas, sendo cada fase caracterizada por eventos neurais

especificos (lzquierdo et al., 2000; Bekinschtein et al., 2007; Cunha et al., 2010).
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Nas primeiras horas apo6s o treino, a experiéncia desencadeia as primeiras
mudanc¢as nos circuitos neuronais (meméria de curto-prazo), iniciando-se a fase de
consolidagdo da memdria. A consolidagdo caracteriza-se como uma organizacao
gradual das informacbes constantes do sistema de memoria de curto-prazo, ainda
vulneraveis a desorganizacao, de modo a torna-las estaveis para o armazenamento
a longo-prazo (Mcgaugh, 2000). Portanto, a consolidacao inicial ocorreria por meio
de uma reorganizacao de memérias de curto-prazo (Mckenzie e Eichenbaum, 2011).
A reexposicao a eventos ou situagdes ja memorizadas induz a evocacao da memoria
original, processo que é considerado fundamental para a reativacdo e consequente
reconsolidagdo da meméria, garantindo que a meméria de longa-duracao persista ao
longo do tempo (persisténcia). Se a reativagdo da memoria ocorre na auséncia de
um estimulo reforcador durante um periodo prolongado de tempo, essa evocacao na
auséncia do reforcamento resultara no enfraquecimento da memoéria, caracterizando
um processo de extincdo. Estas fases parecem requerer a sintese de novas
proteinas e a expressao de genes para produzir modificacées estruturais estaveis
das sinapses e garantir que as novas memodrias sejam fortalecidas e mantidas ao
longo do tempo (Izquierdo, 2006). E bem reconhecido que a consolidacdo da
memdéria envolve uma cascata de eventos moleculares e celulares relativamente
breve e que altera a eficacia sinaptica (Mcgaugh, 2000). Evidéncias recentes
indicam também que o processo de consolidacdo envolve uma fase tardia de
eventos moleculares que seriam responsaveis pela persisténcia da memoria de
longo-prazo (Mcgaugh, 2000; Bekinschtein et al., 2007; Ou et al., 2010; Bekinschtein

et al., 2010).

A consolidacdo e a persisténcia da meméria envolvem mecanismos cuja

ocorréncia parece se repetir em ciclos. Eckel-Mahan et al (2008) demonstraram que a



persisténcia da memoria de longo prazo pode ser dependente da reativacao da via de
sinalizacdao intracelular envolvendo AMPc/MAPK/CREB no hipocampo. Essa
consideragao relaciona-se com evidéncias de que repetidos ciclos de sintese do
receptor de glutamato do tipo N-metil D-Aspartato (NMDA) seriam requeridos para

consolidagdao da memdria e sua manutengao (Cui et al., 2004).

Kim e Fanselow (1992) foram pioneiros na analise do papel do hipocampo
na consolidagdo de memdria emocional aversiva em ratos. Esses autores
mostraram o papel dindmico do hipocampo na formagdo de memdrias de
condicionamento som-choque, e indicaram um processamento diferencial para o
armazenamento das informacdes aversivas, relativas aos estimulos contextuais e a
memoéria do som, um estimulo discreto. Esses dados somaram-se aqueles que
mostravam a importancia funcional da formacao hipocampal na aprendizagem € na
memdéria contextual em mamiferos (Eichenbaum e Otto, 1992; Maren e Baudry,
1995).

Apesar dos muitos estudos sobre o envolvimento do hipocampo e da
amigdala na aprendizagem (Brito et al., 2006; Ou et al., 2010; Ma et al., 2011; An et
al.,, 2012; Wang et al., 2013), delimitando as proteinas envolvidas no processo de
aquisicdo da memdria aversiva, poucos estudos analisaram questdes referentes ao
papel destas estruturas na persisténcia por um longo prazo da meméria adquirida,
principalmente no modelo do condicionamento aversivo.

Contudo, as questdes relativas a persisténcia da meméria sdo importantes na
medida em que estdo relacionadas a prépria funcdo da memorizacdo. De certo
modo, essas questdes estdo implicitas na propria definicio de aprendizagem e

mem©ria, visto que as alteracbes de comportamento decorrentes da aprendizagem



devem perdurar no tempo e se caracterizar por alteracdes na probabilidade futura de
ocorréncia de comportamentos.

Este processo que traduz a persisténcia da memodria exige uma maquinaria
complexa de eventos celulares e moleculares envolvidos na plasticidade neuronal. E
uma importante proteina para estes eventos plasticos da persisténcia da
aprendizagem é o Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF), neurotrofina
envolvida na memdria de longa duracédo (Bekinschtein et al., 2007; Nagappan et al.,

2009; Ou et al., 2010; Martinez-Moreno et al., 2011; Mizuno et al., 2012).

1.4. Participacao do BDNF em processos de aprendizagem e memoria

Os processos moleculares envolvidos na sintese do BDNF se iniciam a partir
da liberacdo do Glutamato pelo neurdnio pré-sinaptico, e sua ligagcdo no receptor
pés-sinaptico NMDA, promovendo o influxo intracelular de célcio (Ca®*), que por sua
vez, ativa proteinas cinases que participam de uma complexa via de sinalizacdo
intracelular culminando na fosforilagdo da proteina ligante ao elemento de resposta
do AMPc (CREB) (Lochner et al., 2008; Yang et al., 2009; Cunha et al., 2010). A
CREB ativa o elemento de resposta do AMPc (CRE), desencadeando a transcricao
do gene do BDNF e a traducado da molécula protéica precursora denominada pre-
proBDNF, que é clivada gerando o pr6-BDNF 32 KiloDalton (kDa) (Cunha et al.,
2010). O pr6-BDNF, é armazenado em vesiculas no Aparelho de Golgi (GA) e,
posteriormente, pode seguir duas vias de processamento pos-transcricional distintas
(Mowla et al., 2001; Binder e Scharfmann, 2004). Pode ser clivado intracelularmente
por enzimas distintas, pela enzima Subtilizin/Kexin-isozyme 1 (SKI-1), furina ou
proconvertases, gerando outras duas isoformas diferentes: BDNF-truncado (28 kDa)

e BDNF-maduro (14 kDa), respectivamente (Noble et al., 2011). Alternativamente, o



pro-BDNF pode ser secretado por exocitose e clivado extracelularmente pela
protease plasmina que é expressa na forma de um zimogénio inativo denominado
plasminogénio (Cunha et al., 2010; Noble et al., 2011). A ativacao do plasminogénio
envolve outra protease, o ativador do plasminogénio tissular (tPA) e a proteina
anexina Il tetramero (Allt). A Allt € um complexo heterotetramero composto por duas
subunidades p36, também referidas como anexina Il, e duas subunidades p11
(Kassam et al., 1998). A p11, também denominada S100A10, pertence a familia
S100 de proteinas e é encontrada no citosol e na superficie interna da membrana
plasmatica, e também esta presente na supercie extracelular (Svenningsson e
Greengard, 2007). Foi demonstrado que a subunidade p11 é determinante para a
funcéo da Allt na sua interagcdo molecular com o plasminogénio, bem como no seu
efeito de estimular em cerca 300 vezes a ativagdo do plasminogénio mediada pelo
tPA (Kassam et al., 1998). Desta forma a proteina Allt interage com ambos
plasminogénio e tPA na superficie extracelular potencializando a geracado de
plasmina ativa (Kim e Hajjar, 2002). A plasmina que, por sua vez, cliva o pro-BDNF
gerando BDNF-maduro (Pang et al., 2004; Lu et al., 2005). Tanto o tPA quanto o
plasminogénio sdo vastamente expressos no sistema nervoso, em regides como
hipocampo, amigdala e hipotdlamo (Melchor e Strickland, 2005). O plasminogénio é
exclusivamente expresso por neurénios e secretadona fenda sinaptica e o tPA é
secretado por neurdnios, de maneira dependente de atividade, e também pela glia
(Lu et al., 2005).

O pré6-BDNF tem alta afinidade para o receptor de neurotrofina p75, cuja
ativacdo desencadeia efeitos pré-apoptéticos e anti-plasticidade (Lu et al., 2005;
Cunha et al., 2010; Xu et al., 2010; Sanchez et al., 2011; Dieni et al., 2012). Por sua

vez, o BDNF-maduro exerce seus efeitos fisiologicos de sobrevivéncia celular e
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plasticidade neuronal, interagindo predominantemente com seu receptor de
membrana especifico, tirosina-quinase B (TrkB) (Lu et al., 2008; Nagappan et al.,
2009). Ja para a isoforma truncada nado se conhece ainda uma funcao bem
estabelecida (Seidah et al., 1999; Mowla et al., 2001; Mizoguchi et al., 2011; Carlino
et al., 2011; Sartori et al.,, 2011; Garcia et al., 2012). A figura 1 apresenta uma

representacao esquematica da sintese e processamento pds-trancricional do BDNF

descritos acima.

Figura 1 - Esquema representativo dos processos de sintese e clivagem do BDNF.
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BDNF é sintetizado na molécula precursora pré-proBDNF, que é clivada (X) no Reticulo
Endoplasmatico (ER) gerando o pr6-BDNF, entédo transportado para o Aparelho de Golgi (GA)
e posteriormente para Rede Trans-Golgi (TGN) formando vesiculas. O pro-BDNF pode seguir
por duas vias distintas, (1) permaner intracelularmente e ser clivado em BDNF-maduro pela
furina ou proconvertases, e posteriormente ser exocitado ou em BDNF-truncado pela SKi-1,
(2) ser secretado por exocitose e clivado extracelularmente pela plasmina ativa gerando a
isoforma madura. O pr6-BDNF tem alta afinidade para o receptor de neurotrofina p75,
desencadeando efeitos pro-apoptoticos e anti-plasticidade. Por sua vez, BDNF-maduro
exerce seus efeitos fisiologicos de sobrevivéncia celular e plasticidade, interagindo

predominantemente com seu receptor especifico de membrana, TrkB.

O BDNF é uma proteina cuja expressao é ativada em decorréncia de atividade
neuronal no contexto um evento de aprendizagem, promovendo as alteracdes
moleculares subjacentes ao processo de formacado da memoria de longa duracao
(Bekinschtein et al., 2007; Nagappan et al., 2009; Ou et al., 2010; Martinez-Moreno
et al., 2011; Mizuno et al., 2012). A expressao da isoforma madura do BDNF é
aumentada ap6és o treino em tarefas de aprendizagem (Hall et al., 2000; Sartori et
al., 2009). Estudos recentes relataram a ocorréncia de um pico nos niveis
hipocampais de BDNF-maduro, em aproximadamente 12 h apdés o treino de
condicionamento operante de esquiva inibitéria em roedores (Bekinschtein et al.,
2007). Este pico tardio da expressao do BDNF-maduro foi também encontrado na
amigdala de roedores nas 12 h ap6s treino de condicionamento aversivo (Ou et al.,
2010).

O aumento da expressdo do BDNF-maduro em estruturas neurais tem sido
implicado na persisténcia da memaria de longo prazo associada ao condicionamento
do medo contextual em roedores (Bekinschtein et al., 2007; Bekinschtein et al.,
2010). Porém, a relagdo entre as trés isoformas de BDNF (pr6-BDNF, BDNF-
truncado, BDNF-maduro) no processo da persisténcia da memoéria nao é bem
compreendida, especialmente no que diz respeito ao condicionamento classico

aversivo som-choque.

12



1.5. Caracterizacao do hipocampo e amigdala de aves

Em mamiferos, a formacado Hipocampal é uma estrutura do lobo temporal que
inclui o hipocampo propriamente dito (corno de Ammon), o giro denteado, o subiculo,
e 0 cortex entorrinal (Machado, 2004). O hipocampo pode ser dividido em quatro
areas: as camadas CA1 e CAS3 que se localizam na regido superior e inferior,
respectivamente, a camada CA2, que constitui uma pequena zona de transicao
entre CA1 e CAS3, e a camada CA4, que fica na zona de transigao entre o hipocampo
e o giro denteado (Bear et al., 2002). As estruturas constituintes do sistema
hipocampal estéo interligadas por um circuito excitatério tri-sinaptico e unidirecional,
que inclui a via perforante, a via das fibras musgosas e a via eferente das fibras
colaterais de Schaffer (Kandel et al., 2001).

Apesar da organizacdo morfolégica da formacao hipocampal de aves ser
diferente daquela descrita em mamiferos, aspectos topograficos, neuroquimicos e
funcionais similares foram descritos. Tanto em mamiferos quanto em aves o
hipocampo margeia o ventriculo lateral. Do ponto de vista anatémico, a formagéo
hipocampal de aves localiza-se na porgao dorso medial do cérebro anterior e esta
dividida em duas regides com camadas celulares distintas: a area para-hipocampal
que esta localizada dorso-lateralmente, e o hipocampo propriamente dito, localizado
ventro-medialmente (Campbell e Hodos, 1970).

O hipocampo de aves apresenta a regidao dorso-medial (DM), com as suas
subdivisbes em dorso-medial-dorsal (DMd) e dorso-medial-ventral (DMv) e a regiao
ventral com suas subdivisbes em regido ventro-lateral (VL) e regido ventro-medial
(VM), contendo células piramidais € uma area triangular medial localizada entre os

bracos da area em “V” (Székely 1999; Atoji et al., 2002; Atoji e Wild, 2006).
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Kahn et al. (2003) investigaram a organizacao anatémica das subdivisdes do
hipocampo de pombos com tracadores retrégrados e anterégrados, € sugeriram a
existéncia de um circuito tri-sindptico no hipocampo de pombos, comparavel ao
existente em mamiferos (Figura 2). A entrada sensorial se localiza na éarea
dorsolateral, como ocorre no cértex entorrinal em mamiferos. Da area dorsolateral
seguem projecoes para area dorsomedial, tal como ocorrem as projecdes pela via
perfurante do cértex entorrinal para o giro denteado no hipocampo de mamiferos. Da
area dorsomedial seguem projecées para as areas ventromedial e ventrolateral,
como ocorre entre o giro denteado e a area CA3 no hipocampo de mamiferos. Da
area ventrolateral seguem projecoes ipsilateralmente para area ventromedial e para
a area ventrolateral contralateral, como ocorrem em mamiferos as projecdes da
regiao CA3 para as CA1 ipsilateral e contralateral. Em mamiferos a area CA1 se
projeta para o subiculum, em pombos a area ventrolateral se projeta para a area
dorsomedial. O subiculum e a area dorsomedial se projetam para fora da formacao
hipocampal em mamiferos e aves (Atoji et al., 2002; Kahn et al., 2003). Székely,
(1999) identificou projecdes eferentes para outras regides, tais como as do
hipocampo dorsolateral de onde se projetam fibras para os nucleos basorostrais,

arcopalio, septo lateral e regides meso-diencefalicas.
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Figura 2 - Esquema da conectividade intra-hipocampal

Regides
Extrahipocampais

AP = anteroposterior, DL = regido Dorso Lateral, a linha tracejada mostra a divisdo da area
dorsomedial (DM) em porgao dorsal (DMd) e ventral (DMv). Setas representam conexoes entre
as areas hipocampais. VC = area ventral central; VL = area ventrolateral; VM = area
ventromedial. Escala de Barra = 1Tmm. (Modificado de Kahn et al., 2003; Karten e Hodos,1967;
Canova, 2009)

Em mamiferos, a amigdala é uma estrutura que faz parte do sistema limbico,
intimamente conectada ao hipocampo, cujas funcdes estdo relacionadas a
organizacao da resposta de medo condicionado e outras emocodes. Entre as regides
da amigdala, dois nucleos foram especialmente focalizadas na pesquisa do medo
condicionado, ou seja, 0os nucleos centrais e laterais. O nucleo lateral da amigdala
parece ser o local primario em que as associacdes entre o0 estimulo condicionado
(EC) e o estimulo incondicionado (El) sdo formadas e armazenadas, sendo referido
como um local critico para a memaria do medo. Por outro lado, o ndcleo central, que
tem projegbes para o hipotalamo e tronco encefélico, é fundamental para a

expressao do medo condicionado (Canteras et al., 2012).

15



Em aves considera-se que o complexo amigdaloide consiste de uma regiao
palial posterior, nucleos taeniae e amigdala sub-palial (Reiner et al., 2004). Em
pombos, a amigdala nao se localiza intimamente conectada ao hipocampo, ficando
na regidao do arcopallium que inclui varias populagdes neuronais consideradas
homélogas as regides da amigdala de mamiferos. No arcopallium as regides
particularmente comparaveis a amigdala de mamiferos sdo o nucleo taeniae e os

nucleos amigdaldides sub-paliais (Yamamoto et al., 2005) (Figura 3).

Figura 3 - Esquema da representacao da amigdala no encéfalo de pombos

AD = arcopallium dorsal, Al = arcopallium intermediario, HP = hipocampo, N = nidopallium, PA
= paleostriatum, V = ventriculo. (Modificado de Kahn et al., 2003; Yamamoto et al., 2005).

Os estudos neuroquimicos do hipocampo e amigdala de aves indicam que
sao encontrados os diversos tipos de neurotransmissores e neuropeptideos também
presentes no hipocampo e amigdala em mamiferos. Krebs et al. (1991) descreveram

uma regido com terminais de fibras mediais aferentes, na qual se encontram fibras
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imunoreativas para substancia P (SP), colecistoquinina (CCK), leucina encefalina
(LENK), polipeptideo vasoativo intestinal (VIP) e neuropeptideo Y (NPY); havendo
também a presenca de fibras colinérgicas, catecolaminérgicas, serotoninérgicas e

glutamatérgicas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Experimento 1

Objetivo _geral: Investigar se o condicionamento classico som-choque induz um

ciclo tardio de expressao das trés isoformas do BDNF (pr6-BDNF, BDNF-madurado,
BDNF-truncado), e da tPA no hipocampo e amigdala de pombos. As expressdes de
BDNF e tPA foram investigadas inibindo a sintese proteica com infusdo intra-

hipocampal de anisomicina 11 h apds o condicionamento.

Obijetivo especifico: Investigar se a infusado intra-hipocampal de anisomicina 11 h

apos o condicionamento classico som-choque induz alteracbes da expressao do

BDNF e da tPA na amigdala.

2.2. Experimento 2:

Obijetivo: Investigar o papel do BDNF-maduro no processo da consolidagdo e

persisténcia tanto da memdria contextual quanto da meméria ao som, através da

infusdo de anisomicina ou K252a no hipocampoi1 h apds o condicionamento som-

choque.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Sujeitos

Foram utilizados pombos machos, adultos, derivacdo nao controlada da espécie
Columba livia (350-500 g, 1-2 de idade), adquiridos de um mesmo fornecedor. Apés
a chegada ao biotério, foram mantidos em quarentena, recebendo banho e
tratamento anti-parasitas internos e externos. Durante esse periodo, 0s animais
sofreram manipulacbées de carater dessensibilizatério, profilatico (administracao de
anti-helminticos) e terapéutico (extincdo de escabiose). Em seguida, foram alojados
em gaiolas-viveiro individuais, identificados numericamente e catalogados e tiveram
agua e comida ad libitum (mistura de quirera de milho, semente de girassol, ragao
especial para aves, areia e farinha de ostra). Ventilacdo higiénica periodica foi
promovida por exaustores e o controle de temperatura foi feito pelo uso de
condicionadores de ar (25 °C). Nestas condicées foram mantidos sob um ciclo claro-
escuro de 12:12 h. Todos os procedimentos experimentais foram realizados em
acordo com as prescricdes do comité de ética de experimentacdo com animais da

UNICAMP, sob o protocolo CEUA 2928-1. Foram constituidos os seguintes grupos:

e Experimento 1:
1. Grupo NAIVE (NAIVE; n= 12). Pombos apenas adaptados a manipulagao
e pesagem, que passaram por eutanasia 12 h ap6s a ultima pesagem.
2. Grupo Condicionado Nao Tratado (Cond; n= 12). Pombos treinados com
trés apresentagdes de som-choque e que passaram por eutanasia 12 h apos

o término da sesséo de treino.
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3. Grupo Condicionado Veiculo-Salina (CondSAL; n= 12). Pombos treinados
com trés apresentacdes de som-choque e que receberam infusao de veiculo
salina fisiol6gica no hipocampo 11 h ap6s o término da sessao e passaram
por eutanasia 1 h depois.

4. Grupo Condicionado Anisomicina (CondANI; n= 12). Pombos treinados
com trés apresentacbes de som-choque e que receberam infusdo de
anisomicina no hipocampo 11 h apd6s o término da sessao e passaram por

eutanasia 1 h depois.

Experimento 2:

1. Grupo Condicionado Nao tratado 2 dias (Cond2; n= 5). Pombos treinados
com trés apresentacdes de som-choque e testados ao contexto e ao som 2
dias depois do treino.

2. Grupo Condicionado Veiculo 2 dias (CondSAL2; n= 5). Pombos treinados
com trés apresentacdes de som-choque e que receberam infusao de veiculo
salina fisiolégica no hipocampo 11 h apds o término da sesséo de treino e
testados ao contexto e ao som 2 dias depois do treino.

3. Grupo Condicionado Tratado-anisomicina 2 dias (CondANI2; n= 7).
Pombos treinados com trés apresentacdes de som-choque e que receberam
infusdo de anisomicina no hipocampo 11 h ap6s o término da sessao de
treino e que serao testados ao contexto e ao som 2 dias depois do treino.

4. Grupo Condicionado Tratado-K252a 2 dias (CondK2; n= 8). Pombos
treinados com trés apresentacdes de som-choque e que receberam infusdo
de K252a no hipocampo 11 h apds o término da sessdo de treino e que

serao testados ao contexto e ao som 2 dias depois do treino.
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5. Grupo Condicionado Nao tratado 7 dias (Cond7; n= 5). Pombos treinados
com trés apresentacdes de som-choque e testados ao contexto e ao som 7
dias depois do treino.

6. Grupo Condicionado Veiculo 7 dias (CondSAL7; n= 5). Pombos treinados
com trés apresentacdes de som-choque e que receberam infusao de veiculo
salina fisiolégica no hipocampo 11 h apds o término da sesséo de treino e
testados ao contexto e ao som 7 dias depois do treino.

7. Grupo Condicionado Tratado-anisomicina 7 dias (CondANI7; n= 7).
Pombos treinados com trés apresentacdes de som-choque e que receberam
infusdo de anisomicina no hipocampo 11 h ap6s o término da sessao de
treino e que serao testados ao contexto e ao som 7 dias depois do treino.

8. Grupo Condicionado Tratado-K252a 7 dias (CondK7; n= 8). Pombos
treinados com trés apresentacdes de som-choque e que receberam infusdo
de K252a no hipocampo 11 h apds o término da sessdo de treino e que

serao testados ao contexto e ao som 7 dias depois do treino.

3.2. Equipamentos

3.2.1. Caixas experimentais para habituacao - condicionamento - teste: As

sessoes de habituacdo e de teste ao som foram realizadas numa camara de

observacao (50 x 50 x 50 cm.), com paredes brancas e porta lateral, o lado frontal foi

construido com um espelho de visdo unidirecional emoldurado por madeira. A

iluminacao era feita com lampadas fluorescentes brancas de 9 W, localizadas nas

paredes laterais (Figura 4A). As sessbdes experimentais de condicionamento som-

choque e de teste ao contexto foram realizadas numa camara de observagao (30 x

40 x 40 cm.), com paredes revestidas por chapas galvanizadas e a porta frontal
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construida com um espelho de visdo unidirecional emoldurado por madeira. A
iluminacao era feita com lampadas vermelhas de 15 W, localizadas nas paredes
laterais (Figura 4B). Os choques eram aplicados através dos eletrodos a partir de
uma fonte (FORINGER, USA), controlados por marcadores de tempo
eletromecanicos. Todas as sessdes foram gravadas digitalmente com o auxilio do

software (WinVDR pro versao 3.7.0).

Figura 4 - Situacao experimental
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(A) caixa de habituacao/teste ao som (medidas 50X50X50) (1) Auto falante onde eram
emitidos os estimulos sonoros no teste ao som (72 dB, 6 s). (B) caixa experimental de
condicionamento som-choque/teste ao contexto (medidas 30X40X40) (1) botdo de
acionamento do choque elétrico (5 mA, 35 ms) no treino, (2) auto falante onde eram emitidos
os estimulos sonoros (72 dB, 6 s) no treino. (CANOVA, 2009)

3.3. Procedimentos

Experimento 1: adaptacdo as condi¢cdes de biotério (por 30 dias), cirurgia de

implante das canulas e eletrodos (dia 1), recuperacdao cirdrgica (dias 2 e 3),

habituacao (dias 4, 5, 6 e 7), condicionamento som-choque, infuséo intrahipocampal
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(veiculo, anisomicina), decapitacao/perfusdo (dia 8). Posteriormente foram
realizadas as andlises comportamentais, e moleculares: Western Blot e
Imunofluorescéncia (Figura 5A). Os grupos apos o sacrificio foram divididos,
resultando em 6 animais de cada grupo para analise de expressao proteica por
Western Blot, e 6 animais de cada grupo para andlise de expressao proteica por
Imunofluorescéncia (Figura 5B). Os procedimentos de cirurgia de implante das
canulas e eletrodos, habituacdo, condicionamento som-choque dos grupos
condicionados e a pesagem do grupo NAIVE foram realizados no periodo da manh3,
das 07:00 as 9:00 min, apenas a infusédo intra-hipocampal do veiculo e anisomicina

foram realizadas no periodo da noite 19:00 as 21:00 min.

Experimento 2: adaptacdo as condi¢cdes de biotério (por 30 dias), cirurgia de
implante das canulas e eletrodos (dia 1), recuperacao cirargica (dias 2 e 3),
habituacao (dias 4, 5, 6 e 7), condicionamento som-choque, infus&o intrahipocampal
(veiculo, anisomicina, K252a) (dia 8), testes de reexposicdo ao contexto e ao som
em um novo contexto, decapitacédo (dia 10), testes de reexposicao ao contexto e ao
som em um novo contexto, decapitacéo (dia 15). Posteriormente foram realizadas as
analises comportamentais. (Figura 6). Os procedimentos de cirurgia de implante das
canulas e eletrodos, habituacao, condicionamento som-choque, teste ao contexto,
teste ao som foram realizados no periodo da manha, das 07:00 as 10:00 min,
apenas a infusdo intra-hipocampal do veiculo, anisomicina e K252a foram realizadas

no periodo da noite 19:00 as 21:00 min.
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Figura 5 - Diagrama dos procedimentos do experimento 1

Cirurgia,
Implante eletrodos Habituagao / Pesagem  Treino / Pesagem
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(A) Os animais do grupo NAIVE ndo foram treinados, apenas pesados (P), e 12 h apods
sacrificados (f). Os grupos: Cond, CondSAL e CondANI foram treinados: Condicionamento
Aversivo (CA), e 12 h apds sacrificados (t). (B) todos os grupos apos o sacrificio foram
divididos, resultando em 6 animais de cada grupo para analise de expressido proteica por
Western Blot, e 6 animais de cada grupo para analise de expressao proteica por

Imunofluorescéncia.
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Figura 6 - Diagrama dos procedimentos do experimento 2
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Os animais dos grupos Condicionado Nao Tratado 2 dias (Cond2), Condicionado Veiculo 2 dias
(CondSAL2), Condicionado Tratado-anisomicina 2 dias (CondANI2), Condicionado Tratado-K252a 2
dias (CondK2), foram treinados: Condicionamento Aversivo (CA), e 2 dias apds testados ao
contexto, 1Th apos testados ao som. Os animais dos grupos Condicionado Nao Tratado 7 dias
(Cond7), Condicionado Veiculo 7 dias (CondSAL7), Condicionado Tratado-anisomicina 7 dias
(CondANI7), Condicionado Tratado-K252a 7 dias (CondK7), foram treinados: Condicionamento
Aversivo (CA), e 7 dias apds testados ao contexto, 1h apds testados ao som.
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3.3.1. Adaptacao as condicoes do biotério: Apds chegarem ao biotério, os
pombos passaram para as gaiolas-viveiro individuais, onde foram submetidos a
adaptacao as condigbes do biotério por um periodo minimo de 20 dias, sendo
mantidos sob temperatura média de 25° C, ciclo-claro escuro 12:12 h e com

alimentagao ad libitum. Em seguida foram iniciados os procedimentos experimentais.

3.3.2. Habituacado ao contexto do laboratério: Foram realizadas sessOes diarias
de 30 min, em uma camara experimental diferente daquela do treino, durante 4 dias
no mesmo horario previsto para os testes comportamentais. Nesses dias, 0os animais
do grupo NAIVE do experimento 1 foram apenas retirados das gaiolas-viveiro,
transportados até o laboratério, pesados e recolocados na gaiola-viveiro. Esse
procedimento visa controlar a interferéncia de comportamentos relacionados com a

novidade do ambiente experimental durante o treino.

3.3.3. Cirurgia de implante das canulas e dos eletrodos: Os pombos foram
anestesiados profundamente com uma solucdo de xilasina e cetamina (0.1
miligrama/quilograma, 1:1, i.m.). Apdés a anestesia, as penas do dorso da cabeca
foram removidas, e foi estabelecido o ponto zero antero-posterior (AP) do aparelho
esterotaxico (David Kopf, mod. 1204, com um adaptador Revzin para pombos) e
colocado o animal. A seguir foi feita assepsia cutanea com perdxido de hidrogénio a
3% e realizada uma incisdo na pele (linha sagital) para exposi¢ao da calota craniana
e visualizacdo da sutura sagital. A trepanacéao foi feita nas coordenadas: AP 6,75
mm; V 1.5 mm; L 0.8 mm (Karten & Hodos, 1967). Com uma broca de alta rotagao,
foram feitos dois orificios nas regides dorso-latero-mediais, de acordo com os pontos

ja estabelecidos. A microcanula de ago inoxidavel 26G (gauge), medindo 12 mm foi
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cuidadosa e lentamente introduzida até a profundidade do ponto V. Em seguida, foi
realizada a fixagcdo com solucdo de acrilico com liquido e pd auto-polimerizaveis.
Apbs a secagem, a haste do aparelho estereotaxico foi levantada lentamente,
ficando as cénulas fixadas ao acrilico. Um fio de aco medindo 12 mm de
comprimento, e espessura igual ao diametro interno da canula foi introduzido na
canula-guia e fixado a resina, para obliteracdo da mesma. As microcanulas ficaram

posicionadas nos dois hipocampos (Figura 7).

Figura 7 - Posicionamento da canula intra-hipocampal

AP:6.75

(A) representacao esquematica de uma seccao coronal do cérebro de um pombo (Karten e
Hodos, 1967). (B) secao frontal do cérebro congelado de um pombo ao nivel do hipocampo. As
zonas azuis correspondem ao sitio da infusao intra-hipocampal de uma solugédo contendo 0,5
ul de corante azul de Evans, usado para a visualizagdo da correta colocacdo da canula. Hp:
Hipocampo; V: ventriculo.
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Foram implantados eletrodos de aco inoxidavel (0,5 mm; 0.020”) cronicamente nos
0ss0s pubicos dos animais sob anestesia, € entdo ligados a um colete de tecido que
continha um plugue de tomada elétrica (fémea), a qual seria conectada no plugue de
tomada elétrica (macho) da caixa experimental. Ao final, os animais retornaram para
suas gaiolas-viveiro, la permanecendo por um periodo de 7 dias para recuperagcao

pds-operatdria, antes do inicio dos procedimentos comportamentais.

3.3.4. Infusao intra-hipocampal: No experimento 1 os animais receberam infusées
em cada hipocampo de 0,8 pl de salina (grupo CondSAL), 0,8 upl de anisomicina
(grupo CondANI). No experimento 2 os animais receberam infusbes em cada
hipocampo de 0,8 ul de salina (grupos CondSAL2, CondSAL7), 0,8 pl de anisomicina
(grupos CondANI2, CondANI7), 0,5 ul K252a (grupos CondK2, CondK7). A solugao
de anisomicina (Sigma-Aldrich) foi preparada com 0,01 g de anisomicina dissolvida
em 50 pl de HCL (0,15 molar - M), e 50 yl de NaOH (0,15 M), pH de 7,4, formando
uma solugédo salina que também foi usada no preparo do veiculo, porém sem a
droga. A infusdo intra-hipocampal foi de 0,8 ul contendo 80 pg de anisomicina em
cada hipocampo (Power et al., 2006; Bekinschtein et al., 2007). A solucédo de K252a
(Sigma-Aldrich) foi preparada com 0,0001 g dissolvida em 5 ml de HCL (0,15 molar -
M), e 5 ml de NaOH (0,15 M), pH de 7,4, formando uma solucao salina que também
foi usada no preparo do veiculo, porém sem a droga. A infusao intra-hipocampal foi
de 0,5 pl contendo 50 ng de K252a em cada hipocampo (Ou et al., 2010). As
infusdes foram feitas utilizando-se uma seringa Hamilton de 10 pl, acoplada a um
tubo de polietileno com uma agulha gengival 30G fixada em sua extremidade. A
seringa Hamilton foi adaptada a uma bomba de infusdo (Insight, Ribeirdao Preto,

Brasil) regulada para infusdo de 0,25 pl/min. Terminada esta etapa, foi dado um
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intervalo de 5 minutos e, em seguida, o procedimento foi repetido no hemisfério
oposto. Fim da segunda etapa, foram aguardados mais cinco minutos antes da

retirada da agulha de micro injecao e do animal ser devolvido a gaiola-viveiro.

3.3.5. Treino em condicionamento som-choque: Os animais do experimento 1
dos grupos Cond, CondSAL, CondANI e do experimento 2 todos oS grupos
receberam a apresentacao de um som-choque (5 mA, 35 ms - 72 dB, 6 s) no 5°, 10°
e 15° minuto. A sessao de treino teve 20 min de duragdo. Os animais do grupo
NAIVE do experimento 1 ndo foram expostos ao contexto de apresentagdo de

estimulos, e sim passaram pela pesagem no mesmo horario do treino.

3.3.6. Teste ao contexto de condicionamento: O teste ao contexto de
condicionamento, realizado no Experimento 2, ocorreu 48 h ou 7 dias apés o treino e
consistiu na colocacdo do pombo na mesma camara em que recebeu as
apresentacdes de som-choque. A sessao do teste teve 10 min de duracao e néo foi
apresentado qualquer estimulo. Findo o teste, os animais retornaram ao biotério

onde permanecerdo por 1 hr, e posteriormente foram submetidos ao teste ao som.

3.3.7. Teste de exposicao ao som: O teste de condicionamento ao som, foi
realizado 48 h ou 7 dias apo6s o treino e consistiu na colocacdo do pombo numa
outra camara com caracteristicas diferentes daquela em que recebeu as
apresentacdes de som e choque, 1 hr ap6s o fim ao teste ao contexto. A sessao do
teste ao som teve 10 min de duracdo com a apresentacao de 03 estimulos sonoros

(3 min, 6min € 9 min).
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3.3.8. Analise comportamental: A transcricdo dos comportamentos observados
durante a sessao experimental foi realizada utilizando o software EthoLog 2,2
(Ferramenta transcricdao Etologico, 1995-1999, Ottoni, 2000). Um observador treinado
registrou as sequéncias dos comportamentos em andamento durante toda a sessao
de treino na base dos varios tipos de comportamentos (Brito et al., 2006, Reis et al.,
1999). A duracdo de cada tipo de comportamento foi usada para a andlise da
duracao relativa considerando a duracao da sessao. A ocorréncia do comportamento
de congelamento foi obtida a partir de todas as sequéncias do comportamento
registados durante a sessao, utilizando um tempo de amostragem com intervalos de
30 segundos. A gravacdo dos tipos de comportamento foi de acordo com as

seguintes descricdes comportamentais (Brito et al., 2006; Reis et al., 1999).

Congelamento (CONG): o comportamento de congelamento foi registrado cada vez
que foram observados no minimo 5 dos seguintes critérios: a) flexao total ou parcial
das pernas (agachado ou encolhido); b) separacdo ampla entre os pés (base de
apoio alargada); c) cauda e asas desalinhadas; d) regiao ventral ou peitoral do corpo
em contato com o piso ou com uma das paredes da camara; e) pesco¢co com
extensao restrita ou encolhido; f) olhos totalmente abertos (midriase); g) cabeca
imovel e direcionada para um unico ponto do ambiente; h) respiracdo acelerada e, i)

auséncia de outros comportamentos observaveis.

Explorar (EXP): movimentos relacionados a investigacdo visual de partes ou do
ambiente como um todo, com extensédo do pescoco, semi-rotacdo da cabega ou com
deslocamento lento da cabeca num espaco de 180°.

Exploracao Cautelosa (ECA): estando o animal em postura de congelamento,

ocorre extensao do pescocgo e orientagdo da cabeca para uma determinada regiao
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do ambiente, seguido por encolhimento do pescoco e retorno a condicao anterior ou
movimentos sequenciais restritos da cabeca.

Locomocao (LOC): deslocamento do corpo no espaco, em relagdo a um ponto
qualquer que nao ele mesmo, envolvendo andar, pisotear, esvoacar, pular, circular.
Manutencao (MAN): comportamentos relacionados com ajustes corporais €
vegetativos (bocejar, deglutir, piscar), auto-limpeza estimulacao e cocar a cabeca e o
corpo.

Movimentos isolados (MOV): nesta categoria serao incluidos todos os movimentos
que resultam em mudancas restritas de localizacao espacial de partes do corpo do
animal.

Parado (PAR): Auséncia de movimentos observaveis do corpo ou parte deste: o
animal interrompe 0 movimento em curso ou fica sem se mover, em pé, geralmente
no centro da camara experimental e sem apoio peitoral, com o pescoc¢o encolhido ou
em pequena extensdao, com o bico voltado para a direcao dos pés e com angulo
entre o bico e 0 papo < que 60°.

Pré-exploratorios (PRE): constituem em reacdes reflexas que foram geralmente
observadas antecedendo o explorar, como o sobressalto e o estremecimento.
Vigilancia (VIG): Auséncia de movimentos observaveis do corpo ou parte deste: o
animal fica imével, com alargamento da distancia entre os pés, geralmente em pé; o
pescogo apresenta extensao restrita e a cabeca fica imével e direcionada para um

Unico ponto no ambiente, e o0 angulo entre o bico e o0 papo = ou > que 90°.

3.3.9. Decapitacao: No experimento 1 seis animais de cada grupo passaram por
decapitacao por guilhotina 12 h apdés o condicionamento som-choque, sendo os

cérebros removidos, os hipocampos e amigdalas dissecados, e o tecido estocado
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em freezer (-80° C). No experimento 2 todos os animais de todos os grupos

passaram por decapitacao por guilhotina 1 h ap6s o teste ao som.

3.3.10. Perfusao: No experimento 1 seis animais de cada grupo passaram por
perfusdao 12 h ap6s o condicionamento som-choque, sob anestesia profunda com
cetamina (Francotar, VIRBAC, 0,06ml/100g de peso corporal, i.m.) e Xylazina
(Rompum, MILES- LAB, 0,04ml/100g de peso corporal, i.m.). Cirurgicamente, a caixa
toracica foi exposta, e injetada heparina sédica 0,2 ml/100g de peso no ventriculo
esquerdo, seguida de perfusdo por via transcardiaca com solugao salina tamponada
0,9%, 100ml/100g de peso (pH 7,4), para a remocao do sangue presente no
cérebro, e com solucdo de paraformaldeido (PFA), a 4% em tampao fosfato (TF)
0,1M; pH 7,4 em uma temperatura de 4° C para a fixacdo do tecido nervoso. Os
cérebros foram retirados do cranio e mantidos por 4 horas na mesma solucao de
PFA, para pos-fixagdo. Os cérebros foram transferidos para uma solugcéo
crioprotetora de sacarose a 30% em TF 0,1 M, pH 7,4 e mantidos em uma

temperatura média de 4° C por 48 h.

3.3.11. Analise dos niveis do BDNF e tPA por Western Blotting: 50 ul das amostras
de hipocampo ou amigdala (concentracdo de proteinas totais = 50 ug/ml) foram
diluidas com 50 pl de tampao de Laemmli (0,0625 M de Tris-HCI, pH 6,8 contendo
2% de SDS, 10% de glicerol, 0,001% de azul de bromofenol e 5% de 2-
mercaptoetanol) e fervidas durante 5 min. Apés rapida centrifugacédo a 10.000 g (30
seg), as proteinas das foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
(12%). A composig¢ao do tampao utilizado na corrida eletroforética é a seguinte: TRIS

(25 mM), glicina (192 mM) e SDS (0,1%) ajustado para pH 8,3. A separacao
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eletroforética das proteinas foi realizada a intensidade de corrente constante (25
mA), durante aproximadamente 2 horas, resultando em valores de voltagem
variando entre 70 a 120V. Posteriormente, as bandas proteicas foram transferidas
eletroforeticamente através de sistema submerso para uma membrana de
nitrocelulose, em uma voltagem 100V, durante 2 horas. A composicdo do tampao
empregado para a transferéncia eletroforética das proteinas para a membrana de
nitrocelulose é a seguinte: TRIS (25 mM), glicina (192 mM), SDS (0,1%) e etanol
(18%). Para comprovar a eficiéncia da transferéncia, as membranas foram coradas
com vermelho de Ponceau (solucdo a 2% de corante Ponceau em solucdao aquosa
contendo 30% de &cido tricloro acético e 30% de acido sulfosalicilico). Os sitios
inespecificos de ligacdo do anticorpo primario a membrana foram bloqueados
mediante incubacdo da mesma com solucédo a 0,2% de caseina diluida em tampao
TBS-t pH 7,4 (20 mM de TRIS-HCI, 8% de NaCl contendo 0,2% de Tween-20) sob
agitacdo constante durante uma hora. A seguir, as membranas foram incubadas
overnight a 4°C com anticorpo anti-BDNF (rabbit, policlonal, 1:500; [N-20] sc-546,
Santa Cruz Biotechnology, USA) que é capaz de detectar as isoformas precursora
(pr6-BDNF [32 kDa]), truncada (BDNF truncado [28 kDa]) e madura (mad-BDNF [14
kDa]) do BDNF e com anticorpo anti-tPA (rabbit, policlonal, 1:500, ab62763, Abcam,
USA), diluidos em tampao 1 ml TBS-t, Azida 0,01 g, BSA 0,35 g, Apés o término da
incubacao, as membranas foram lavadas (3 vezes durante 5 min) com tampao TBS-t
e incubadas com anticorpos secundario anti-rabbit conjugado com peroxidase (HRP,
feito em cabra e diluido 1:2000 em TBS-t), durante 1 hora. Em seguida, as
membranas foram submetidas a uma nova série de lavagens com TBS-t e as
bandas imunorreativas foram reveladas por quimioluminescéncia em filme de Raio-X

mediante um kit de revelacao (Super Signal West pico, Thermo Scientific, USA).

35



Apés a revelacdo as membranas foram lavadas duas vezes por 10 min em TBS-t e
em seguida, incubadas 10 min, em temperatura ambiente com 10 ml de solucao
“stripping” pH 2,2 para a retirada do anticorpo BDNF e posterior incubacdo com o
controle interno (B-actina) . A solugéo “stripping” € constituida de 1,5% de glicina,
0,1% de SDS e 1% de Tween-20. A seguir, as membranas foram lavadas
novamente duas vezes em TBS-t e submetidas a novo bloqueio e finalmente ao
anticorpo anti 3-actina (rabbit, policlonal, 1:500, orb10033, BIORBYT, USA), diluido
em tampao 1 ml TBS-t, Azida 0,01 g, BSA 0,35 g). A intensidade das bandas (como
medida do grau de expressao da proteina) foi determinada por analise com o uso do

software Imaged Launcher (version 1.45; Bethesda, Maryland, USA).

3.3.12. Analise das ceélulas BDNF-positivas por Imunofluorescéncia: Os
cérebros foram fixados em uma forma plastica com TissueTek, congelados em um
criostato e seccionados a uma espessura de 30 um, no plano estereotaxico coronal.
Os cortes foram coletados em recipientes contendo solucdo de PFA a 4%, em TF
0,1M, pH 7,4 e distribuidos igualmente em seis compartimentos onde foram
mantidos a 4° C. Posteriormente foi realizado tratamento de imunofluorescéncia do
tecido cerebral. Foram selecionados cortes em niveis semelhantes, de acordo com o
atlas de Karten e Hodos (1967), e tomados 6 cortes de cada cérebro das medidas
AP de 5 a 7.5 do atlas de Karten e Hodos (1967), correspondentes as regides
anterior, média e posterior do hipocampo e amigdala, para o ensaio de
imunofluorescéncia. Os cortes foram transferidos para placas de 24 pocos e lavados
em PBS por 5 vezes de 5 min antes de serem colocados em solucao de bloqueio
(PBS, NGS - normal goat serum - 5%, albumina 0,2% e de Triton X100 0,1%). Ap6s

o bloqueio, realizado por 1h, os cortes foram incubados com anti-BDNF (rabbit,
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policlonal, 1:500; ab6201, abcam, USA), diluidos 1:500 em PBS, albumina 0,2% e
Triton X100 0,05%, onde permaneceram sob agitacdo por 48h a 4°C. Os cortes
foram lavados 6 vezes de 10min em PBS+Triton X-100 0,05% e posteriormente
incubados no anticorpo secundario conjugado a um fluoréforo na diluicao de 1:1000
(Alexa Fluor 488, anti-rabbit 1gG, A-21206, Invitrogen, Eugene, USA). O anticorpo
secundario fluorescente foi diluido em PBS, albumina 0,2% e Triton X100 0,05%. A
incubacao em anticorpo secundario foi realizada overnight, sob agitacao, a 4°C. Em
seguida, os cortes foram lavados 6 vezes de 10min em PBS+Triton X-100 0,05%.
Finalmente, as laminas foram montadas com glicerol 50% em PBS e seladas. Antes
do ensaio de imunofluorescéncia, as laminas foram gelatinizadas para melhor
adesao dos cortes as laminas. As imagens da imunomarcacao foram obtidas através
de microscopia de fluorescéncia (Leica DFC360 FX), em aumentos de 40X, para
analise celular. A andlise das células BDNF-positivas foram feitas com o uso do

software Imaged Launcher (version 1.45; Bethesda, Maryland, USA).

3.3.13. Analise estatistica: Os valores obtidos para a duracdo de cada tipo de
comportamento registrados durante a sessao de condicionamento foram analisados
com uma ANOVA one-way no experimento 1 e ANOVA two-way no experimento 2.
Os valores de comportamento / bloco (blocos de 1 min), durante os primeiros 5 min
(blocos: 1 ao 5) e os ultimos 5 min (blocos: 16 ao 20) da sessao foram analisados
com uma ANOVA two-way nos experimentos 1 e 2. Foi utilizado o teste de Tukey-
Kramer para comparagdes multiplas post hoc, quando apropriado. Os dados
moleculares de Western Blot dos experimentos 1 € 2 e Imunofluorescéncia do

experimento 1 foram analisadas com um ANOVA one-way seguida pelo teste de
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Tukey-Kramer para comparag¢des multiplas. Significancia foi definida quando p <

0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Experimento 1

4.1.1. Analise dos comportamentos durante a sessao de Condicionamento
Classico Aversivo: A Figura 8A mostra os dados da duragdo média percentual de
cada tipo de comportamento registrado durante a sessao de treino em
condicionamento classico aversivo para os grupos Cond, CondSAL e CondANI. O
valor percentual de cada comportamento foi calculado em relagcdo a somatéria da
duracdo de todos os comportamentos (100%). A analise estatistica nao revelou
diferencas significativas entre os grupos para os comportamentos (p> 0,05),
congelamento (F233= 1,05; P = 0,3609); exploragdo cautelosa (F233= 2,05; P =
0,1452); exploracéo (F2.33= 2,43; P = 0,1032); locomocgao (F233= 2,86; P = 0,0713);

manutencao (Fa233= 2,37; P = 0,1090); movimentos discretos (F233= 1,00; P

0,3798); parado (Fa2s33= 1,000; P = 0,3911); pré-exploratérios (Fz33= 0,05; P

0,9547). Apenas a vigilancia mostrou diferenca estatistica entre os grupos; (F2.33=
14,18; p < 0.05), com diferencas significativas entre os grupos Cond e CondANI (p <
0,05, teste de Tukey-Kramer para comparagdes multiplas). A Figura 8B mostra a
ocorréncia média do comportamento de congelamento registrado durante cinco
intervalos de 60 segundos (blocos) no inicio da sessdo de treino (antes da
apresentacao do primeiro emparelhamento som-choque, blocos de 1 a 5) e durante
o final do treino (apés a apresentacdo do ultimo emparelhamento som-choque,
blocos de 16 a 20) para os grupos Cond, CondSAL e CondANI. A analise estatistica
nao revelou diferencas significativas entre os grupos para o comportamento de

congelamento durante o treino (F2.33= 0,006; P = 0,9940), exceto para os blocos que
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mostrou diferengas entre o inicio do treino e final do treino (p < 0,001, teste de

Tukey-Kramer para comparagoes multiplas).

Figura 8 - Duracao da porcentagem de cada tipo de comportamento durante a sessao de treinamento

em Condicionamento Classico Aversivo.
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(A) Duracao da porcentagem de cada tipo de comportamento durante a sessao de treinamento
em Condicionamento Classico Aversivo, para os grupos Cond, CondSAL e CondANIl.
Categorias comportamentais: GONG = Congelamento, VIG = Vigilancia, ECA = Exploragao
Cautelosa, EXP = Exploracdao, LOC = Locomog¢ao, MAN = Manutencdao, MOV = Movimentos
Discretos, PAR = Parado, PRE = Pré- exploratérios. Analises com ANOVA one-way nao revelou
diferencas significativas entre os grupos para a ocorréncia dos comportamentos (p > 0,05),
com excec¢ao da vigilancia que mostrou diferencas entre os grupos Cond e CondANI (p < 0,05,
teste de Tukey-Kramer para comparagdoes multiplas). (B) Ocorréncia do comportamento de
congelamento durante o inicio e o final da sessdo de treinamento. O congelamento foi
analisado em intervalos de 30 segundos e cada ponto representa dados agrupados em blocos
de dois intervalos de 30 segundos (1 minuto), A analise estatistica ndao revelou diferencas
significativas entre os grupos para o comportamento de congelamento durante o treino (p >
0.05), exceto para os blocos que mostrou diferencas entre o inicio do treino e final do treino (p
< 0,001, teste de Tukey-Kramer para comparac6es multiplas).

4.1.2. Efeito do Condicionamento Classico Aversivo sobre a expressao
proteica das isoformas do BDNF no hipocampo: A Figura 9 apresenta os dados
obtidos pela andlise de Western blotting, expressos por valores médios da
densitometria Optica das bandas imunorreativas, normalizadas em relagdo a B-
actina, para o BDNF-maduro, pr6-BDNF e BDNF-truncado no hipocampo de pombos
dos grupos NAIVE, Cond, CondSAL e CondANI. Observa-se que 12 h apés o
condicionamento os pombos dos grupos Cond e CondSAL expressaram maior
quantidade de BDNF-maduro (Figura 9B), e menores valores de pr6-BDNF (Figura
9C), e de BDNF-truncado (Figura 9D) no hipocampo, quando comparados aos
pombos dos grupos NAIVE e CondANI. As analises com ANOVA one-way
confirmaram diferencas estatisticamente significantes entre os grupos para os
valores das isoformas do BDNF-maduro, 14 kDa (Fs16= 22,18; p < 0.001), pro-
BDNF, 32 kDa (Fs,16= 14,58; p < 0.05) e BDNF-truncado, 28 kDa (F3,16= 14,84; p <
0.01). Por outro lado, o valor total do conteudo de BDNF total para as trés isoformas
nao mostrou diferencas entre os grupos (Fs.1e= 1,36; P = 0.4520) (Figura 9E). As
analises post hoc do teste de comparacdes multiplas de Tukey indicaram que os

pombos dos grupos Cond e CondSAL diferiram significativamente dos grupos NAIVE

e CondANI (p < 0,05).
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Figura 9 - Expressao no hipocampo das isoformas do BDNF 12 h apos o Condicionamento

Classico Aversivo.
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(A) Esquema dos procedimentos experimentais: os animais do grupo NAIVE nao foram
condicionados, apenas pesados (P), e sacrificados () 12 h apoés a pesagem. Os grupos
condicionados passaram por Condicionamento Classico Aversivo (CA), e receberam infus6es
intra-hipocampal de anisomicina (CondANI) ou salina (CondSAL) 1 h antes de sofrerem
eutanasia, 12 h apos o condicionamento; o grupo Cond nao teve tratamento. Os valores
médios da densitometria 6ptica das bandas imunorreativas, normalizadas com p-actina para o
BDNF-maduro (B), pr6-BDNF (C), BDNF-truncado (D) e o conteudo BDNF total (E). Os dados
séo apresentados como a média + SEM para n = 5 pombos por grupo. * p <0,05, ** p <0,01, ** p
<0,001 (One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey-Kramer para comparac6es multiplas).

A Figura 10 mostra a (Fig. 10A) e as proporcao do BDNF-maduro com o BDNF-
truncado (Fig. 10B). Andlises com ANOVA one-way revelou diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos para as propor¢cdes de BDNF-maduro
e pro-BDNF (Fs.16= 26.42; p < 0.001), e para BDNF-maduro e BDNF-truncado (F3.16=

22.23; p < 0.001).

Figura 10 — Relacao dos valores de BDNF-maduro para pro-BDNF e de BDNF-maduro para

BDNF-truncado no hipocampo de pombos 12 h apés Condicionamento Classico Aversivo.
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(A) proporcao entre o BDNF-maduro com o pro-BDNF no hipocampo, (B) proporgéao entre o
BDNF-maduro com o BDNF-truncado no hipocampo. Os dados sao apresentados como a
média + SEM para n = 5 pombos por grupo. ** p <0,05, *** p <0,001 (ANOVA one-way seguido
pelo teste de Tukey-Kramer para comparacGes multiplas).

A Figura 11 apresenta os dados obtidos pela analise de Imunofluorescéncia para
células BDNF-positivas, expressas pela marcagao citoplasmatica do BDNF-total no
hipocampo de pombos dos grupos NAIVE, Cond, CondSAL e CondANI. Observa-se
que 12 h apds o condicionamento classico aversivo as analises com ANOVA one-
way seguida das analises post hoc do teste de comparacdes multiplas de Tukey nao
indicaram diferencas estatisticamente significantes entre os grupos para os valores

da marcagao das células BDNF-positivas (p > 0,05).
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Figura 11 - Expressao no hipocampo das células BDNF-positivas 12 h apds o

Condicionamento Classico Aversivo.
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(A) Representacado esquematica de um corte transversal na medida AP = 6,75 do encéfalo de
pombo, em destaque o hipocampo. Esquema dos procedimentos experimentais: os animais do
grupo NAIVE nao foram condicionados, apenas pesados (P), e sacrificados () 12 h apds a
pesagem. Os grupos condicionados passaram por Condicionamento Classico Aversivo (CA), e
receberam infusées intra-hipocampal de anisomicina (CondANI) ou salina (CondSAL) 1 h antes
de sofrerem eutanasia, 12 h apos o condicionamento; o grupo Cond nio teve tratamento. (B)
representacdo da imunomarcacgéo das células BDNF-positivas para os grupos NAIVE, Cond,
CondSAL e CondANI. (C) Valores médios da contagem das células BDNF-positivas para os
grupos NAIVE, Cond, CondSAL e CondANI. Os dados sdo apresentados como a média + SEM
para n = 5 pombos por grupo. Analises com ANOVA one-way nado revelou diferencas
significativas entre os grupos para a ocorréncia dos comportamentos (p > 0,05),

4.1.3. Efeito do Condicionamento Classico Aversivo sobre a expressao
proteica da tPA no hipocampo: A Figura 12 apresenta os dados obtidos pela
analise de Western blotting, expressos por valores médios da densitometria optica
das bandas imunorreativas, normalizadas em relagdo a -actina, para a tPA no
hipocampo de pombos dos grupos NAIVE, Cond, CondSAL e CondANI. Observa-se
que 12 h apbés o condicionamento os pombos dos grupos Cond, CondSAL e
CondANI expressaram maior quantidade de tPA no hipocampo, quando comparados
aos pombos do grupo NAIVE. As analises com ANOVA one-way confirmaram
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos para os valores da tPA
(Fs20= 11,48; p < 0.01). As analises post hoc do teste de comparacées multiplas de
Tukey indicaram que os pombos dos grupos Cond, CondSAL e CondANI diferiram

significativamente do grupo NAIVE (p < 0,05).
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Figura 12 - Expressao no hipocampo da tPA 12 h apoés o Condicionamento Classico Aversivo.
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(A) Esquema dos procedimentos experimentais: os animais do grupo NAIVE nao foram
condicionados, apenas pesados (P), e sacrificados (1) 12 h apds a pesagem. Os grupos
condicionados passaram por Condicionamento Classico Aversivo (CA), e receberam infusées
intra-hipocampal de anisomicina (CondANI) ou salina (CondSAL) 1 h antes de sofrerem
eutanasia, 12 h apés o condicionamento; o grupo Cond nao teve tratamento. Os valores
médios da densitometria 6ptica das bandas imunorreativas, normalizadas com f-actina para o
tPA (B). Os dados sao apresentados como a média + SEM para n = 6 pombos por grupo. ** p
<0,01, *** p <0,001 (One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey-Kramer para comparacoes
multiplas).
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4.1.4. Efeito do Condicionamento Classico Aversivo sobre a expressao
proteica das isoformas do BDNF na amigdala: A Figura 13 apresenta os dados
obtidos pela andlise de Western blotting, expressos por valores médios da
densitometria oOptica das bandas imunorreativas, normalizadas em relagdo a B-
actina, para o BDNF-maduro, pr6-BDNF e BDNF-truncado na amigdala de pombos
dos grupos NAIVE, Cond, CondSAL e CondANI. Observa-se que 12 h apés o
condicionamento os pombos dos grupos Cond, CondSAL e CondANI expressaram
maior quantidade de BDNF-maduro na amigdala, quando comparados aos pombos
do grupo NAIVE (Figura 13B). Os grupos Cond, CondSAL e ConANI apresentam
valores de pr6-BDNF (Figura 13C), e de BDNF-truncado (Figura 13D), menores que
os do grupo Naive. As analises com ANOVA one-way confirmaram diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos nas isoformas BDNF-maduro, 14 kDa
(Fs,16= 9,20; p < 0.05), pr6-BDNF, 32 kDa, (F3,16= 10,19; p < 0.01), BDNF-truncado,
28 kDa (Fs,16= 13,16; p < 0.01). Por outro lado, o valor total do conteido de BDNF
total para as trés isoformas nao mostrou diferencas entre os grupos (F3.16= 0,3635; P
= 0.3635) (Figura 13E). As andlises post hoc do teste de comparagdes multiplas de
Tukey indicaram que os pombos dos grupos Cond, CondSAL e CondANI diferiram

significativamente do grupo Naive (p < 0,05).
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Figura 13 - Expressao na amigdala das isoformas do BDNF 12 h apds o Condicionamento

Classico Aversivo.
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(A) Esquema dos procedimentos experimentais: os animais do grupo NAIVE nao foram
condicionados, apenas pesados (P), e sacrificados (1) 12 h apds a pesagem. Os grupos
condicionados passaram por Condicionamento Classico Aversivo (CA), e receberam infusées
intra-hipocampal de anisomicina (CondANI) ou salina (CondSAL) 1 h antes de sofrerem
eutanasia, 12 h apds o condicionamento; o grupo Cond nao teve tratamento. Os valores
médios da densitometria 6ptica das bandas imunorreativas, normalizadas com p-actina para o
BDNF-maduro (B), pr6-BDNF (C), BDNF-truncado (D) e o conteudo BDNF total (E). Os dados
séo apresentados como a média + SEM para n = 5 pombos por grupo. * p <0,05, ** p <0,01, ** p
<0,001 (One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey-Kramer para comparac6es multiplas).

A Figura 14 mostra a proporgao entre o BDNF-maduro com o pr6-BDNF (Fig. 14A) e
as proporcao do BDNF-maduro com o BDNF-truncado (Fig. 14B). Analises com
ANOVA one-way revelou diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
para as proporcoes de BDNF-maduro e pré-BDNF (Fs.16= 32.11; p < 0.001), e para

BDNF-maduro e BDNF-truncado (Fs.16= 8.94; p < 0.05).

Figura 14 — Relacao dos valores de BDNF-maduro para pro-BDNF e de BDNF-maduro para

BDNF-truncado na amigdala de pombos 12 h apés Condicionamento Classico Aversivo.
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(A) proporcao entre o BDNF-maduro com o pro-BDNF na amigdala, (B) propor¢cédo entre o
BDNF-maduro com o BDNF-truncado na amigdala. Os dados sdo apresentados como a média
+ SEM para n = 5 pombos por grupo. * p <0,05, ** p <0,05, *** p <0,001 (ANOVA one-way

seguido pelo teste de Tukey-Kramer para comparagdes multiplas).

A Figura 15 apresenta os dados obtidos pela andlise de Imunofluorescéncia para
células BDNF-positivas, expressas pela marcacado citoplasmatica do BDNF na
amigdala de pombos dos grupos NAIVE, Cond, CondSAL e CondANI. Observa-se
que 12 h apds o condicionamento classico aversivo as andlises com ANOVA one-
way seguida das analises post hoc do teste de comparacdes multiplas de Tukey nao
indicaram diferencas estatisticamente significantes entre os grupos para os valores

da marcagao das células BDNF-positivas (p > 0,05).
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Figura 15 - Expressao na amigdala das células BDNF-positivas 12 h apos o

Condicionamento Classico Aversivo.
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(A) Representacao esquematica de um corte transversal na medida AP = 6,75 do encéfalo de
pombo, em destaque a amigdala. Esquema dos procedimentos experimentais: os animais do
grupo NAIVE nao foram condicionados, apenas pesados (P), e sacrificados () 12 h apds a
pesagem. Os grupos condicionados passaram por Condicionamento Classico Aversivo (CA), e
receberam infusées intra-hipocampal de anisomicina (CondANI) ou salina (CondSAL) 1 h antes
de sofrerem eutanasia, 12 h apos o condicionamento; o grupo Cond nio teve tratamento. (B)
representacdo da imunomarcacgéo das células BDNF-positivas para os grupos NAIVE, Cond,
CondSAL e CondANI. (C) Valores médios da contagem das células BDNF-positivas para os
grupos NAIVE, Cond, CondSAL e CondANI. Os dados sdo apresentados como a média + SEM
para n = 5 pombos por grupo. Analises com ANOVA one-way nado revelou diferencas
significativas entre os grupos para a ocorréncia dos comportamentos (p > 0,05).

4.1.5. Efeito do Condicionamento Classico Aversivo sobre a expressao
proteica da tPA na amigdala: : A Figura 16 apresenta os dados obtidos pela
analise de Western blotting, expressos por valores médios da densitometria dptica
das bandas imunorreativas, normalizadas em relagdo a B-actina, para a tPA na
amigdala de pombos dos grupos NAIVE, Cond, CondSAL e CondANI. Observa-se
que 12 h apbs o condicionamento os pombos dos grupos Cond, CondSAL e
CondANI expressaram maior quantidade de tPA na amigdala, quando comparados
aos pombos do grupo NAIVE. As analises com ANOVA one-way confirmaram
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos para os valores da tPA
(Fs20= 13,66; p < 0.01). As analises post hoc do teste de comparacées multiplas de
Tukey indicaram que os pombos dos grupos Cond, CondSAL e CondANI diferiram

significativamente do grupo NAIVE (p < 0,05).
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Figura 16 - Expressdo na amigdala da tPA 12 h ap6s o Condicionamento Classico Aversivo.
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(A) Esquema dos procedimentos experimentais: os animais do grupo NAIVE nao foram
condicionados, apenas pesados (P), e sacrificados (1) 12 h apdés a pesagem. Os grupos
condicionados passaram por Condicionamento Classico Aversivo (CA), e receberam infusées
intra-hipocampal de anisomicina (CondANI) ou salina (CondSAL) 1 h antes de sofrerem
eutanasia, 12 h apds o condicionamento; o grupo Cond nao teve tratamento. Os valores
médios da densitometria 6ptica das bandas imunorreativas, normalizadas com p-actina para o
tPA (B). Os dados sd@o apresentados como a média + SEM para n = 6 pombos por grupo. ** p
<0,01, *** p <0,001 (One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey-Kramer para comparacoes

multiplas).

54



5. DISCUSSAO

5.1. Experimento 1

Os dados do presente estudo revelam que os pombos treinados com
pareamentos som-choque apresentaram aumento da resposta de congelamento em
relacdo aos outros comportamentos, evidenciando alteragbes comportamentais
caracteristicas do condicionamento de medo. Essa observacao esta em acordo com
estudos com condicionamento de medo em roedores (Bekinschtein et al., 2007;
Mizuno et al., 2012; Mchugh et al., 2013; Nasser et al., 2013) e com os relatos de
Reis et al. (1999) e Brito et al. (2006; 2011) sobre 0 aumento da exibicdo da
resposta de congelamento em pombos treinados com pareamentos som-choque.

Os dados também demonstram que a experiéncia do condicionamento induziu
alteracdes na expressao do BDNF-maduro no hipocampo e na amigdala, estruturas
envolvidas no circuito neural do condicionamento classico aversivo. Esse aumento
de BDNF-maduro foi detectado no hipocampo dos animais dos grupos Cond e
CondSAL, mas nao no hipocampo de animais tratados com infusao intra-hipocampal
de anisomicina, grupo CondANI, e nem nos animais do grupo NAIVE. Esses dados
concordam com o aumento na expressdo do BDNF-maduro observado no
hipocampo de roedores apds o treino em tarefas de aprendizagem (Pang et al.,
2004; Rattiner et al., 2004; Ou e Gean, 2007; Lubin et al., 2008; Bekinschtein et al.,
2008; Bekinschtein et al., 2010; Mizuno et al., 2012; AN et al., 2012). Pode-se
considerar que 0 aumento do BDNF-maduro observado nos animais condicionados,
Cond e CondSAL, teria ocorrido por volta de 12 h apds o condicionamento, visto que

os animais CondANI que receberam a infusao intra-hipocampal de anisomicina 11 h
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apoés o treino ndo apresentaram o aumento do BDNF-maduro no hipocampo. Assim,
os dados sugerem que em pombos também ocorre um aumento tardio de BDNF-
maduro por volta de 12 h apds o fim do treino tal como ja foi relatado em estudos
com roedores (Bekinschtein et al., 2007; Bekinschtein et al., 2010). De fato,
consistente com nossos resultados, Bekinschtein et al. (2007) mostraram que o pico
da expressdao do BDNF-maduro no hipocampo de ratos que ocorre 12 h apds o
treino de condicionamento operante de esquiva inibitéria € essencial para a
persisténcia da memdria. Slipczuk et al. (2013) também mostraram um aumento da
expressdo do BDNF-maduro no hipocampo de ratos nas 12 h apds o treino de
condicionamento de esquiva inibitéria. Nagappan, et al. (2009) encontraram um
aumento da expressao do BDNF-maduro 12 h ap6s estimulagao elétrica em culturas
de neurdnios do hipocampo de roedores. Além disso, vale a pena considerar que o
condicionamento do medo induz aumento da expressao de BDNF que apresenta um
padrao bifasico, com picos ocorrendo 1 e 12 h apds o treinamento (Ou et al., 2010).
O significado funcional de tal padrao bifasico pode estar relacionado tanto com a
consolidagdo quanto com e a persisténcia da memaria (Ou et al., 2010).

Na amigdala, observou-se que os trés grupos condicionados, Cond, CondSAL
e CondANI apresentaram maior expressao de BDNF-maduro do que o grupo NAIVE.
Este aumento na expressao do BDNF-maduro, foi também identificado na amigdala
de ratos 12 h ap6s o condicionamento aversivo, como foi relatado por Ou et al.
(2010). Outro resultado interessante do presente estudo € o fato de que a expressao
desta proteina na amigdala dos pombos condicionados, nao foi afetada pela infusao
intra-hipocampal de anisomicina e seu consequente efeito sobre as varias isoformas
do BDNF no hipocampo do grupo CondANI. Além disso, pode-se considerar que 0s

dados sobre os valores do BDNF-maduro, na amigdala reforcam a ocorréncia de
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uma expressao tardia do BDNF-maduro como também confirmam que a interrupgao
deste processo no hipocampo dos pombos do grupo CondANI foi devido ao efeito da
anisomicina.

Assim, os dados indicam que, apesar do fato de que tanto o hipocampo quanto
a amigdala fazerem parte do circuito neural do condicionamento aversivo para o
processamento da memoéria do medo (Kim and Jung, 2006; Toyoda et al., 2011;
Maren et al.,, 2013), a manipulacdo farmacolégica no hipocampo nao afetou a
expressdo do BDNF na amigdala. Dados anteriores da literatura em roedores
mostraram que lesdes nas projecdes do hipocampo para a amigdala basolateral
anterior atenua a aprendizagem ao contexto, mas ndo som durante o
condicionamento aversivo em ratos (Maren e Fanselow, 1995). Por outro lado, a
estimulacao de alta frequéncia nas vias neurais de projecao do hipocampo para a
amigdala produz potenciacdo de longa duracao (LTP) (Maren e Fanselow, 1995).
Juntas, essas observacdes estdo relacionadas com as complexas relagdes entre
hipocampo e amigdala subjacentes ao condicionamento aversivo.

As primeiras evidéncias sobre o papel do hipocampo e da amigdala no medo
condicionado levaram a sugestao de que o hipocampo seria crucialmente envolvido
com o processamento da representagdo contextual, enquanto o processamento de
outros elementos da associacdo som-choque que sao necessarios para 0
condicionamento do medo seria atributo da amigdala (Kim e Fanselow, 1992). Este
ponto de vista foi modificada por outra evidéncia que indica que a atividade neuronal
do hipocampo ventral € necessaria para a formagao do medo condicionado tanto ao
contexto quanto ao som (Bast et al, 2001; Zhang et al, 2001). Assim, podemos dizer
que o nosso trabalho acrescenta informagdes interessantes para o conjunto das

relacbes complexas (Fanselow, 2010), sobre os mecanismos moleculares que sao
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acionados no hipocampo e amigdala de pombos apdés a aquisicdo do medo
condicionado. Além disso, pode-se dizer que os nossos dados, podem contribuir
para a analise das relagdes funcionais entre hipocampo e amigdala de mamiferos e
de aves, na medida em que indicam que, apesar das diferentes caracteristicas
anatdbmicas entre os encéfalos dos roedores e os dos pombos, 0s eventos
moleculares induzidos pelo condicionamento aversivo mostram ser equivalentes
entre essas espécies.

Em conjunto, os dados deste estudo mostram um aumento tardio nos valores
de BDNF-maduro ap6s o condicionamento classico aversivo som-choque. Estes
dados contribuem para a discussao sobre o0s processos de aprendizagem e
mem©éria, mostrando que a atividade neuronal no hipocampo e na amigdala durante
a aquisicao medo condicionado por pombos implicam em mecanismos moleculares
relacionados com BDNF. Além de que os mecanismos moleculares envolvidos na
expressao do BDNF estao relacionadas com processos sinapticos glutamatérgicos
que envolvem a ativacao do receptor NMDA, o seu consequente aumento do influxo
de célcio e a ativacdo da via de sinalizacdo que resulta em fosforilacdo da CREB,
ativando a transcricdo e traducédo do pro-BDNF, que sera posteriormente clivado
pela tPA em BDNF-maduro (Martinowich et al., 2003; Frankland et al., 2005;
Tongiorgi et al, 2008; Yang et al., 2009; Barker, 2009; Cunha et al., 2010; Roth et
al., 2011; Hawk e Abe , 2011; Zheng et al., 2012; Park e Poo, 2013). No entanto,
nao existem estudos que demonstram que a clivagem do BDNF-truncado gere
BDNF-maduro, ou que indiquem o seu papel nos processos da memoria.

Os resultados do presente trabalho indicam que houve uma diminuicdo do
conteudo de pré6-BDNF e de BDNF-truncado no hipocampo dos pombos dos grupos

Cond e CondSAL, mas nao do grupo CondANI. Por outro lado, na amigdala todos os
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trés grupos condicionados (Cond, CondSAL e CondANI) apresentaram uma
diminuicdo do conteudo de pr6-BDNF e de BDNF-truncado. Esses dados mostram
que o aumento do conteudo de BDNF-maduro induzido pelo condicionamento
apresentou uma relacao inversa com o contetudo do pr6-BDNF e do BDNF-truncado.
Os dados que revelam a diminuicdo do conteudo de BDNF-truncado permitem
considerar que esta isoforma teria uma funcdo em processos de aprendizagem
fornecendo uma via de suprimento de BDNF-maduro. No entanto, mais pesquisas
sao necessarias para entender melhor quais sdo os mecanismos envolvidos com
esta expressao tardia de BDNF-maduro e qual é o papel do BDNF-truncado em
processos de aprendizagem e memoria.

Além disso, o condicionamento classico aversivo ndo promoveu aumento da
sintese do BDNF nas 12 h ap6s treino tanto no hipocampo quanto na amigdala,
como demonstrado pelos dados do Western Blotting referentes ao contetdo de
BDNF total, que foi semelhante entre todos os grupos. De modo relacionado, os
dados da marcacdo das células BDNF-positivas por Imunofluorescéncia para os
quatro grupos NAIVE, Cond, CondSAL, CondANI também, nao mostraram
diferencas estatisticas no hipocampo e amigdala. Esse resultado pode ser explicado
pelo fato de que essa marcagao indica BDNF total, ndo discriminando entre as trés
isoformas. O conteudo de BDNF total nas 12 h apés o treino, tanto no hipocampo
quanto na amigdala, também nao foi alterado pela infusdo intra-hipocampal de
anisomicina 11 h apés o treino. Contudo, a infusao intra-hipocampal de anisomicina
evitou o aumento do conteido de BDNF maduro e a diminuicdo do conteudo das
isoformas pré-BDNF e BDNF-truncado no hipocampo. Diante destes dados é

razoavel considerar que a anisomicina poderia ter afetado o processo de clivagem
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dos precursores do BDNF, determinando aumento do BDNF maduro, independente
de nova sintese.

Nesse contexto, parece adequado supor assim que a anisomicina poderia ter
afetado a expressdao da tPA, enzima que participa do processo de clivagem do
precursor do BDNF, gerando BDNF-maduro. De fato, trabalhos anteriores associam
o aumento da expressao do BDNF-maduro ao aumento e ativacédo da tPA (Pang et
al., 2004; Lochner et al.,, 2008; Cunha et al., 2010). Aproximadamente 80% das
vesiculas que estdo sofrendo exocitose e liberando o pr6-BDNF também contém a
tPA e o plasminogénio (Lochner et al., 2008). Outros estudos evidenciaram que
estimulos externos que promovem aumento da atividade neuronal também regulam
a transcricao e expressao da tPA (Melchor e Strickland, 2005; Obiang et al., 2012;
Cassé et al., 2012). Além disso, 0 aumento da expressdao de ambos BDNF-maduro e
da tPA foram observados apds estimulagdo elétrica em culturas de neur6nios
hipocampais (Nagappan et al., 2009) e um aumento na expressao e a transcricao de
tPA em culturas de neurdnios corticais foi observada cerca de 2 h apés a
estimulacao (Hwang et al., 2011).

No presente estudo também demonstramos que a experiéncia do
condicionamento classico aversivo induziu aumento na expressdao da tPA no
hipocampo e na amigdala de pombos dos grupos Cond, CondSAL e também no
grupo CondANI, mas nao nos pombos do grupo NAIVE. Esses dados sugerem que a
anisomicina nao afetou a expressao proteica da tPA 12 h apdés o treino de
condicionamento classico. Desta forma, com base nos achados do presente
trabalho, podemos considerar que as alteracbes na expressao proteica do BDNF-
maduro induzidas pelo treino de condicionamento classico, e bloqueadas pela

infusdo de anisomicina, ndo foram mediadas exclusivamente pela tPA. Essas

60



observacdées parecem indicar que o aumento da expressao do BDNF-maduro
observado no hipocampo e na amigdala 12 h apdés o condicionamento classico
aversivo resultaria de uma série de eventos moleculares que sao ativados pela
experiéncia do treino e que garantem a regulacdo fina da plasticidade neuronal
necessaria para a memoéria. Entre esses eventos moleculares teriamos a expressao
e ativacdo de outras proteinas que podem participar do processamento pds-
transcricional dos precursores do BDNF-maduro. Umas destas proteinas que
participam da clivagem do BDNF-maduro € a p11, proteina presente na membrana
plasmatica celular (Sartori et al., 2011). Lochner et al. (2008) mostraram que
aproximadamente 80% das vesiculas que sofrem exocitose e liberam pro-BDNF
também contem tPA e palsminogénio. O interessante nesse estudo é que foi
indicado que nao ocorre a clivagem do pro-BDNF em BNDF-maduro dentro das
vesiculas, embora ali haja a presenca das moléculas de tPA, plasminogénio e pro-
BDNF juntas. Portanto é plausivel considerar que, apds a exocitose da vesicula, se
faz necessaéria a interacao da p11 com a tPA para que esta ative o plasminogénio e
plasmina que, por sua vez, cliva o pro-BDNF gerando BDNF-maduro. Assim €&
sugestivo que a pl11 também tenha participacdo no processamento pos-
transcricional dos precursores do BDNF-maduro.

Essas observagbdes parecem indicar que o aumento da expressdo do BDNF-
maduro observado no hipocampo e na amigdala em nosso estudo resultaria de uma
série de eventos moleculares que sao ativados pela experiéncia do condicionamento
e que garantem a regulacdo fina da plasticidade neuronal necessaria para a
membéria. Entre esses eventos moleculares teriamos a ativacao de diversas enzimas
que clivam o pré-BDNF e o BDNF-truncado promovendo o aumento da expressao do

BDNF-maduro, sendo que para esses processamentos a tPA ndo apresenta um
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aumento de expressao proximo as pico do BDNF-maduro nas 12 h apds o treino.
Podemos, entdo, dizer que o presente estudo contribui com informacdes
interessantes a respeito das investigacbes sobre estas questdes no contexto do

condicionamento classico aversivo.

62



6. RESULTADOS

6.1. Experimento 2

6.1.1. Efeitos da anisomicina e da K252a sobre o comportamento de pombos
em situacdo de condicionamento classico aversivo: Na Figura 17 séao
apresentados resultados da duracdo média de cada um dos comportamentos
registrados durante as sessbes de treino, teste ao contexto e teste ao som
realizados 2 dias apds o treino, para os pombos dos grupos Cond2, CondSAL2,
CondANI2 e CondK2. Observa-se que nos trés grupos o comportamento de
congelamento destaca-se com duragdo meédia relativamente maior tanto na sessao
de treino (Cond2 = 60,63%, CondSAL2 = 58,07%, CondANI2 = 56,85% e CondK2 =
60,94%; Figura 17A), quanto durante na sessado de teste ao contexto (Cond2 =
74,17%, CondSAL2 = 76,31%, CondANI2 = 77,84% e CondK2 = 78,61%; Figura
17B). Durante o teste ao som (Figura 17C) o comportamento de vigilancia foi o que
apresentou a maior duragcdo média, independentemente do tratamento (Cond2 =
62,41%, CondSAL2 = 64,57%, CondANI2 = 64,00 % e CondK2 = 65,68%).

O teste ANOVA de duas vias confirmou que ndo houve diferencga significativa
entre os grupos Cond2, CondSAL2, CondANI2 e CondK2 quanto a duragcao média
dos comportamentos de congelamento (Fz21 = 0,160; P = 0,9223), vigilancia (Fz21=
0,320; P = 0,8088), exploragao cautelosa (Fs21 = 0,240; P = 0,8669), exploracao
(Fs21=0,03; P =0,9911), locomogéao (F321= 1,270; P = 0,3102) e manutengao (F321=
0,60; P = 0,6222). Contudo, foi indicado um efeito significativo de sessao sobre a
duracdo média dos comportamentos apresentados pelos grupos Cond2, CondSAL2,

CondANI2 e CondK2. Assim, foram confirmadas diferencas entre as sessdes de
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treino, teste ao contexto e teste ao som quanto ao comportamento de congelamento
(Fz21 = 296,18 p < 0,001), vigilancia (Fz21 = 334,33; p < 0,001), exploragcéao
cautelosa (Fs21 = 12,30; p < 0,001), exploragdo (Fs21 = 130,88; p < 0,001),
locomocgao (rs21 = 282,32; p < 0,001) e manutencéo (Fz21 = 12,10; p < 0,001). As
analises post hoc com o teste Tukey-Kramer indicaram que embora ndo houvesse
diferenca entre os grupos (p > 0,05), as duracdes médias desses comportamentos
durante a sessdao de teste ao contexto diferiram significativamente daquelas

registradas nas sessodes de treino e de teste ao som (p < 0,05).
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Figura 17- Duracdao média (+EPM) dos comportamentos exibidos durante as sess6es de treino

em condicionamento classico aversivo, teste ao contexto 2 dias e teste ao som 2 dias.
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Categorias comportamentais: GONG = Congelamento, VIG = Vigilancia, ECA = Exploracao
Cautelosa, EXP = Exploracao, LOC = Locomocao, MAN = Manuteng¢ao. (A) Treino dos animais
pertencentes aos grupos Cond2, CondSAL2, CondANI2 e CondK2. (B) Teste ao contexto dos
animais pertencentes aos Cond2, CondSAL2, CondANI2 e CondK2. (C) Teste ao som dos
animais pertencentes aos grupos Cond2, CondSAL2, CondANI2 e CondK2. As analises com
ANOVA de duas vias nao revelaram diferengas significativas entre os grupos para a ocorréncia
de comportamentos (p > 0,05). Os dados sao apresentados como a média £+ SEM paran=5a8
pombos por grupo.

Na Figura 18 sado apresentados valores da duracdo média de cada um dos
comportamentos registrados durante as sessdes de treino, teste ao contexto e teste
ao som realizados 7 dias apds o treino, para os pombos dos grupos Cond7,
CondSAL7, CondANI7 e CondK7. Observa-se que durante a sessado de treino
(Figura 18A), os pombos desses grupos apresentaram valores percentuais mais
elevados para o comportamento de congelamento (Cond7 = 57,15%, CondSAL7 =
57,83%, CondANI7 = 59,34% e CondK7 = 60,19%). Durante o teste ao contexto
(Figura 18B) os grupos Cond7 (78,05%) e CondSAL7 (73,64%) apresentaram
duracdo média elevada de congelamento, enquanto que houve uma diminui¢cdo na
duracdo média do congelamento nos grupos CondANI7 (14,93%) e CondK7
(25,00%), paralelamente ao aumento no comportamento de vigilancia nos grupos
CondANI7 (28,88%) e CondK7 (51,21%), e exploracdo nos grupos CondANI7
(35,00%) e CondK7 (22,80%). Ja no teste ao som (Figura 18C) os trés grupos
apresentaram maior duracdo média do comportamento de vigilancia (Cond7 =
66,00%, CondSAL7 = 63,81%, CondANI7 = 63,12% e CondK7 = 66,01%).

O teste ANOVA de duas vias indicou que houve diferenca entre os grupos
Cond7, CondSAL7, CondANI7 e CondK7 quanto a duracdo média dos
comportamentos de congelamento (Fz.21= 3,69; p < 0,05), vigilancia (F3.21= 4,82; p <
0,05), exploracao (Fs21= 3,47;p < 0,05), porém nao diferiram significativamente na

duracdo médias dos comportamentos de exploracdo cautelosa (Fs21 = 1,50; P=
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0,2431), locomocéao (Fs21= 0,470; P = 0,7066) e manutencao (Fs21= 1,65; P =
0,2084).

As analises com ANOVA também indicaram um efeito significativo da sessao
sobre a duracdo média dos comportamentos apresentados pelos grupos Cond7,
CondSAL7, CondANI7 e CondK7. Assim, foram confirmadas diferengcas entre as
sessoOes de treino, teste ao contexto e teste ao som quanto ao comportamento de
congelamento (Fs21= 185,92; p < 0,001), vigilancia (Fs21 = 58,18; p < 0,001),
exploracao cautelosa (Fs.21= 16,88; p < 0,001), exploragao (Fs.21=14,58; p < 0,001),
locomocao (F321 = 126,49; p < 0,001), manutencao (Fs21 = 4,58; p < 0,05). Houve
uma interacdo significativa entre grupo e sessdo para o comportamento de
congelamento (F3.3=4,88; p < 0,001), vigilancia (F33= 4,63; p < 0,001) e exploracao
(Fs3=4,69; p < 0,001).

As analises post hoc com o teste Newman-Keuls indicaram diferengas
significativas entre os grupos CondANI7 e CondK7 e os grupos Cond7 e CondSAL7
(p < 0,05) no teste ao contexto 7 dias. Houve diferengas significativas entre as
duragcdes médias dos comportamentos de congelamento, vigilancia, exploracao
cautelosa, exploracao, locomogdo e manutencdo durante a sessao de teste ao
contexto e as sessdes de treino e de teste ao som (p < 0,05).

As analises post hoc com o teste Newman-Keuls indicaram, ainda, que para
os comportamentos de congelamento e exploracao a sessao de teste ao contexto
dos grupos CondANI7 e CondK?7 foram diferentes de todas as sessbes dos grupos
Cond7 e CondSAL7, como também no teste ao som deles mesmos (p < 0,05). Para
o0 comportamento de vigilancia a sessao de teste ao contexto do grupo CondANI7 foi
diferente das sessdes do teste ao contexto e do teste ao som dos grupos Cond7 e

CondSAL7, como também no teste ao som deles mesmos, enquanto que para o

67



grupo CondK7 houve diferencas significativas apenas entre as sessdes do teste ao

contexto dos grupos Cond7 e CondSAL7 (p < 0,05).
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Figura 18 - Duragdo média (+EPM) dos comportamentos exibidos durante as sessoes de treino

em condicionamento classico aversivo, teste ao contexto 7 dias e teste ao som 7 dias.

A
=
o]
S
=
=
=
(=]
B
2
Q
<L
(o3
<
o
=
=]
C
=
=]
S
<L
I~
=
o

100

80 -

60

40

20

100

80

60

40

20

100

80

Treino - 7 dias

CONG ECA EXP LOC MAN
COMPORTAMENTO
Teste contexto - 7 dias
4 T
| [0}
Q
1 §
# +
: ﬂ
T T e —
CONG VIG ECA EXP LOC MAN
COMPORTAMENTO
Teste som - 7 dias
CONG VIG ECA EXP LOC MAN

COMPORTAMENTO

EEO0

Cond7
CondSAL7
CondANI7
CondK7

69




Categorias comportamentais: GONG = Congelamento, VIG = Vigilancia, ECA = Exploracao
Cautelosa, EXP = Exploracao, LOC = Locomocao, MAN = Manuteng¢ao. (A) Treino dos animais
pertencentes a Cond7, CondSAL7, CondANI7 e CondK7. (B) Teste ao contexto dos animais
pertencentes a Cond7, CondSAL7, CondANI7 e CondK7. (C) Teste ao som dos animais
pertencentes a Cond7, CondSAL7, CondANI7 e CondK?7. *p < 0,05 versus Cond7 e CondSAL7;
*p < 0,05 versus Cond7 e CondSAL7; §p < 0,05 versus Cond7 e CondSAL7; °p< 0,05 versus
Cond7 e CondSAL7; Qp < 0,05 versus Cond7 e CondSAL7; *p < 0,05 versus Cond7 e
CondSAL7; ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de multiplas compara¢gdes de Newman-
Keuls. Os dados sao apresentados como a média + SEM para n =5 a 8 pombos por grupo.

As Figuras 19 e 20 apresentam os valores médios da ocorréncia dos
comportamentos de congelamento, vigilancia, exploracao cautelosa, exploracao,
locomocao e manutencéao registrados durante os cinco minutos do inicio da sessao
de treino (antes da apresentacdo do pareamento som-choque), durante 0s cinco
minutos do final da sessado de treino (apds a apresentacdo do ultimo pareamento
som-choque), durante os 10 minutos da sessao de teste ao contexto, durante os 10
minutos da sessdo de teste ao som para os grupos Cond2, CondSAL2, CondANI2,
CondK2, Cond7, CondSAL7, CondANI7 e CondK7. Os comportamentos foram
registrados a cada intervalo de 30 seg e cada ponto representa o valor computado
para blocos de dois intervalos de registros (60 segundos). Observa-se na Figura 19
que os quatro grupos Cond2, CondSAL2, CondANI2 e CondK2, apresentaram um
aumento de congelamento e uma diminuicao da vigilancia e exploracdo nos ultimos
5 blocos da sesséo de treino quando comparados com os 5 blocos iniciais (Figura
19A). Na sessao de teste ao contexto, todos 0s grupos apresentaram uma
ocorréncia elevada de congelamento, durante toda sessao de teste (Figura 19B). Na
sessao de teste ao som houve um aumento da vigilancia e uma diminuicdo da
exploracao nos ultimos 7 blocos da sessao de teste quando comparados com os 3
blocos iniciais (Figura 19C).

O teste ANOVA de duas vias indicou que ndo houve diferenca entre os

grupos Cond2, CondSAL2, CondANI2 e CondK2 quanto a duragdo média dos
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comportamentos de congelamento (Fz21 = 0,02; P = 0,9958), vigilancia (F3.21 = 0,29;
P = 0,8353), exploracao cautelosa (Fs.21=0,08; P =0,9724), exploracao (F3.21=0,67;
P = 0,5802), locomocgéao (Fs21 = 1,17; P = 0,3446), manutencao (Fs21 = 0,11; P =
0,9553).

A analise com ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo da sessao
sobre a duracdo média dos comportamentos apresentados pelos grupos Cond2,
CondSAL2, CondANI2 e CondK2. Assim, foram confirmadas diferengas entre as
sessoOes de treino, teste ao contexto e teste ao som quanto ao comportamento de
congelamento (Fs21 = 217,66; p < 0,001), vigilancia (Fs21 = 472,24; p < 0,001),
exploracao cautelosa (F321 = 12,26; p < 0,001), exploracao (Fz.21= 89,07; p < 0,001),
locomocéao (Fs21 = 9,03; p < 0,001). Também foi indicado um efeito significativo da
variavel bloco apresentados pelos grupos Cond2, CondSAL2, CondANI2 e CondK2
quanto a duracdo média dos comportamentos de congelamento (Fz21 = 71,54; p <
0,001), vigilancia (Fs.21 = 22,50; p < 0,001), exploracado cautelosa (F321=2,60; p <
0,01), exploracédo (Fs21 = 56,27; p < 0,001), locomogao (Fz21 = 6,75; p < 0,001),
manutencao (Fs21 = 3,44; p < 0,001) ). As andlises post hoc com o teste Tukey-
Kramer indicaram que as duracdes médias dos comportamentos de congelamento,
vigilancia, exploragéo, exploracao cautelosa e locomogao durante a sessao de teste
ao contexto diferiram significativamente. As duragdes médias dos comportamentos
de congelamento, vigilancia, exploracdo cautelosa, exploracdo, locomocao e
manutencdo durante os 3 blocos iniciais de teste ao contexto diferiram
significativamente da duragdo média observada nos 3 blocos iniciais de treino e de

teste ao som (p < 0,05).
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Figura 19 - Duragcdo média (+EPM) dos comportamentos por bloco exibidos durante as sess6es de

treino em condicionamento classico aversivo, teste ao contexto 2 dias e teste ao som 2 dias.
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Categorias comportamentais: GONG = Congelamento, VIG = Vigilancia, ECA = Exploracao
Cautelosa, EXP = Exploracao, LOC = Locomocao, MAN = Manuteng¢ao. (A) Treino dos animais
pertencentes a Cond2, CondSAL2, CondANI2 e CondK2. (B) Teste ao contexto dos animais
pertencentes a Cond2, CondSAL2, CondANI2 e CondK2. (C) Teste ao som dos animais
pertencentes a Cond2, CondSAL2, CondANI2 e CondK2. As analises com ANOVA de duas vias
nao revelaram diferencas significativas entre os grupos para a ocorréncia de comportamentos
(p > 0,05). Os dados sao apresentados como a média + SEM para n = 5 a 8 pombos por grupo.

A Figura 20 mostra que os quatro grupos Cond7, CondSAL7, CondANI7 e
CondK7, apresentaram um aumento de congelamento e uma diminuicdo da
vigilancia e exploragdo nos ultimos 5 blocos da sessdao de treino quando
comparados com os 5 blocos iniciais (Figura 20A), enquanto que durante toda a
sessao de teste ao contexto, os grupos Cond7 e CondSAL7 apresentaram uma
ocorréncia de congelamento, com valores maiores do que 0s grupos CondANI7 e
CondK7 (Figura 20B). Na sessao de teste ao som, todos os grupos Cond?7,
CondSAL7, CondANI7 e CondK7, apresentaram um aumento da vigilancia e uma
diminuicdo da exploracdo nos Uultimos 7 blocos da sessdao de teste quando
comparados com os 3 blocos iniciais (Figura 20C).

O teste ANOVA de duas vias indicou que houve diferenca entre os grupos
Cond7, CondSAL7, CondANI7 e CondK7 quanto a duracdo média dos
comportamentos de congelamento . (F321 = 14,60; p < 0,001), vigilancia (F3.21 =
12,31; p < 0,001), exploracdo (Fs21 = 7,75; p < 0,01), porém nao diferiram
significativamente na duracdo do comportamento de exploracdo cautelosa (Fz.21 =
2,12; P =0,1287), locomocgao (F321 = 0,68; P = 0,5759), manutencao (Fs.21 = 0,09; P
= 0,9672). A analise com ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo da
sessao sobre a duracdo média dos comportamentos apresentados pelos grupos
Cond7, CondSAL7, CondANI7 e CondK7. Assim, foram confirmadas diferencas entre
as sessoes de treino, teste ao contexto e teste ao som quanto ao comportamento de

congelamento (Fs21 = 71,04; p < 0,001), vigilancia (Fs21 = 54,94; p < 0,001),
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exploracao cautelosa (Fs21 = 9,58; < 0,001), exploracao (Fz21 = 12,99; p < 0,001),
locomogéao (Fsz21 = 8,01; p < 0,01). O teste ANOVA também indicou um efeito
significativo da variavel bloco a duragdo média dos comportamentos de
congelamento (Fs21 = 85,72;p < 0,001), Vvigilancia (Fs21 = 18,21; p < 0,001),
exploracao (F321=42,88; p < 0,001), locomocgao (F321=6,27; p < 0,01), manutencao
(Fs21=2,48; p < 0,05). Houve uma interacao significativa entre grupo e sessao para
o comportamento de congelamento (F3.3= 13,02; p < 0,001), vigilancia (Fs.3= 11,90;
p < 0,001) e exploracéo (Fs3=3,96; p < 0,01).

As analises post hoc com o teste Newman-Keuls indicaram diferengas
significativas entre os grupos CondANI7 e CondK7 e os grupos Cond7 e CondSAL7
(p< 0,05) na ocorréncia de congelamento e da exploragdo no teste ao contexto 7
dias (p< 0,05). Também houve diferencas significativas entre a ocorréncia de
vigilancia do grupo CondANI7 e os grupos Cond7, CondSAL7 e CondK7 (p< 0,05).
Houve diferencgas significativas entre a sessédo de teste ao contexto e as sessoées de
treino e de teste ao som (p < 0,05), sendo que a sessao de teste ao contexto dos
grupos CondANI7 e CondK?7 diferiram das sessdes de treino e de teste ao contexto
dos grupos Cond7 e CondSAL7 (p < 0,05). As duragdes médias dos
comportamentos de congelamento, vigilancia, exploragao, locomog¢do e manutencao
durante os 3 blocos inicias de teste ao contexto diferiram significativamente da
duragédo média observada nos 3 blocos iniciais de treino e de teste ao som (p <

0,05).
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Figura 20 - Duracao média (+EPM) dos comportamentos por bloco exibidos durante as sessé6es de

treino em condicionamento classico aversivo, teste ao contexto 7 dias e teste ao som 7 dias.
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Categorias comportamentais: GONG = Congelamento, VIG = Vigilancia, ECA = Exploracao
Cautelosa, EXP = Exploracao, LOC = Locomocao, MAN = Manuteng¢ao. (A) Treino dos animais
pertencentes a Cond7, CondSAL7, CondANI7 e CondK7. (B) Teste ao contexto dos animais
pertencentes a Cond7, CondSAL7, CondANI7 e CondK7. (C) Teste ao som dos animais
pertencentes a Cond7, CondSAL7, CondANI7 e CondK7. *p < 0,001 versus Cond7 e CondSAL?7;
*p < 0,001 versus Cond7 e CondSAL?7; §p < 0,001 versus Cond7, CondSAL7 e CondANI7; °p <
0,001 versus Cond7, CondSAL7 e CondANI7; Qp < 0,01 versus Cond7 e CondSAL7; *p < 0,01
versus Cond7 e CondSAL7. ANOVA duas vias, seguido pelo teste de multiplas comparacoes
de Newman-Keuls. Os dados sao apresentados como a média + SEM para n = 5 a 8 pombos
por grupo.
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7. DISCUSSAO

7.1. Experimento 2

Os dados do Experimento 2 indicam que o condicionamento Classico
Aversivo resultou na expressdao de medo condicionado durante os testes ao
contexto e ao som, realizados 2 dias ou 7 dias apo6s o treino. Essas alteracoes
comportamentais sao indicativas de consolidagdo da meméria de medo
condicionado e da persisténcia dessa meméria ao contexto e ao som. Assim, o
presente trabalho permitiu verificar que os pombos condicionados com pareamentos
som-choque, seja dos grupos Cond2 e Cond7, que ndo receberam tratamento
farmacoldgico, ou aqueles dos grupos CondSAL2 e CondSAL7, tratados com salina,
mostraram a aquisicdo do condicionamento, a consolidacdo e a persisténcia da
meméria do valor aversivo condicionado do contexto e do som, conforme indicado
pela ocorréncia de congelamento tanto no teste ao contexto realizado 2 dias apés o
treino como no teste realizado 7 dias ap6s o treino. Contudo, os pombos dos grupos
que receberam a infusdo intra-hipocampal de anisomicina e de K252a mostraram
uma dissociacdo entre os efeitos do tratamento na meméria do contexto aversivo.
Embora no teste ao contexto realizado 2 dias apés o treino, os pombos tratados
tenham apresentado elevada ocorréncia de congelamento, tal como observado para
os grupos Cond2 e CondSAL2, durante teste ao contexto realizado 7 dias apds o
treino a ocorréncia de congelamento para os pombos tratados foi menor em relacao
aos pombos Cond7 e CondSAL?7.

Esses dados fundamentam a interpretacdo de que a infusao intra-hipocampal de

anisomicina 11 h apés o treino ndo comprometeu a consolidacdo da memdbria
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contextual, porém interferiu na persisténcia da meméria de longo prazo (LTM) ao
contexto aversivo. De fato, consistente com esses resultados, Bekinschtein et al.
(2007) mostraram que a anisomicina, aplicada na regiao CA1 do hipocampo dorsal
de ratos 11,5 h apds os treinos de esquiva inibitéria ndo afetou a retencao da
mem©éria quando os ratos eram testados ao contexto 48 horas apés o treino, e que
0s animais testados 7 dias apds o treino apresentaram um prejuizo na persisténcia
da LTM (menor porcentagem de congelamento no teste). Slipczuk et al. (2013)
também mostraram um aumento da expressdao do BDNF-maduro no hipocampo de
ratos nas 12 h apés o treino de condicionamento de esquiva inibitéria e que o uso do
antidepressivo venlafaxine, aplicada na regido CA1 do hipocampo dorsal de ratos 11
h apos os treinos de esquiva inibitéria ndo afetou a retencao da memoria quando os
ratos eram testados ao contexto 48 horas apds o treino, mas apresentaram um
prejuizo na persisténcia da memodria quando testados em 7 dias apds o treino.
Assim, como o Experimento 1 do presente estudo demostrou o aumento da
expressao do BDNF-maduro nas 12 h apés o treino, os dados do Experimento 2
sugerem que o bloqueio do aumento da expressao do BDNF-maduro pela infusdo
intra-hipocampal de anisomicina, teria afetado os processos moleculares que
garantem a persisténcia da memoria.

Consistente com essas observagdes, a infusdo intra-hipocampal de K252a,
também ndo comprometeu a consolidacdo da memdéria contextual aversiva, mas
interferiu na sua persisténcia. Desse modo, podemos supor que o tratamento com
K252a através do efeito antagonista no receptor TrkB, bloqueou a acdo do BDNF-
maduro que seria essencial para a persisténcia da memdria contextual aversiva.
Esses dados sao coerentes com os inUmeros estudos que indicam que 0s processos

moleculares desencadeados pelo treino seguem um curso temporal de algumas
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horas que culmina com a sintese de proteinas necessarias para a consolidagao de
mem©éria. Assim, pode-se considerar que esses processos moleculares que ocorrem
nas primeiras horas apés a aprendizagem (Rose, 2000) nao foram prejudicados pela
infusdo de anisomicina 11 h ap6s o treino, de modo que a consolidacao da meméria
teria ocorrido sem interferéncia. Dentre essas proteinas o0 BDNF-maduro apresenta
um aumento de expressdao 1 h apods o treino, o qual ja foi relacionado com a
consolidagdo da meméria (Ou et al.,, 2010). Por outro lado, também ja foi
demonstrado (Bekinschtein et al., 2007; Ou et al., 2010; Faria et al., 2013) que o
BDNF-maduro apresenta um aumento tardio de expressdo que seria necessario
para a persisténcia da memoria do condicionamento ao contexto. Nossos dados
corroboram tais consideragcées uma vez que tanto a inibicao da sintese proteica pela
anisomicina, que bloqueia o aumento expressdao do BDNF-maduro, quanto o
blogueio de sua acdo no receptor TrkB, 11 horas apbés o treino interfere na
persisténcia da memoria, ou seja, essa inibicado nao altera uma memébria ja
consolidada, mas prejudica a sua manutencao/persisténcia (Bekinschtein et al.,
2007; Bekinschtein et al., 2010; Medina et al., 2008; Slipczuk et al., 2013).
Contrariamente ao observado para a memoria do medo condicionada ao
contexto, a meméria aversiva ao som dos pombos CondANI7 e CondK7 foi
preservada, indicando que as interferéncias realizadas no hipocampo nao afetaram
a persisténcia da meméria ao som. Os dados mostraram que durante o teste ao som
nao houve diferencas estatisticas comportamentais entre os grupos. Os pombos dos
grupos Cond2 e Cond7 que nao receberam tratamento farmacoldgico das drogas
anisomicina ou K252a mostraram a consolidacao e a persisténcia da memoria ao
som com valor aversivo condicionado. Do mesmo modo, tanto os pombos tratados

com anisomicina, quanto os pombos tratados com K252a, também mostraram a
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consolidagao e a persisténcia da meméria do medo condicionado ao som. Os dados
do nosso estudo indicam, assim, que o treino de condicionamento classico aversivo
foi capaz de provocar alteracbes comportamentais nos animais que evidenciaram a
memoria do medo condicionado ao som. Esses resultados sdo consistentes com o
trabalho de Ou et al. (2010), que mostrou que ratos que passaram pelo
condicionamento classico aversivo som-choque tiveram um aumento na expressao
do BDNF-maduro 12 horas apés o treino, e quando foram testados ao som foram
capazes de evocar a memoria 24 h e 7 dias apés o treino. Contrariamente, a infusao
de K252a na amigdala lateral desses animais 9 h apds o treino repercutiu em
prejuizos na memdria ao teste ao som em 7 dias.

Portanto, além das evidéncias quanto a importancia de um ciclo tardio da
expressdao do BDNF na persisténcia da memoria contextual aversiva, os dados do
presente estudo nos remetem a questdes relacionadas ao papel do hipocampo na
memoria de medo condicionado ao contexto e medo condicionado ao som. A
participacao essencial do hipocampo na aquisicdo e consolidacdo da memoria de
medo contextual em ratos foi demonstrada pelo trabalho pioneiro de Kim e Fanselow
(1992) que utilizaram o pareamento som e choque elétrico, e lesdes no hipocampo
1, 7, 14, ou 28 dias apds o treino. Os animais com lesdo 1 dia pds-treino tiveram
menor ocorréncia de resposta de congelamento quando re-expostos ao ambiente
em que receberam o choque (contexto), mas ndo quando testados em outro
contexto com reapresentacao do som. Todos os animais dos grupos que tiveram
lesbes mais tardiamente apresentaram congelamento tanto ao contexto quanto ao
som. Esse estudo evidenciou uma dissociagcao nas vias de processamento das
informacdes contextuais e sonoras no medo condicionado, € que o hipocampo pode

ter um papel limitado no tempo em memdrias do medo contextual, mas nao a
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estimulos discretos, como o som. Assim, em acordo com esses dados, 0S NOSSOS
resultados de que a infusado intra-hipocampal tanto da anisomicina, quanto da K252a
causaram alteracdes apenas na memoria ao contexto, mas ndo na memaria ao som,
evidenciam que os diferentes estimulos, som e contexto sdo processados por
diferentes circuitos no condicionamento do medo (Kim e Fanselow, 1992;
Eichenbaum et al., 1992; Canteras et al., 2012). Essas observacdes estdo em
acordo com os dados do Experimento 1, que mostraram que a infusao intra-
hipocampal de anisomicina 11 h ap6s o condicionamento provocou o bloqueio no
aumento da expressao do BDNF-maduro apenas no hipocampo, ndo afetando a
expressao na amigdala. Como bem demonstrado pela literatura o hipocampo e a
amigdala sao estruturas neurais que desempenham um papel essencial nos
processos de aprendizagem e memoria do medo condicionado, sendo a amigdala
responsavel pela memdéria emocional aversiva sinalizada ou discriminativa, e o
hipocampo, por sua vez, sendo fundamental para memoria contextual (Kim e
Fanselow, 1992, Eichenbaum et al., 1992; Izquierdo e Medina, 1993; LeDoux, 2000;
Maren, 2001; Zhang et al., 2001; An et al., 2012;). De fato, o hipocampo, tal como a
amigdala, participa de uma rede neural, que envolve vias paralelas (Canteras et al.,
2012) que convergem para as estruturas efetoras que garantem a expressao da
resposta comportamental. Nesta rede neural tanto o hipocampo, quanto a amigdala,
estabelecem conexdes diretas ou indiretas com outras estruturas corticais,
diencefalicas e mesencefélicas (lzquierdo e Medina, 1997; Brandao et al., 2008;
Canteras et al., 2012).

Outro ponto a ser considerado € que embora os pombos tivessem apresentado
elevada ocorréncia de congelamento durante o treino e no teste ao contexto, durante

o teste ao som exibiram maior ocorréncia de vigilancia do que de congelamento.
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Tanto a vigilancia quanto o congelamento sdo comportamentos que fazem parte do
repertério de defesa de diferentes espécies de animais. De acordo com os critérios
de topografia comportamental usada em nosso estudo, a vigilancia difere do
congelamento pela exibicao de escaneamento visual, o que pode ser considerado
como a expressao da avaliacdo da ameaca no ambiente. No caso do congelamento
a imobilidade motora tensa e total, que em condigbes naturais teria a funcao de
impedir a deteccado visual ou auditiva pelo predador, indicaria que o animal ja
identifica a situacdo como perigosa e ameacgadora (Shuhama et al., 2007). Esses
dados relacionam-se com o fato de que existem niveis de defesa que sao exibidos
por animais em situacdo de perigo ou ameaca. De acordo com a proposta de
Blanchard, 1978, existe uma hierarquia na organizacao dos diferentes niveis de
defesa que podem ser exibidos nessas situacdes, que de acordo a situacao
envolveriam desde a avaliacao de risco, fuga, imobilidade tensa, ameaca defensiva
até o ataque defensivo. A vigilancia exibida pelos pombos durante o teste ao som
pode ser relacionada com o primeiro nivel de hierarquia de defesa, ou seja, a
avaliacao de risco. O som que foi previamente associado ao choque, mesmo quando
apresentado em um ambiente diferente daquele em que o animal foi condicionado,
teria uma funcao de sinalizar a possibilidade de ocorréncia do evento aversivo.
Assim, durante o teste ao som em nosso estudo o som atuaria como um estimulo
condicionado, sinalizador do perigo em um ambiente potencialmente aversivo,
levando a avaliacao visual do ambiente expressa pelo comportamento de vigilancia
(Shuhama et al., 2007). De fato o escaneamento visual ja foi descrito como um tipo
de avaliagcao de risco exibido por macacos e esquilos (Hanson e Coss,1997; Coss e
Ramakrishnan 2000) diferindo das respostas de farejar em camundongos e ratos

(Zangrossi e File, 1994; Berton et al., 1998) e alongamento em ratos (Blanchard e
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Blanchard, 1988). Por outro lado, o aumento do congelamento no teste ao contexto
ocorre em funcao de que o contexto € um ambiente fechado, sem possibilidade de
fuga e que oferece um conjunto de estimulos que foram associados a apresentagao
do estimulo aversivo, tais como o cheiro, a temperatura, a claridade os quais estao
continuamente presentes durante todo o teste. Essa situagao caracterizaria uma real
possibilidade de nova ocorréncia do estimulo aversivo, sobre a qual o animal nao
tem previsdo e nem controle (Shuhama et al., 2007).

Em resumo, os dados do Experimento 2 demostram que interferéncias na
acao BDNF-maduro realizadas 11 h apds o condicionamento prejudicaram a
persisténcia da memoéria de longo prazo (LTM) ao contexto aversivo, evidenciando o
papel do BDNF-maduro na persisténcia da memoéria do medo condicionado ao
contexto. Assim, os dados deste Experimento 2 confirmam e ampliam as
observacdes apresentadas no Experimento 1, que indicaram que o aumento da
expressao do BDNF-maduro observado no hipocampo e na amigdala em nosso
estudo resultaria de uma série de eventos moleculares que séo ativados pela
experiéncia do condicionamento e que garantem a regulacado fina da plasticidade

neuronal necessaria para a memdria.
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8. CONCLUSOES

1-

O Condicionamento  Classico  Aversivo resultou em alteracdes
comportamentais caracteristicas do condicionamento de medo ao contexto de
pareamento som-choque e ao som que foi associado ao choque, bem como
na ativacao de eventos moleculares que resultaram no aumento do BDNF-
maduro 12 h apos o treino, tanto no hipocampo como na amigdala. De modo
correlacionado, o Condicionamento Classico Aversivo também promoveu
aumento da sintese da tPA nas 12 h apds treino tanto no hipocampo quanto

na amigdala.

A infusdo de anisomicina intra-hipocampal, 11 h apds o treino, bloqueou as
alteracOes de expressao das isoformas do BDNF-maduro, BDNF-truncado e
pr6-BDNF no hipocampo, mas néo interferiu na expressao dessas proteinas
na amigdala, fato que favorece interpretacbes da dissociacdo entre o

hipocampo e a amigdala no processamento do medo condicionado.

Como a infusdo de anisomicina intra-hipocampal, 11 h apés o treino, nao
bloqueou as alteracdes de expressado da tPA tanto no hipocampo quanto na
amigdala, deve-se considerar que o aumento tardio da expressao do BDNF-
maduro teria o envolvimento de outros mecanismos além daqueles envolvidos
com o aumento da expressao da tPA proximo ao pico do BDNF-maduro nas

12 h ap6s o treino.
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Os pombos treinados em Condicionamento Classico Aversivo resultou
alteragbes comportamentais caracteristicas do condicionamento de medo ao
contexto de pareamento som-choque e ao som que foi associado ao choque,
indicando a aquisicdo do medo condicionado ao contexto e ao som, a
consolidagdo da memoéria de medo condicionado e a persisténcia dessa

mem©éria, num periodo de 7 dias apos o treino.

A infusdo intra-hipocampal 11 h ap6s o treino, seja de anisomicina ou do
antagonista do receptor TrKB, K252a, ndo comprometeu a consolidagéo da
memdéria seja ao contexto ou ao som, porém interferiu na persisténcia da
memoria de medo ao contexto. Esses dados corroboram os dados do
Experimento 1 que mostraram o aumento na expressao do BDNF-maduro 12
h apds o treino em Condicionamento Classico Aversivo e indicam que a
persisténcia da memoria do medo condicionado ao contexto depende de um
ciclo tardio da expressato do BDNF-maduro no hipocampo,
independentemente da expressao do BDNF-maduro que ocorre na amigdala.
Por outro lado, a persisténcia da meméria do medo condicionado ao som,
independeria da expressao tardia do BDNF-maduro no hipocampo. Essas
observacdées comportamentais corroboram as interpretacdes da dissociacao

entre o hipocampo e a amigdala no processamento do medo condicionado.

Em conjunto, nossos resultados evidenciam que a experiéncia do
condicionamento ativa uma série de eventos moleculares que levam a
expressdao do BDNF-maduro no hipocampo e na amigdala, os quais garantem

a regulacao fina da plasticidade neuronal necessaria para a 0s processos de
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memb©éria. Além disso, demonstram que apesar das diferentes caracteristicas
anatdmicas entre os encéfalos dos roedores e os dos pombos, os eventos
moleculares induzidos pelo condicionamento aversivo mostram ser

equivalentes entre essas espécies.
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10. ANEXOS
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Consolidacdo e persisténcia da_meméria
aversiva ao contexto e ao som apés o condicionamento som-choque: investigacio

dos efeitos do bloqueio da sintese proteica no hipocampo. Espécie: Pombos,

Columba livia, machos, adultos" (protocolo n° 2928-1), sob a responsabilidade de

Profa. Dra. Elenice Aparecida de Moraes Ferrari / Rodolfo Souza de Faria, esta de

acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pela

Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e com a
legislagéo vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
‘ procedimentos para o uso cientifico de animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15
DE JULHO DE 2009.
O projeto foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 21 de novembro de
2012.
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