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ABSTRACT 
 

SPERANDÉO, M. L. A. Memory of contextual fear conditioning: Impairments by protein synthesis 

inhibition or blockade of NMDA glutamatergic receptor in the hippocampus. 2013. 118 p. 

 

The study of classical aversive conditioning has contributed to the characterization of different phases in 

memory formation (acquisition, consolidation, reconsolidation, extinction and persistence) and the 

underlying mechanisms of neuronal plasticity. Among these, the activation of NMDA glutamate receptors, 

gene transcription and protein synthesis are pointed as essentials. The brain-derived neurotrophic factor 

(BDNF) and immediate expression gene (IEG) zenk are activated in the hippocampus of mammals during 

reconsolidation and extinction. This study investigated the effects of protein synthesis inhibition and 

blockade of NMDA receptors in the hippocampus of pigeons on reconsolidation and extinction of 

contextual fear memory. In Experiment 1, pigeons were conditioned, tested in the context (reactivation), 

received intra-hippocampus infusion of saline (SAL-PR), anisomycin (ANI-PR) or MK-801 (MK-PR) after 

the test (post-reactivation, PR), and had a retest two days later (Rt 2d). Experiment 2, had a retest 9 days 

after intra-hippocampus infusion (Rt 9d) for three PR groups, and other three groups that were not tested 

24h after training served as control for reactivation (no reactivation-NR). Three tone-shock pairings were 

presented during training (20 min). Pigeons were exposed to the context during 5 min in the test and Rt 2d 

sessions and during 30 min in Rt 9d. In both experiments, the occurrence of freezing (FRZ) was high in 

training and testing sessions for all the groups, but ANI-PR and MK-PR pigeons showed a significant 

decrease in FRZ during the Rt 2d (p < 0.05). The NR groups exhibited high occurrence of FRZ both in the 

Rt 2d and in the beginning of Rt 9d (p > 0.05). MK-PR pigeons had no spontaneous recovery of FRZ, 

suggesting irreversible impairment caused by MK-801 in contextual fear memory. The groups, SAL-PR, 

SAL-NR, ANI-PR, ANI-NR and MK-NR showed a gradual decrease in FRZ during the Rt 9d session, 

evidencing extinction. Western Blotting analysis  indicated that the content of mature BDNF in the 

hippocampus of SAL-PR group after Rt 9d session was higher than that seen for the other groups (p < 

0.05), but no between-group differences for Zenk were observed (p > 0.05). This suggests the 

involvement of hippocampal BDNF in reconsolidation and extinction of contextual fear memory in pigeons. 

The present data show that inhibition of protein synthesis and blockade of NMDA receptors in the 

hippocampus of pigeons, after the testing session to context, impaired reconsolidation of contextual fear 

conditioning memory and affected the process of extinction. Furthermore, the impairments were 

dependent on the reactivation of fear memory during the test. 

 

 

Keywords: contextual fear memory, protein synthesis inhibition, MK-801, hippocampus, pigeons. 
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RESUMO 
 

SPERANDÉO, M. L. A. Memória do medo condicionado ao contexto: alterações por inibição 
da síntese proteica ou por bloqueio de receptores de glutamato do tipo NMDA no 
hipocampo. 2013. 118p. 
 

O estudo do condicionamento clássico aversivo contribuiu para caracterizar as fases da 

formação da memória (aquisição, consolidação, reconsolidação, persistência e extinção) e os 

mecanismos de plasticidade neuronal subjacentes. Entre estes, a ativação de receptores 

glutamatérgicos NMDA, de transcrição gênica e síntese proteica parecem fundamentais. O fator 

neurotrófico derivado de cérebro (BDNF) e o gene de expressão imediata (IEG) zenk são 

ativados no hipocampo de mamíferos durante a reconsolidação e a extinção. Este estudo 

investigou os efeitos da inibição da síntese proteica e do bloqueio dos receptores NMDA no 

hipocampo de pombos na reconsolidação e extinção da memória de medo contextual. No 

Experimento 1, pombos foram condicionados, testados ao contexto (reativação), submetidos à 

infusão intra-hipocampo de salina (SAL-PR), de anisomicina (ANI-PR) ou de MK-801 (MK-PR) 

após o teste (pós-reativação; PR), e retestados 2 dias depois (Rt 2d). No Experimento 2, três 

grupos tiveram um segundo reteste, 9 dias após a infusão (Rt 9d), enquanto que outros três 

grupos não passaram pelo teste (sem reativação- SR). O treino (20 min) teve três pareamentos 

som-choque. No teste e no Rt 2d houve exposição ao contexto do condicionamento por 5 min e 

no reteste Rt 9d, por 30 min. Nos dois experimentos, todos os grupos apresentaram alta 

ocorrência de congelamento (CONG) nas sessões de treino e de teste, mas no Rt 2d os grupos 

ANI-PR e MK-PR mostraram uma redução significativa de CONG (p < 0,05). Os grupos SR 

exibiram alta ocorrência de CONG tanto no Rt 2d, quanto no início do Rt 9d (p > 0,05). No Rt 9d o 

grupo MK-PR não teve recuperação espontânea de CONG, sugerindo prejuízo irreversível 

provocado pelo MK-801 na memória de medo contextual. Os grupos, SAL-PR, SAL-SR, ANI-PR, 

ANI-SR e MK-SR mostraram diminuição gradual de CONG durante a sessão de Rt 9d, 

evidenciando a extinção. Análises com Western blotting após o Rt 9d indicaram que o conteúdo 

de BDNF-maduro no hipocampo dos pombos SAL-PR foi significativamente maior em 

comparação aos demais grupos (p < 0,05), mas não foram observadas diferenças entre os 

grupos para o Zenk (p > 0,05). Isso sugere a participação do BDNF hipocampal na 

reconsolidação e na extinção da memória de medo contextual em pombos. Assim, a inibição da 

síntese proteica e o bloqueio dos receptores NMDA no hipocampo de pombos, após o teste ao 

contexto, prejudicaram a reconsolidação da memória de medo condicionado ao contexto. Além 

disso, os prejuízos observados foram dependentes da reativação da memória durante o teste. 

 

Palavras-chave: memória de medo ao contexto, inibição de síntese de proteína, MK-801, 

hipocampo, pombos. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1. Aprendizagem e Memória 

 

Indivíduos de todas as espécies possuem a habilidade de reagir adequadamente 

frente às situações do ambiente em que vivem e às ameaças a sua sobrevivência. Esta 

habilidade pode ser incondicionada, mas geralmente pode estar relacionado à 

aprendizagem, processo pelo qual se adquire conhecimento sobre o mundo, e as 

capacidades de prever eventos futuros, programar e modificar os próprios 

comportamentos. Assim, essa habilidade desenvolve-se em função das experiências 

com os eventos do ambiente e das consequências de respostas emitidas pelo próprio 

organismo (CATANIA, 1999; KANDEL, 2001). 

Os estudos sobre aprendizagem destacam dois tipos principais de experiências: 

as que envolvem procedimentos não associativos e as que envolvem procedimentos 

associativos, caracterizando as aprendizagens não associativa e associativa, 

respectivamente. Na aprendizagem não associativa o organismo é exposto a um único 

tipo de estímulo, o qual é repetido regularmente, ou tem uma duração prolongada sem 

o estabelecimento de relações funcionais programadas entre estímulos ou entre 

estímulo e comportamento. Como exemplo de aprendizagem não associativa tem-se a 

habituação, que é caracterizada pelo decréscimo progressivo da resposta a estímulos 

inócuos repetitivos ou que tenham longa duração, ou a sensibilização, quando um 

organismo exposto a um estímulo aversivo prévio responde com fortalecimento da 

resposta a um estímulo inócuo, que ocorre num momento posterior, sem associação 

com o primeiro. Na aprendizagem associativa, são estabelecidas relações funcionais ou 

de contingências a partir da associação ou pareamento entre estímulos ou entre 

estímulos e resposta. No condicionamento clássico a partir da associação repetida 

entre dois estímulos (por exemplo, som e choque), um estímulo previamente inócuo 

adquire funções de controle de respostas que eram eliciadas apenas pelo estímulo 

incondicionado. No condicionamento operante ocorre o estabelecimento de 

contingências de reforçamento entre estímulo (por exemplo, alimento) e a resposta (por 

exemplo, a pressão de uma barra), a partir da associação entre resposta e sua 
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consequência (PAVLOV, 1927; SKINNER, 1938; SKINNER, 1953; KANDEL, 

SCHWARTZ & JESSELL, 2000). 

As experiências vivenciadas pelo organismo, que envolvem tanto aprendizagem 

não associativa quanto não associativa, induzem alterações celulares no sistema 

nervoso central (SNC), que se correlacionam com a formação da memória, ou seja, as 

informações oriundas dessas experiências são armazenadas e podem ser 

lembradas/evocadas.  

 

1.2. Tipos e fases da memória 

 

A memória pode ser caracterizada como o processo de manutenção ao longo do 

tempo do conhecimento e, consequentemente, das mudanças comportamentais 

adquiridas. A duração da memória depende de mecanismos celulares e moleculares 

específicos (MARKOWITSCH, 1997; CARLSON, 2001; KANDEL, 2001). Assim, 

considera-se que a memória constitui uma das mais importantes formas de plasticidade 

do SNC (KANDEL, 2001). 

Além de variar quanto a sua duração, a memória pode variar também quanto ao 

tipo de informação ou conteúdo que é retido e evocado, como por exemplo, referentes a 

fatos e seu valor emocional, datas, procedimentos, relações entre eventos, mapas 

espaciais, entre outros. Dessa forma, a memória pode ser classificada de acordo tanto 

com seu período de armazenamento - memória de curta duração e de longa duração, 

quanto de acordo com seu conteúdo - memória explícita ou declarativa e implícita ou de 

procedimento (KANDEL et al., 2001; CARLSON, 2002; PANG & LU, 2004). De um 

modo geral, considera-se que a memória de curta duração se refere ao armazenamento 

de poucas informações por um período de tempo limitado a segundos, poucos minutos 

ou até cerca de 3 horas, sendo um processo neural que independe da transcrição de 

RNA mensageiro e de síntese proteica. Já a memória de longa duração refere-se ao 

armazenamento de uma quantidade ilimitada de informações, por um período de tempo 

prolongado que pode variar em horas, dias e até anos (IZQUIERDO et al., 2000; 

BEKINSCHTEIN et al., 2007; BONINI et al., 2007). A memória de longa duração pode 

ser explícita ou declarativa, implícita ou não declarativa (ou de procedimento). A 
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primeira, memória explícita ou declarativa, inclui o conhecimento cuja evocação requer 

um esforço consciente, com conteúdo sobre fatos ou eventos autobiográficos e sobre 

as relações entre esses fatos e eventos que podem ser explicitados ou declarados por 

meio da linguagem. Como animais que não fazem uso da linguagem também têm 

memória declarativa. Carlson (2002) propõe o termo memória relacional para se referir 

a esse processo.  A segunda, memória implícita ou não declarativa, inclui 

conhecimentos adquiridos por meio de experiências repetitivas envolvidas na 

habituação e sensibilização, hábitos e habilidades motoras, condicionamento clássico e 

alguns casos de condicionamento operante (KANDEL et al., 2002; SQUIRE & KANDEL, 

2003). 

O processo de formação da memória é descrito como envolvendo diferentes 

fases que são: aquisição e ou codificação, consolidação, armazenamento, recuperação 

e extinção (IZQUIERDO et al., 2000; NADER, 2003; BEKINSCHTEIN et al., 2007; 

KIRTLEY & THOMAS, 2010). A aprendizagem (aquisição) depende de processos 

sensoriais que garantem a detecção dos eventos/estímulos ambientais e a codificação 

se refere aos processos pelos quais as informações recebidas por meio desses 

estímulos são transformadas em códigos neurais e processadas no SNC. A informação 

codificada deve ser associada de forma significativa e sistemática com os 

conhecimentos já estabelecidos na memória, de tal forma a permitir que seja integrada 

com o que já é conhecido. A seguir, essa informação pode passar pela consolidação, 

processo que se caracteriza pela reorganização gradual das informações recém - 

armazenadas como memória de curta duração, de forma a torná-las mais estáveis para 

o armazenamento de longa duração e posterior evocação. Pode-se considerar que a 

consolidação seja o processo de transformação de memórias de curta duração em 

memórias de longa duração, ou seja, pelo qual as memórias transientes tornam-se 

persistentes e resistentes à desorganização. Para que a memória seja consolidada e 

armazenada por longa duração é necessário que haja a expressão de genes e a 

síntese de novas proteínas. Ocorrerão, então, mudanças estruturais e funcionais de 

longa duração nas sinapses garantindo que as novas memórias sejam mantidas ao 

longo do tempo (NADER, 2003; IZQUIERDO, 2006; BEKINSCHTEIN et al., 2007).  
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Muitos estudos comportamentais em diferentes espécies animais investigaram a 

formação da memória de longa duração no condicionamento clássico aversivo. Estes 

estudos confirmaram sua dependência de síntese proteica, cuja regulação se inicia 

durante o treino e continua durante horas após o treino (SCHAFE & LEDOUX, 2000; 

PEDREIRA & MALDONADO, 2003; LEE, EVERITT & THOMAS, 2004; BEKINSCHTEIN 

et al., 2007; LONERGAN et al., 2010).  Atualmente se considera que a fase da 

consolidação da memória de longa duração envolva a indução de repetidos ciclos de 

síntese proteica que se repetem dentro de uma janela temporal de aproximadamente 12 

horas (BEKINSCHTEIN et al., 2007; FARIA et al., 2013).  

O armazenamento se refere aos mecanismos pelos quais a memória consolidada 

é transferida aos locais onde será retida e de onde poderá ser recuperada. A fase tardia 

da consolidação da memória de longa duração, que dura por dias ou semanas, torna 

permanente e persistente o armazenamento desta memória (SQUIRE & ALVAREZ, 

1995; MCGAUGH, 2000; NADER, 2003; BEKINSCHTEIN et al., 2007). O hipocampo, a 

amígdala e o córtex pré-frontal são considerados estruturas-chave envolvidas no 

armazenamento da memória (LEDOUX et al., 1990). 

A recuperação ou evocação envolve processos que permitem acessar e usar as 

informações armazenadas em diferentes regiões neurais, o que ocorre por meio de 

interações entre estruturas que compõem um circuito neural. Este, por sua vez, 

compreende o conjunto de entradas e saídas neurais, e de sistemas de 

armazenamento que garantem a organização de respostas de adaptação ao meio 

ambiente (LEWIS, 1979; NADER et al., 2000; SANDERS, WILTGEN & FANSELOW, 

2003). Quando expostos a condições estimuladoras adequadas, esses circuitos são 

ativados permitindo a lembrança ou evocação das informações armazenadas.  

A lembrança ou recuperação de uma experiência leva a uma atualização de 

memórias pré-existentes, por meio do processo de reconsolidação. Esse processo 

envolve dois mecanismos: a desestabilização dos traços de memória já existentes, e a 

modificação do conteúdo da memória original pela adição de novas informações 

relacionadas (MISANIN, MILLER & LEWIS, 1968; DUDAI & EISENBERG, 2004; 

EICHENBAUM, 2006; LEE, 2010). Assim, considera-se que o processo de 
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reconsolidação da memória consiste de duas fases, a desestabilização da memória 

original dependente da reativação, seguida pela fase de reestabilização, a qual requer 

nova transcrição gênica e nova síntese de proteínas (LEE, EVERITT & THOMAS, 2004; 

LEE, MILTON, & EVERITT, 2006; TRONSON et al., 2007; LEE & EVERITT, 2008). 

Então, na reconsolidação, a memória consolidada e evocada passa por nova 

consolidação, fortalecendo-se e tornando-se menos susceptível à desorganização 

(TRONSON & TAYLOR, 2007; NADER & HARDT, 2009). Nesse processo pode ocorrer 

a sobreposição da memória inicialmente consolidada com um novo aprendizado, 

reorganizando aquelas memórias já formadas e consolidadas. Desse modo, a 

reconsolidação resultaria na manifestação de um traço de memória persistente ou até 

mesmo num interminável processo de consolidação (DUDAI & EISENBERG, 2004). 

A consolidação e a reconsolidação da memória podem ser prejudicadas por 

eventos que interfiram com a aquisição ou com a reativação do traço da memória, 

sejam por lesões em determinadas áreas cerebrais, como na amígdala (BLANCHARD 

& BLANCHARD, 1972; KIM & DAVIS, 1993) ou no hipocampo (PHILLIPS & LEDOUX, 

1992; MAREN et al., 1997); por administração de fármacos inibidores de síntese 

proteica envolvida nesses processos (NADER & LEDOUX, 1999; BEKINSCHTEIN et 

al., 2007; EINARSSON & NADER, 2012; KISHIOKA et al., 2013), ou pela modificação 

da expressão de determinados genes (ABELIOVICH et al., 1993; SARA, 2000; DUDAI 

& EISENBERG, 2004; LIU et al., 2004). Assim, uma propriedade da memória de longa 

duração, tanto na consolidação, como na reconsolidação é a sua sensibilidade aos 

inibidores de síntese de proteínas e de expressão gênica, uma vez que ambas são 

dependentes de nova síntese de proteínas e de nova transcrição gênica 

(BEKINSCHTEIN et al., 2007; DUVARCI et al., 2008). Intervenções farmacológicas têm 

sido usadas em estudos de memória, pois permitem análises dos mecanismos celulares 

e moleculares que medeiam a memória e que subsidiam a expressão de determinados 

comportamentos. Quando a intervenção ou tratamento são administrados antes, ou 

imediatamente após o teste, os agentes interferem na reconsolidação da memória 

(TRONSON & TAYLOR, 2007; EINARSSON & NADER, 2012; KISHIOKA et al., 2013). 

As fases de consolidação e de reconsolidação apresentam relações temporais 
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diferentes, como também ativação de distintas áreas e circuitos cerebrais; contudo, 

compartilham de mecanismos e vias moleculares similares, que medeiam a plasticidade 

sináptica de longa-duração (ALBERINI, 2005).  

Os processos de memória estão associados com a regulação da expressão de 

muitas proteínas. Uma molécula que tem sido demonstrada como necessária para a 

formação de memória em diferentes tarefas de aprendizado é o fator neurotrófico 

derivado de cérebro (BDNF), a qual é largamente expressa em cérebro de mamíferos 

adultos (TYLER et al., 2002; BEKINSCHTEIN et al., 2007; LONERGAN et al., 2010). 

Esta molécula é extensivamente considerada como implicada na plasticidade sináptica 

e no processamento de memória. Esta proteína parece ser essencial para o 

desenvolvimento da fase tardia da potenciação de longa duração (L-LTP) dependente 

de síntese proteica (KANG et al., 1997; POO, 2001; TYLER et al., 2002; PANG et al., 

2004).  A L-LTP é uma forma de plasticidade sináptica que medeia a memória de longa 

duração. O BDNF tem sido relacionado com a formação sináptica e com o crescimento 

de espinhas dendríticas no hipocampo (TYLER et al., 2002), mecanismos envolvidos no 

armazenamento de memória. 

A persistência é uma característica fundamental da memória de longa duração, e 

se refere a sua duração por períodos de dias, meses, anos ou mesmo por toda a vida. 

Então, para as memórias persistirem após a aquisição o traço de memória deve ser 

mantido de forma robusta, e para isso são necessários mecanismos moleculares cuja 

ocorrência parece se repetir em ciclos. (BEKINSCHTEIN et al., 2007; ECKEL-MAHAN 

et al., 2008). Essa consideração relaciona-se com evidências de que repetidos ciclos de 

síntese do receptor de glutamato do tipo NMDA seriam requeridos para consolidação da 

memória e sua persistência (CUI et al., 2004). A persistência da memória está 

relacionada com a capacidade de reativar ou reconstruir uma representação original ou 

similar pelos mesmos processos moleculares que medeiam a recuperação da memória 

(DUDAI, 2002). 

É importante considerar que, além da reconsolidação, a recuperação da memória 

pode levar ao processo de extinção. A reconsolidação atua para estabilizar, enquanto 

que a extinção leva ao enfraquecimento da memória original e aquisição de nova 
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memória (SUZUKI et al., 2004). O teste experimental para se analisar a reconsolidação 

da memória deve ter curta duração para evitar o processo de extinção da memória 

recentemente consolidada. Além disso, pode também ser utilizado um protocolo de 

treinamento mais intenso, pois a ocorrência da reconsolidação depende da intensidade 

e da duração do traço de memória (TRONSON & TAYLOR, 2007; BEVILAQUA et al., 

2008, ROBINSON & FRANKLIN, 2010). Suzuki et al., (2004) mostraram, em 

camundongos condicionados ao contexto aversivo, que um treino com maior número de 

choques resulta numa memória robusta que só é desorganizada após um teste de 

reativação com longa duração, enquanto que após um treino com menor número de 

choques, as memórias recentes e fracas são susceptíveis à desorganização após 

reativação com menor duração. 

A extinção se refere a um processo de quebra da contingência do reforçamento 

original entre os eventos, levando a um enfraquecimento da resposta originalmente 

reforçada (SKINNER, 1953). No caso da extinção da memória, a reexposição aos 

estímulos condicionados na ausência do estímulo incondicionado ou a não 

apresentação de reforçamento após a resposta, resulta no enfraquecimento das 

relações previamente estabelecidas e também à formação de uma nova memória; ou 

seja, o organismo aprende que a relação anterior deixou de existir, mudando o valor 

funcional do estímulo ou da resposta. Esta nova memória suprimiria a ativação dos 

traços iniciais. Todavia, como não ocorre a modificação direta da memória existente 

(que caracterizaria o esquecimento da memória original) (IZQUIERDO et al., 1992; 

IZQUIERDO et al., 2000), pode ocorrer recuperação espontânea em situações futuras. 

A recuperação espontânea é o processo através do qual uma resposta condicionada 

pode reaparecer após um intervalo de tempo sem condicionamento (PAVLOV, 1927; 

DUVARCI & NADER, 2004). 

Então, considerando-se que na extinção ocorra a formação de nova memória, 

deduz-se que esta fase poderia também necessitar da cascata molecular que é ativada 

durante a consolidação (SUZUKI et al., 2004; BECKINSCHTEIN et al., 2007; 

TRONSON et al., 2007). Pedreira & Maldonado (2003) fizeram estudos usando 

caranguejos e mostraram que a duração do evento pode ser um determinante 
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importante de subsequente processamento da memória: as reativações breves levam à 

reconsolidação, enquanto que as recordações de eventos durante períodos longos, em 

que as contingências originais são rompidas, resultam em extinção.  

 

1.3. Condicionamento Clássico Aversivo 

 

A aprendizagem e a modificação de comportamentos respondentes (ou reflexos) 

envolvem contingências estímulo-estímulo, no qual os sujeitos aprendem sobre a 

relação entre dois estímulos ou entre um estímulo e um comportamento (RESCORLA, 

1969). A essência do condicionamento clássico é o pareamento de dois estímulos, 

condição que o caracteriza como aprendizagem associativa. O processo 

comportamental resultante é denominado de condicionamento clássico (CATANIA, 

1999) e foi descrito pelo fisiologista russo Ivan Pavlov no início do século XX (PAVLOV, 

1927; CATANIA, 1994). O aprendizado associativo de medo é estudado em laboratório 

por meio de um procedimento referido como condicionamento clássico aversivo, ou, 

condicionamento Pavloviano do medo (SANDERS, WILTGEN & FANSELOW, 2003). 

No condicionamento clássico aversivo, um estímulo inicialmente considerado 

sem função para uma determinada resposta de medo (como um som) é pareado com 

um estímulo aversivo incondicionado (EI) (como um choque), estabelecendo relações 

de contingência entre os estímulos que resultam em propriedades aversivas do 

estímulo inicialmente inócuo, agora referido como estímulo condicionado (EC), que 

passa a controlar respostas de medo condicionado (RC) (RESCORLA, 1969; 

LANDEIRA-FERNANDEZ, 1996). Nessas situações o ambiente onde ocorre o 

condicionamento EC-EI, ou seja, o contexto de treinamento, também se associa ao EI e 

adquire propriedades aversivas condicionadas (REIS et al., 1999; MAREN & HOLT, 

2000). Assim, o EC e também o contexto adquirem controle sobre as respostas que 

eram eliciadas pelo EI. A reexposição do organismo ao contexto aversivo condicionado, 

na ausência do EC e do EI, resulta na manifestação de respostas condicionadas, 

denominadas de medo ou medo condicionado. Esta denominação fundamenta-se no 
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fato de que o contexto aversivo condicionado é uma situação em que o organismo exibe 

respostas de defesa ou de medo por constituir um ambiente ameaçador, que sinaliza 

um perigo iminente ou mesmo um perigo potencial (LEDOUX, 1994; SHUHAMA et al., 

2007; LEDOUX, 2012).  

Portanto, os estímulos contextuais aversivos (EC) passam a induzir a ocorrência 

de comportamentos defensivos, parte do repertório de defesa que contribuem para a 

autopreservação do organismo (FENDT & FANSELOW, 1999; MAREN, 2001; 

BLANCHARD & BLANCHARD, 2003; SHUHAMA et al., 2007). Tais comportamentos 

foram identificados e classificados por meio de análises experimentais, e incluem 

respostas de exploração cautelosa do ambiente por meio da avaliação de risco, 

imobilidade completa ou congelamento (freezing), fuga orientada ou ataque em situação 

de perigo próximo, e submissão (SHUHAMA  et al., 2007). Às respostas 

comportamentais ocorrem respostas neurovegetativas como aumento dos batimentos 

cardíacos, alterações gastrointestinais, da pressão sanguínea e respiratória, analgesia 

e alterações hormonais (LEDOUX, 1992; FENDT & FANSELOW, 1999; SCHAFE et al., 

2001). O estudo da ocorrência do medo condicionado foi realizado em diversas 

espécies animais (ratos, camundongos, gatos, cães, coelhos, caranguejos, moscas) 

inclusive em humanos (LEDOUX, 1994). Em humanos, foram identificadas estratégias 

de defesa semelhantes, relacionadas a desordens como fobias, ansiedade social ou 

generalizada, estresse pós-traumático e transtorno obsessivo compulsivo (NAKAMURA 

et al., 2006; SHUHAMA et al., 2007). Em roedores, a resposta de congelamento tem 

sido utilizada como a principal variável dependente em estudos que investigam 

aprendizagem e a memória do medo condicionado utilizando o condicionamento 

clássico aversivo (FENDT & FANSELOW, 1999; NADER, SHAFE & LEDOUX, 2000; 

HALL, THOMAS & EVERITT, 2001). Além do congelamento inclui também a resposta 

de exploração cautelosa do ambiente/avaliação de risco (RESCORLA, 1988; 

SHUHAMA et al., 2007). Em pombos, a resposta de congelamento defensivo 

caracterizada pela imobilidade tensa ocorre quando se observa pelo menos cinco dos 

seguintes critérios: flexão total ou parcial das pernas (agachado ou encolhido); 

separação ampla entre os pés (base de apoio alargada); cauda e asas desalinhadas; 

região ventral ou peitoral do corpo em contato com o piso ou com uma das paredes da 
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câmara experimental; pescoço com extensão restrita ou encolhido; olhos totalmente 

abertos (midríase); cabeça imóvel e direcionada para um único ponto do ambiente; 

respiração acelerada e, ausência de outros comportamentos observáveis (REIS et al., 

1999; BRITO et al., 2006). 

Dentre as estruturas que participam dos processos de memória do medo 

condicionado estão a amígdala e o hipocampo. A amígdala foi enfatizada inicialmente 

pelos trabalhos de LeDoux (1990) e a partir daí foi considerada como um componente 

central do circuito neural do medo condicionado, um lugar de plasticidade responsável 

pela memória emocional aversiva sinalizada ou discriminativa (LEDOUX et al., 1990; 

PHILLIPS & LEDOUX, 1994; MAREN, AHARONOV & FANSELOW, 1997). De fato, o 

bloqueio da atividade na amígdala impede o condicionamento de medo para diferentes 

tipos de EC (MISERENDINO et al., 1990).  

A participação essencial do hipocampo na aquisição e na consolidação da 

memória de medo contextual foi demonstrada por Kim & Fanselow (1992).  Ratos, que 

sofreram lesão hipocampal um dia após o condicionamento som-choque, tiveram 

prejuízo na memória de medo condicionado ao contexto, expressando menor 

congelamento durante o teste ao contexto do que durante o teste ao som. 

Posteriormente, o hipocampo foi identificado como uma estrutura fundamental para a 

consolidação da representação sensorial e cognitiva do contexto (KIM & FANSELOW, 

1992; PHILIPS & LEDOUX, 1992; IZQUIERDO & MEDINA, 1993; MAREN et al., 1997; 

MAREN, 2000; MEI et al., 2005). Uma das funções do hipocampo seria montar uma 

representação contextual associada ao estímulo incondicionado, permitindo consolidar 

e estabilizar uma memória de uma representação integrada do contexto aversivo 

(ANAGNOSTARAS et al., 2001; ZHANG, BAST & FELDON, 2001). Contudo, também 

há evidências de que tanto o hipocampo dorsal quanto o hipocampo ventral participam 

dos processos de condicionamento clássico aversivo a estímulos discretos 

(RICHMOND et al., 1999; BAST, ZHANG & FELDON, 2003). A memória permanece 

hipocampo-dependente poucos dias após o treino, sendo progressivamente transferida 

para áreas do neocortex (KIM & FANSELOW, 1992; BONTEMPI et al., 1999; TSE et al., 

2007). 
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 A utilização do paradigma de condicionamento contextual aversivo permitiu 

estudar mecanismos, pelos quais as memórias de medo são fortalecidas durante os 

processos de consolidação e reconsolidação da memória, particularmente mecanismos 

que ocorrem em circuitos do hipocampo. Interferências ou bloqueio da atividade 

sináptica no hipocampo afetam negativamente não apenas a consolidação a 

reconsolidação da memória adquirida, mas também interfere nas mudanças sinápticas 

dos circuitos neurais que envolvem outras estruturas (IZQUIERDO & MEDINA, 1993; 

PHILLIPS & LEDOUX, 1994; MAREN AHARONOV & FANSELOW, 1997; PANG & LU, 

2004; LEE & EVERITT, 2008). 

 

1.4.   Importância funcional da transmissão glutamatérgica no   

  hipocampo para a memória e plasticidade neuronal 

 

Muitos estudos focalizaram os efeitos de alterações funcionais em vias 

neuroquímicas no hipocampo e abrangeram a análise de diferentes neurotransmissores 

(serotonina, acetilcolina e GABA) que atuam nos circuitos hipocampais (STIEDL et al., 

2000; GALÉ, ANAGNOSTARAS & FANSELOW, 2001; WALLENSTEIN & VAGO, 2001; 

BURGHARDT & BAUER, 2013; CHUGANI, KUMAR & MUZIK, 2013). Observa-se na 

literatura sobre a neuroquímica hipocampal, que os circuitos glutamatérgicos foram 

alvos de um elevado número de investigações (BUTELMAN, 1988; VENERO & SANDI, 

1997; ZHANG, BAST & FELDON, 2001, KIRTLEY & THOMAS, 2010; LEE & HYNDS, 

2013). 

O glutamato é classificado como um neurotransmissor Tipo I, porque é um 

aminoácido simples, como também é o principal neurotransmissor com atividade 

excitatória do SNC de mamíferos e de aves (KREBS, ERICHSEN & BINGMAN, 1991; 

RIEDE et al., 2003). A importância da ação de sinapses glutamatérgicas como sendo o 

sítio de desencadeamento do processo de potenciação sináptica de longa duração 

cresceu a partir da descoberta de Bliss & Lomo (1973) de que um estímulo breve, mas 

de alta frequência, em qualquer um dos três principais circuitos que envolvem sinapses 



13 

 

do hipocampo aumenta a amplitude do potencial excitatório pós-sináptico no neurônio 

alvo.  

Os receptores sinápticos para o glutamato são classificados em duas categorias 

diferentes de acordo com a sua funcionalidade: ionotrópicos ou metabotrópicos. 

Sumariamente, os receptores ionotrópicos são os do tipo AMPA (ácido alfa-amino-3-

hidroxi-5-metilixazole-4-ácido propiônico), cainato e NMDA (N-metil- D-aspartato) que 

funcionam como canais iônicos permeáveis aos íons sódio, potássio e cálcio (HUME et 

al., 1991). Os receptores metabotrópicos interagem com a proteína G determinando 

cascatas de segundos mensageiros, dentre as quais vias bioquímicas da enzima 

fosfolipase C (MADDEN, 2002; VAIDYAA et al., 2012). Na transmissão sináptica de 

baixa frequência o glutamato é liberado do terminal pré-sináptico e atua nos receptores 

do tipo AMPA. Um estímulo de alta frequência que despolariza a membrana do 

neurônio pós-sináptico pela ação dos canais AMPA libera o íon Mg2+ que bloqueia os 

canais NMDA. Isto permite o influxo de Ca2+ por esses canais para o interior do 

neurônio pós-sináptico. O aumento da concentração desse íon no neurônio pós-

sináptico dispara as cinases dependentes de Ca2+ (cinase cálcio calmodulina e 

proteína cinase C) e a tirosina cinase Fyn que juntas induzem a LTP. A cinase cálcio 

calmodulina fosforila os canais não NMDA, aumentando a sensibilidade desses canais 

ao glutamato, e ativa enzimas sintases do óxido nítrico (NO) que disparam a síntese do 

NO que age como um neuromediador retrógrado que contribui para a LTP hipocampal 

(GARTHWAITE, 1991, HALEY et al., 1993; GARTHWAITE & BOULTON, 1995; 

GARTHWAITE, 2008) uma vez que se difunde pelo citosol e atravessa facilmente as 

membranas lipídicas e atua no neurônio pré-sináptico. Nesta célula, o NO ativa a 

guanilil ciclase (CG) com subsequente conversão da guanosina trifosfato (GTP)  para 

monofosfato de guanosina cíclica (GMPc), que atua nas vias de sinalização intracelular 

aumentando a liberação do glutamato e consequentemente, a resposta pós-sináptica 

(SZABÓ, 1996). Com a ação retrógrada do óxido nítrico no neurônio pré-sináptico e 

consequente síntese e aumento de GMPc, o resultado é o estabelecimento da fase 

inicial (1 a 3 horas) da LTP, que é caracterizada pelo aumento estável e duradouro na 

eficiência da transmissão sináptica (BON & GARTHWAITE, 2003; GARTHWAITE, 
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2008). O NO também garante a fase tardia da LTP (BREDT & SNYDER, 1992; LU et 

al., 1999), quando ocorrem síntese de novas proteínas e ativação de vias de 

sinalização intracelular a partir do complexo Ca2+/calmodulina, com a ativação do 

AMPc, a fosforilação da proteína cinase A (PKA) e da proteína cinase ativada por 

mitógeno (MAPK). Isso resulta na ativação da proteína cinase regulada por sinal 

extracelular (ERK) que se transloca para o núcleo ativando proteína de ligação ao 

elemento responsivo ao AMPc (CREB1), genes de expressão imediata (GEIs) como o 

zenk, e síntese de BDNF (BREDT & SNYDER, 1992; BLISS & COLLINGRIDGE, 1993; 

LU et al., 1999; KANDEL, 2000).  

Assim, os receptores de glutamato têm ação essencial nesses mecanismos que 

levam à síntese proteica e à estabilização dos processos de memória fosforilando a 

proteína CREB1 (KELLY et al., 2003; LEE, 2004). 

As evidências indicam uma importante participação dos circuítos 

glutamatérgicos hipocampais nos processos de memória de medo ao contexto 

(ZHANG, BAST & FELDON, 2001; SANDERS, WILTGEN & FANSELOW, 2003; 

POWER et al., 2006). Como a LTP no hipocampo foi referida como tendo um papel 

preponderante nos fenômenos de plasticidade sináptica, cognição e memória, resulta 

que intervenções que alterem a funcionalidade desses receptores NMDA afetariam 

esses processos (BAKER & AZORLOSA, 1996; GOULD, MCCARTHY & KEITH, 2002; 

BAST, ZHANG & FELDON, 2003). De fato, a ativação dos receptores NMDA está 

diretamente envolvida nos mecanismos primários que medeiam a formação de 

memória (MORRIS et al., 1986; IZQUIERDO et al., 1992). 

A ativação dos receptores NMDA é bloqueada pelo MK-801 (5R,10S-(+)-5-metil-

10,11-dihidro-5H-dibenzo [a,d] ciclohepteno-5,10-imino maleato), descrito como um 

antagonista não competitivo do receptor NMDA. O antagonista não competitivo impede 

a ação do agonista, ou seja, quando se liga a outro sítio específico do receptor impede 

a ação do agonista (GILMAN et al., 1993). O MK-801 se liga a um sítio específico 

dentro do poro do canal aberto, que é distinto do sítio de ligação do Mg2+ e, portanto, 

não precisa competir com ele para se ligar ao canal e nem com o glutamato para se 

ligar ao receptor (BAKER & AZORLOSA, 1996; ZHANG, BAST & FELDON, 2001). Os 
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antagonistas não competitivos de receptores NMDA, como o MK-801, mostraram 

eficiência no bloqueio da plasticidade neural (STAUBLIN et al., 1989; WHISHAW & 

AUER, 1989) e prejudicaram o desempenho em testes de aprendizagem, 

principalmente no que diz respeito à fase de aquisição (BUTELMAN, 1988; STAUBLI et 

al., 1989; WHISHAW & AUER, 1989).  

Muitos estudos usaram o MK-801 como droga de intervenção no sistema de 

transmissão glutamatérgico, seja por administração sistêmica ou por infusões 

intracerebrais (XU & DAVIS, 1992; ZHANG, BAST & FELDON, 2001; GOULD, 

MCCARTHY & KEITH, 2002; BAST, ZHANG & FELDON, 2003). A administração 

intraperitoneal (i.p.) de MK-801 em ratos, imediatamente antes de serem testados, 

prejudicou o desempenho em tarefas de aprendizado espacial no labirinto radial de oito 

braços (BUTELMAN, 1988; PRZYBYSLAWSKI & SARA, 1997), no labirinto radial e no 

labirinto aquático de Morris (Pitkänen et al., 1995), as quais são dependentes do 

hipocampo. Lee et al., (2006) usaram D-cicloserina (DCS), um agonista parcial de 

receptor NMDA, administrado via i.p. e por infusão intra- amígdala e o inibidor não 

competitivo, MK-801, após o treino, para investigar em ratos o papel da transmissão 

glutamatérgica na reconsolidação do medo condicionado, o MK-801 prejudicou a 

reconsolidação da memória de medo condicionado.  

Além disso, Jafari-Sabet (2006) mostrou que a infusão intrahipocampal de MK-

801 prejudicou a retenção da memória em ratos treinados em tarefa de esquiva 

inibitória. Sanders & Fanselow (2003) mostraram que a infusão de ácido-amino-5-

fosfonovalérico (APV), um antagonista de receptor NMDA, no hipocampo de ratos 

prejudicou aquisição e consolidação de memória de medo contextual. Schenberg & 

Oliveira (2008) mostraram que a infusão de ácido 2-amino-5-fosfono pentanóico (D-

AP5), um antagonista de receptor NMDA, antes ou imediatamente após o treino em 

condicionamento de medo, no hipocampo dorsal de ratos prejudicou a aquisição e 

consolidação de memória de medo ao contexto. Lee & Hynds (2013) fizeram infusão 

no hipocampo dorsal de ratos de D-AP5, 15 minutos antes do condicionamento de 

medo ao contexto, o que resultou em prejuízo na aquisição da memória de medo ao 

contexto. 
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Por outro lado, os efeitos do MK-801 também foram analisados em aves, por 

infusão sistêmica ou intracerebral (FREEMAN & ROSE, 1995; PARSONS & ROGERS, 

1997; VENERO & SANDI, 1997; SPERANDÉO, 2005; HAMASU et al., 2010). Esses 

estudos evidenciam que a ação do MK-801, como um antagonista do receptor NMDA, 

interfere no aprendizado associativo, tal como no condicionamento clássico aversivo 

utilizado no presente trabalho. 

 

1.5.   Efeitos bloqueadores de síntese de proteínas da anisomicina na            

memória hipocampo-dependente 

 

Os processos de consolidação e de reconsolidação de memória requerem a 

expressão de genes e de nova síntese de proteínas (DAVIS & SQUIRE, 1984; 

MCGaugh, 2000). Previamente se pensou que consolidação ocorresse somente uma 

vez, porém há crescentes evidências de que a consolidação da memória seja um 

processo dinâmico que reforça ou altera a memória, ou seja, que a memória passe por 

processos de reconsolidação (PRZYBYSLAWSKI & SARA, 1997; NADER et al., 2000; 

SARA, 2000; PEDREIRA et al., 2002). Assim, muitos trabalhos foram realizados 

utilizando inibidores de síntese de proteína antes ou imediatamente após a recuperação 

da memória de medo com subsequente prejuízo desta memória sugerindo que a 

evocação dispara uma onda de síntese proteica requerida para a reconsolidação 

(NADER, et al., 2000; DEBIEC et al., 2002; KIDA et al., 2002).  

Anisomicina (Z-p-methoxyphenylmethyl-3-acetoxy-4-hy- droxypyrrolidine) é um 

antibiótico isolado de culturas de vários Streptomices que tem uma potente e reversível 

ação inibidora de síntese de proteínas em levedura e em células de mamíferos 

(BUTLER, 1966; GROLLMAN, 1967). Grollman (1967) verificou que a anisomicina (ANI) 

atua de forma rápida e reversível, a qual produz 95% de inibição de síntese proteica de 

forma inespecífica. ANI atua na reação de transferência subsequente para a formação 

de aminoacil transferase do ácido ribonucleico, (inibindo a diasil transferase no 

ribossomo), atuando, portanto na tradução, ou na síntese da proteína, mas não tem 
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ação sobre a transcrição do RNA mensageiro. A ANI é largamente usada em estudos 

de memória com a finalidade de bloquear a síntese de proteínas requerida para a 

consolidação, reconsolidação ou até mesmo para a persistência ou extinção da 

memória. 

Suzuki et al., (2004) fizeram uma série de experimentos em camundongos que 

foram treinados em uma câmara experimental com um choque. O teste ao contexto 

ocorreu 24 h depois do treino e ANI foi administrada sistemicamente 30 min depois do 

teste que teve duração de 0, 1, 3 ou 30 min. Houve menor ocorrência de congelamento 

no teste com duração de 3 min e prejuízo na reconsolidação. Quando o teste teve a 

duração de 30 min houve extinção (decréscimo de ocorrência de congelamento) tanto 

para os animais tratados com ANI quanto para os animais do grupo salina, mas apenas 

quando os animais do grupo ANI não apresentaram extinção numa segunda sessão 

realizada 24h depois, indicando que a estabilidade de longa duração da extinção requer 

síntese de proteína. Assim, a extinção e a reconsolidação apresentam diferentes vias 

bioquímicas. 

Power et al., (2006) treinaram ratos em tarefa de esquiva inibitória e realizaram 

testes 6 h (teste 1), 2 d (teste 2) e 6 d (teste 3) após o treino. No teste 1 os ratos foram 

removidos do compartimento de apresentação do choque imediatamente após entrar ou 

retidos no contexto de choque por 200 segundos. A infusão intrahipocampal de ANI foi 

administrada imediatamente após o teste. Após o teste 1, a infusão prejudicou o 

desempenho da esquiva inibitória no teste 2 em animais que tiveram uma reexposição 

de curta duração; os animais expostos ao contexto por um período de tempo mais longo 

(200 segundos) apresentaram extinção. Os ratos com prejuízo na reconsolidação 

induzido por ANI no teste 2 demonstraram recuperação espontânea no teste 3. Os ratos 

que tiveram extinção no teste 2 mostraram mais extinção no teste 3. Os resultados 

indicaram que a administração de ANI após o teste de evocação prejudicou o 

desempenho de retenção da memória somente nos animais que apresentaram 

extinção. 
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Frankland et al., (2006) condicionaram camundongos ao medo contextual e 

fizeram infusão intrahipocampal e intracórtex cingulado anterior de ANI, após o teste de 

2,5 min, realizado 24 h ou 36 dias após o treino. A infusão intrahipocampal prejudicou a 

memória de medo contextual reativada 24 h após o treino, mas não após 36 dias. A 

infusão intracórtex cingulado anterior não teve efeito. Outro grupo de animais foi 

treinado e, antes do teste (10 ou 15 min) realizado 24 h ou 36 dias após o treino 

recebeu a administração sistêmica de ANI. Ocorreu o bloqueio da expressão de 

memória no teste mais longo realizado 36 dias após o treino. Os dados sugerem que a 

memória de medo contextual de longa duração torna-se mais estável e que pode 

apresentar uma distribuição em circuitos corticais ou hipocampo-corticais. 

Bekinschtein et al., (2007) demonstraram a existência de um período tardio de 

síntese proteica, cerca de 12h após o treino que é crítico para a persistência da 

memória. A infusão de ANI intrahipocampal, ou de oligonucleotídeos anti-sense de 

BDNF no hipocampo, 12h após o treino, prejudicou a persistência de memórias 

dependentes do hipocampo em tarefas de esquiva inibitória e de condicionamento de 

medo contextual. O BDNF transforma o traço de memória de longa duração de maneira 

permanente, portanto, é uma proteína essencial para o armazenamento da memória de 

longa duração. 

 

1.6. As relações entre o hipocampo, os genes de expressão imediata 

(GEIs), e a memória  

 

Os genes de expressão ou ativação imediata (GEIs) são uma classe de genes 

que são ativados rápida e transitoriamente em resposta à atividade neuronal, pois não 

requerem novas sínteses de proteínas. Os GEIs poderiam constituir uma resposta 

genômica precocemente requerida para o disparo dos mecanismos subjacentes às 

modificações persistentes das células (MORGAN et al.,1987). Isso explicaria a sua 

ativação rápida e transitória, como também sua resistência a inibidores de síntese 

proteica. Esses GEIs, que seriam as vias de terceiros mensageiros - dentre eles o 
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zenk, e seu produto o fator de transcrição ZENK, ativa genes de expressão tardia, 

responsáveis pela expressão de proteínas formadoras de receptores, proteínas 

estruturais e sinapsinas causando alterações no fenótipo sináptico, ou seja, a 

plasticidade sináptica, formando o traço de memória (RICHARDSON et al., 1991; 

LANAHAN e WORLEY, 1998; WALTON et al., 1999; WALLENSTEIN, VAGO & 

WALBERER, 2001; BRITO, 2002; LEE & HYNDS, 2013). 

Os GEIs descritos como regulatórios codificam proteínas que podem aumentar 

ou diminuir à montante (na direção 5’ na molécula do DNA) a expressão do gene, e os 

descritos como efetores codificam proteínas que têm um papel funcional mais 

diretamente relacionado com a sinapse (DAVIS, BOZON & LAROCHE, 2003). Lanahan 

& Worley (1998) estimaram que aproximadamente 30-40 genes são GEIs neuronais e 

desses, 10 a 15 são genes regulatórios tais como o c-fos e zif/268 ou zenk, enquanto 

os demais são genes efetores tais como arg3.1, Homer e Bdnf (DAVIS, BOZON & 

LAROCHE, 2003). Quando traduzidas no citoplasma, estas proteínas podem 

translocar-se para o núcleo e regular a transcrição de genes alvo. 

O zenk, também conhecido como zif/268, Krox-24, NGFI-A, egr1e TIS 8, que 

codifica a proteína ZENK, foi um dos GEIs inicialmente clonado e encontrado no 

cérebro (COLE et al., 1989). Ele tem uma alta expressão cerebral, portanto é uma 

importante ferramenta utilizada para mapeamento da atividade funcional do cérebro 

(COLE et al., 1989; WORLEY CHRISTY, et al., 1991). Os seus genes alvos ainda não 

foram identificados, embora já se conheça a sequência específica de DNA: 5‘ - GC[ G / 

T ]GGGC – 3’ (CHRISTY & NATHANS, 1989) com alta afinidade onde se liga ativando 

a expressão gênica. Clayton (2000) postulou uma hipótese para o papel dos GEIs na 

consolidação de memória, comparando o funcionamento da ativação dos GEIs a um 

potencial de ação fisiológico, embora em um tempo e curso muito mais lentos. A 

ativação dos GEIs poderia ser considerada como um potencial de ação genômico, que 

funcionaria para integrar múltiplos estímulos aplicados em neurônios individuais dentro 

do circuito.  

 Estudos utilizando procedimentos que resultavam em deficiência do gene zenk 

em roedores confirmaram um papel fundamental para este gene em tarefas de memória 

dependentes do hipocampo (JONES et al., 2001) como também em tarefa de 
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reconsolidação de memórias (LEE, EVERITT & THOMAS, 2004; LONERGAN, 2010; 

LEE & HYNDS, 2013). 

O início do mecanismo de ativação do gene zenk ocorre por estímulo nas 

sinapses, estímulo este, que é transmitido via neurônio pré-sináptico. Esta estimulação 

resulta na liberação de neurotransmissor, particularmente glutamato, e ativação de 

receptores pós-sinápticos, que controlam o influxo de cálcio e ativam vias de 

sinalização intracelular. O aumento dos níveis intracelulares de Ca2+ e de segundos 

mensageiros como, AMPc, GMPc, causa a ativação da proteína Cinase Regulada por 

Sinal Extracelular Ativada por Mitógeno (MEK); molécula de 393 aminoácidos com 43.5 

kD, que participa de vários processos celulares incluindo proliferação celular, 

diferenciação e apoptose. Essa ativação de MEK resulta na ativação de outra proteína, 

cinase regulada por sinal extracelular (ERK), que ativada se transloca para o núcleo 

celular. Essas enzimas catalisam a fosforilação de fatores de transcrição, tais como o 

gene zenk, que se liga com alta afinidade à RNA polimerase II, o que leva à tradução de 

proteínas como a proteína ZENK. Esta proteína, por também ser um fator de 

transcrição, tem a capacidade de ligar-se em sítios específicos no DNA e assim iniciar 

os processos de transcrição e tradução para outras proteínas (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



21 

 

                 Figura 1 - Esquema ilustrativo do mecanismo de ativação do gene zenk 

 

A ativação do neurônio pré-sináptico, resultante do processamento de estímulo, induz a 
liberação de neurotransmissor que ativa os receptores da membrana pós-sináptica (1), causando 
uma alteração na concentração de Cálcio [Ca++] (2), o que por sua vez ativa a proteína MEK 
(Cinase Regulada por Sinal Extracelular Ativada por Mitógeno) (3). Isso resulta na ativação de 
outra proteína, ERK (Cinase regulada por sinal extracelular) (4) que, então, se transloca para o 
núcleo celular (5), causando a transcrição do RNA mensageiro que poderá resultar na tradução da 
proteína ZENK (6). Por sua vez, ZENK atua como fator de transcrição, translocando-se para o 
núcleo, onde se ligará a sítios específicos do DNA (7) resultando assim na transcrição em RNA 
mensageiro que será traduzido em inúmeras proteínas (8). Adaptado de Canova, 2009. 

 

As proteínas codificadas pelo gene de expressão imediata zenk têm a 

capacidade de regulação de genes distintos, como das sinapsinas, as proteínas 

constituintes mais abundantes nas sinapses. Estudos em camundongos knockout para 

o gene da sinapsina sugerem que as vesículas sinápticas podem ser desestabilizadas 

na ausência dessa proteína (THIEL, 1995). Além disso, demonstrou-se que o gene zenk 

é necessário para a formação de novas memórias (RIBEIRO, 2003; LEE et al., 2004, 

LEE & HYNDS, 2013). Zenk foi considerado também um fator para regular a expressão 

da sinaptobrevina II, proteína presente na membrana das vesículas sinápticas 

(PATTERSOHN et al.,  1996). No encéfalo, Zenk tem uma expressão basal mantida por 
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atividade sináptica, neurohormonal ou neurotrófica (WORLEY et al., 1991; HERDEGEN 

& LEAH, 1998; BECKMANN & WILCE, 1997).  

No presente estudo, os pombos foram submetidos ao condicionamento 

Pavloviano do medo. Este condicionamento é um processo comportamental complexo 

que envolve a ativação neuronal, com ação integrada de diferentes áreas cerebrais, na 

qual ocorre a expressão de GEI regulatório como o zenk e também efetor como o Bdnf 

(LEE & EVERITT, 2004; BEKINSCHTEIN, et al., 2007; LEE & HYNDS, 2013). BDNF faz 

parte da família das neurotrofinas que são fatores de crescimento que promovem a 

sobrevivência, diferenciação como também morte celular. Os membros da família das 

neurotrofinas são o NGF (fator de crescimento neural), BDNF (fator neurotrófico 

derivado de cérebro), NT3 (Neurotrofina 3) e NT4/5  (Neurotrofinas 4 e 5 ), os quais se 

ligam por alta afinidade à cinase relacionada à tropomiosina, a família de receptores 

tirosina cinase (Trk). O NGF se liga ao Trk-A, o BDNF e NT4/5 ao TrkB e NT3 

preferencialmente ao Trk-C (PATAPOUTIAN & REICHARDT, 2001).   

O BDNF é sintetizado como isoforma precursora (pre-proBDNF), cuja ação 

biológica é regulada por clivagem proteolítica. Após a clivagem da isoforma pre-proBDNF 

tem-se a isoforma madura (mBDNF) que se liga ao receptor TrkB para promover a 

sobrevivência celular (LEE et al., 2001) e a isoforma truncada (BDNF-trun) que se liga ao 

receptor p75 e tem efeitos pro-apoptóticos de anti-plasticidade neuronal (LU et al., 2005).  

O aumento dos níveis de Ca2+ no neurônio pós-sináptico ativa inúmeras cascatas 

de eventos bioquímicos, inclusive a via da proteína MEK, ativando a proteína CREB1 

ocorrendo transcrição gênica de BDNF, que no retículo endoplasmático é sintetizado 

como isoforma precursora pre-proBDNF, a qual é clivada em proBDNF. No aparelho de 

Golgi o proBDNF é empacotado e por exocitose passa para o citoplasma. Por ação 

enzimática as vesículas de proBDNF são então clivadas na isoforma madura (mBDNF). 

Além disso, vesículas de proBDNF deixam o meio celular e no meio extracelular são 

clivadas em duas isoformas, mBDNF e BDNF-trun A isoforma mBDNF no meio 

extracelular se liga então ao receptor TrkB no neurônio pré-sináptico aumentando a 
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liberação de glutamato no terminal pré-sináptico e BDNF-trun também pode se ligar ao 

receptor p75 (SEIDAH et al., 1999) (Figura 2). 

 

 

Figura 2 - Representação esquemática das isoformas precursoras e clivagem do BDNF 
neuronal 

 

 

No neurônio pós-sináptico, o aumento dos níveis de Ca2+ intracelular ativa inúmeras 
cascatas de eventos bioquímicos, ocorrendo a transcrição gênica de BDNF. No retículo 
endoplasmático é então sintetizado como isoforma precursora, pre-proBDNF e clivada em 
proBDNF. Intracelularmente as vesículas de proBDNF são clivadas na isoforma madura (mBDNF). 
No meio extracelular proBDNF é clivado em duas isoformas, mBDNF e a isoforma truncada BDNF-
trun. A isoforma mBDNF no meio extracelular se liga então ao receptor TrkB no neurônio pré-
sináptico aumentando a liberação de glutamato do terminal pré-sináptico e está relacionado com 
plasticidade neuronal, enquanto que a isoforma BDNF-trun pode se ligar ao receptor p75 e está 
relacionado com anti-plasticidade. Adaptado de Faria, 2013. 

 

 

A isoforma precursora do BDNF é a isoforma proBDNF com 32 kDa. 

Extracelularmente esta é clivada por enzima proteolítica que gera 2 isoformas: a isoforma 

madura do BDNF (o mBDNF, com 14kDa) e a isoforma truncada (BDNF-trun com 28 
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kDa) (MOWLA et al., 2001). O mBDNF tem preferência a se ligar ao receptor de tirosina 

cinase B (TrkB), que dispara uma cascata de sinalização intracelular, promovendo a 

sobrevivência celular e a plasticidade neural. A clivagem extracelular do proBDNF é 

catalizada pela enzima protease plasmina que é expressa como uma  pró-enzima inativa 

(zimogênio) chamada plasminogênio (presente na fenda sináptica).  A ativação do 

plasminogênio (forma inativa) envolve outra protease, a ativadora do plasminogênio 

tecidual  (tPA)  (secretada de terminais axonais para o espaço extra-celular)  enzima que  

cataliza  a conversão de plasminogênio a plasmina (forma ativa) esta, por sua vez, cliva 

o proBDNF  gerando mBDNF e BDNF-trun (PANG & LU, 2004). A anexina tetramérica 

(AIIt) faz parte de  uma família de proteínas que se liga a fosfolipídios acídicos na 

presença de Ca2+ e pode desempenhar um papel em eventos de tráfico de membrana, 

tais como a exocitose, a endocitose e a adesão célula-célula. Esta proteína interage na 

superfície extracelular com ambos, plasminogênio e tPA aumentando a ativação da 

enzima plasmina (KIM e HAJJAR,  2002). A AIIt é um complexo heterotetramérico  que é 

composto por 2 subunidades p36 também referida como anexina II e, 2 subunidades p11 

chamada S100A10, um membro da família de proteínas S100 que é encontrada no 

citosol, ou na superfície interna da membrana plasmática. Está também presente na 

superfície extracelular onde se liga ao tPA (SVENNINGSSON & GREENGARD, 2007). 

Isso mostra que a subunidade p11 é crítica para a interação molecular do AIIt com o 

plasminogênio e aumenta a ativação de plasminogênio mediado por tPA (KASSAM et al., 

1998) (Figura 3). 
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          Figura 3 - Representação esquemática da clivagem enzimática do BDNF 

 

(A) Anexina II (AIIt) é composta por 2 subunidades p36 e duas p11, e esta última interage  
com tPA e plasminogênio aumentando a ativação de plasmina, que cliva o proBDNF. (B) A clivagem 
extra-celular do proBDNF é catalizada pela protease plasmina (PL). Esta é expressa na forma inativa 
(plasminogênio). O plasminogênio é ativado pela tPA (ativador de tecido plasminogênico) como 
também o converte em plasmina. Esta então, cliva o proBDNF gerando o mBDNF. (C) ProBDNF (32 
kDa), isoforma precursora do BDNF, que é clivada por enzima proteolítica em mBDNF (14 kDa) ou 
em uma isoforma truncada (BDNF-trun com 28 kDa) (Adaptado de LU, PANG & WOO, 2005).  

 

 

Quando o mBDNF se liga ao receptor induz a sua dimerização e este, ativa o 

domínio da cinase por meio de autofosforilação em resíduos de tirosina. A fosforilação 

da tirosina do receptor provê muitos sítios de interação para proteínas levando a 

ativação de outras enzimas que participam da plasticidade neuronal (HUANG & 

REICHARDT, 2001) (Figura 4). 
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Figura 4 - Representação esquemática da ligação do mBDNF e do BDNF-trun aos seus receptores 

       

(A) mBDNF se liga ao receptor TrkB formando um dímero que ativa o domínio da cinase por 
autofosforilação em resíduos de tirosina. A fosforilação da tirosina do receptor provê muitos sítios 
de ligação para proteínas que ativam distintas cascatas de sinalização a montante de plasticidade 
neural. (B) O BDNF-trun pode se ligar ao receptor de neurotrofina p75 disparando efeitos pro-
apoptóticos e de anti-plasticidade neuronal.  

A propagação dessas cascatas leva a ativação de distintas vias de sinalização 

intracelulares. Algumas das proteínas ativadas pela autofosforilação dos receptores TrkB 

são a fosfolipase C-y (PLC-y; OBERMEIER et al., 1994; STEPHENS et al., 1994), 

domínio 2 homólogo ao sarcoma (SH2-B), SH-2 contendo proteína (Shc) e rAPS,  

(OBERMEIER et al., 1994) a cinase fosfatidil inositol 3 (KAPLAN & STEPHENS, 1994) e 

a tirosina cinase Fyn (IWASAKI et al., 1998). As proteínas ativadas também levam à 

ativação da proteína G proto-oncogênica de sarcoma de rato (Ras) dependente de 

ativação da MAP e ERK cinases (KAPLAN & STEPHENS, 1994; SWEATT, 2001). A 

PLC-γ ativada hidroliza fosfotidil inositol 4,5-bifosfato para produzir inositoltrifosfato (IP3), 

que dispara a liberação de Ca2+ dos estoques internos, e diacilglicerol (DAG), que ativa a 

proteína cinase C (PKC; Kaplan & Stephens, 1994). O sinal intracelular de Ca2+ ativa 

muitas formas de cinases cálcio-calmodulina dependentes de cálcio (CaMK; 

FINKBEINER et al., 1997). Por meio dessas cascatas sinalizadas, mBDNF tem sido 

evidenciado com função para induzir fosforilação e ativação da proteína CREB que 
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Alguns trabalhos demonstram que o BDNF endógeno é requerido para a indução 

de algumas formas de LTP no hipocampo de animais adultos. A indução por estimulação 

de alta frequência da LTP em cortes da região CA1 do hipocampo foi atenuada em 

camundongos sem o gene de BDNF, mas resgatada com a sua suplementação 

(PATTERSON et al., 1996) por aplicação exógena ou por infecção com um adenovirus 

expressando BDNF (KORTE et al., 1995; FIGUROV et al., 1996).  A fase tardia da LTP 

não foi induzida por estimulação tetânica em cortes hipocampais de camundongos sem o 

gene de BDNF ou em cortes nos quais a sinalização de TrkB foi interrompida (KORTE  et 

al., 1998). Esses trabalhos sugerem que BDNF e sua alta afinidade com os receptores 

TrkB são requeridos para a indução de algumas formas de LTP hipocampal e podem ser 

necessários para a conversão da fase precoce em fase tardia da LTP, ou seja, LTP é 

dependente de síntese de novas proteínas.  

Kang & Shuman (1995) mostraram que a ação do BDNF aumenta a transmissão 

sináptica em cortes hipocampais. Os níveis de RNA mensageiro de BDNF foram 

aumentados em ratos que viviam em um ambiente enriquecido (FALKENBERG et al., 

1992; MA et al., 1998; ICKES et al., 2000). O hipocampo é uma estrutura que tem os 

mais altos níveis de RNA mensageiro de BDNF entre todas as regiões do cérebro 

(HOFER et al., 1990). BDNF apresenta efeitos fisiológicos no hipocampo por ação pré, 

pós e perissinápticas (POO, 2001). A sinalização bidirecional do BDNF nas sinapses é 

uma evidência fisiológica de que esta neurotrofina aumenta a transmissão sináptica por 

ação pré e pós-sináptica (KOHARA et al., 2001). A fosforilação dos resíduos de tirosina 

de subunidades do receptor NMDA aumenta a função deste receptor (WANG & SALTER, 

1994). A ativação de receptor TrkB rapidamente fosforila as subunidades NR1 e NR2 do 

receptor NMDA (SUEN et al., 1997; LIN et al., 1998). A secreção pós-sináptica de BDNF 

é criticamente dependente de influxo de Ca2+ no neurônio pós-sináptico via receptores de 

glutamato ou canais de cálcio voltagem dependentes (HARTMANN et al., 2001; LEVER 

et al., 2001).  A ação do BDNF facilita o influxo de Ca2+ pelos canais NMDA nas 

espículas dendríticas e a ativação dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos 

no aprendizado e memória (JARVIS et al., 1997; LEVINE et al.,1998). Como já visto 

anteriormente, a ativação de receptor NMDA é um componente necessário para a 
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indução de LTP (ARONIADOU & TEYLER, 1991) e formação de memória, como também 

exerce um papel fundamental no aumento da expressão de RNA mensageiro de BDNF 

no hipocampo. Esses resultados sugerem que a expressão do gene Bdnf está associada 

com os processos de aprendizagem e memória (TYLER et al., 2002; LEE & HYNDS, 

2013). 

 MA et al., (1998) mostraram em ratos  condicionados à esquiva inibitória que  o 

BDNF foi requerido para os processos de consolidação da memória. Os resultados do 

estudo de Lee, Everitt & Thomas (2004) mostraram em ratos infundidos com anti-sense 

de zif/268 (zenk) ou de BDNF, 90 min antes do condicionamento do medo contextual, 

que a reconsolidação da memória é dependente de zif/268 (zenk) enquanto que a 

consolidação depende de BDNF hipocampal. Esta dissociação no papel de BDNF e 

ZENK não está muito clara nas distintas fases de memória dependente de hipocampo. 

BEKINSCHTEIN et al., 2007, demonstraram em ratos, condicionados à esquiva 

inibitória, que 12 horas após a aquisição da memória houve um aumento de BDNF no 

hipocampo, crítico para a persistência e não para a formação da memória de longa 

duração. O BDNF endógeno foi neutralizado pela infusão de anticorpo contra BDNF no 

hipocampo dorsal 15 min antes do treino. A retenção de memória de longa duração foi 

bloqueada quando retestada 2 ou 7 dias após o treino. A neutralização realizada 12 h 

após a aquisição causou amnésia 7 dias após o treino, prejudicando então a 

persistência da memória. Os resultados indicaram que a consolidação da memória e 

sua persistência requerem os mesmos mecanismos moleculares com ciclos recorrentes 

de eventos dentro de uma estreita janela temporal. Neste mesmo estudo também foi 

analisada a expressão de Zif268, a qual aumentou 24 h após o treino em esquiva 

inibitória. A expressão desse gene é modulada e induzida por BDNF (ALDER et al., 

2003; GLORIOSO et al., 2006). A mudança dos níveis de Zif268 foi completamente 

bloqueada por infusão de anisomicina 12 h após o treino, indicando que a síntese de 

proteína ao redor de 12 h após o treino é requerida para a indução tardia de Zif268. Sua 

expressão também foi prejudicada pela infusão de anticorpo contra BDNF 12 h após o 

treino, mostrando que a indução de Zif268 depende de BDNF. Os resultados revelam 

que, os eventos disparados por BDNF no hipocampo, os quais são necessários para o 
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armazenamento e persistência da memória de longa duração envolve pelo menos em 

parte a indução do Zif268, que por sua vez, pode interagir com elementos regulatórios e 

com uma variedade de genes efetores. 

LEE & HYNDZ (2013) evidenciaram em ratos infundidos com anisomicina ou D-

AP5, um antagonista de receptor NMDA, no hipocampo que tanto a consolidação 

quanto a reconsolidação são dependentes da ativação de receptores NMDA no 

hipocampo, mas há uma dupla dissociação entre o inibidor de MEK e o inibidor de IKKα 

(Inibidor do fator nuclear kappa B- cinase subunidade alfa). A via funcional de BDNF-

ERK1 e receptor NMDA foi requerida para a reconsolidação e a via Zif268-IKKᾳ e 

receptor NMDA para a consolidação. A consolidação e reconsolidação da memória no 

hipocampo envolvem vias comuns na superfície celular, com mecanismos 

glutamatérgicos, mas requerem dissociação de vias nas cascatas de cinase a 

montante. 

Quanto ao mecanismo de atuação na modulação da plasticidade sináptica 

hipocampal, há trabalhos que indicam que o BDNF atua de uma maneira retrógrada 

aumentando a liberação de transmissor da célula pré-sináptica, talvez por meio de 

fosforilação de proteínas de vesícula sináptica e elevação citosólica dos níveis de cálcio 

(POO, 2001). Kovalchuk e colaboradores (2002) mostraram um efeito pós-sináptico da 

sinalização BDNF-TrkB: a aplicação de BDNF em células granulares do giro denteado do 

hipocampo deu origem a aumento transiente de cálcio nas espinhas e dendritos pós-

sinápticos que pode então induzir LTP, mesmo quando pareada com fraca estimulação 

sináptica. Rose (2000) analisou os efeitos do BDNF, na consolidação da memória em 

pintainhos de um dia treinados em tarefa de esquiva inibitória, e concluiu que o 

envolvimento de BDNF é específico e requerido para a forma mais tardia de 

consolidação da memória em tal modelo de estudo.  

1.7. Caracterização do Hipocampo de Aves 

 

A Formação Hipocampal, em mamíferos é uma estrutura localizada no lobo 

temporal que inclui o hipocampo propriamente dito (corno de Ammon), o giro denteado, 
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o subículo, e o córtex entorrinal (MACHADO, 2004). O termo hipocampo é comumente 

utilizado para descrever as duas regiões interligadas: o giro denteado e o hipocampo 

propriamente dito (Corno de Amon). Ambos possuem uma organização interna 

trilaminada, composta por dois tipos de células principais: as células granulares do giro 

denteado e as células piramidais do Corno de Amon, sendo estas divididas nos setores 

de CA1, CA2 e CA3. Essas regiões mantém um padrão organizado de conexões 

intrínsecas e extrínsecas. A principal aferência para o hipocampo origina-se no córtex 

entorrinal. As fibras que saem do córtex entorrinal (CE) em direção ao hipocampo 

formam a via perfurante e inervam os dendritos das células granulares na região da 

camada molecular do giro denteado (GD). Os axônios das células granulares (fibras 

musgosas) projetam-se para as células piramidais da região de CA3, que por sua vez 

emitem fibras para a região de CA1, chamada via colateral de Schaffer. De CA1, as 

fibras projetam-se para o complexo subicular e então para as camadas profundas do 

córtex entorrinal. O circuito CE-GD-CA3-CA1 é denominado via tri-sináptica (BRODAL, 

1979; MATHERN et al., 1997; KANDEL, 2001).  

Embora a organização morfológica da formação hipocampal de aves seja 

diferente da descrita para mamíferos, os aspectos topográficos, neuroquímicos e 

funcionais são similares. O hipocampo margeia o ventrículo lateral tanto em mamíferos 

quanto em aves.  

Anatomicamente, a formação hipocampal de aves se localiza na porção dorso-

medial do cérebro anterior e está dividida em duas frações com camadas celulares 

distintas: a área para-hipocampal, localizada dorso-lateralmente, e o hipocampo 

propriamente dito, que fica ventro-medialmente (CAMPBELL & HODOS, 1970). O 

hipocampo de aves apresenta a região dorso-medial (DM), com as suas subdivisões em 

dorso-medial-dorsal (DMd) e dorso-medial-ventral (DMv) e a região ventral (área em 

“V”) com suas subdivisões em região ventro-lateral (VL) e região ventro-medial (VM), 

contendo células piramidais e uma área triangular medial localizada entre os braços da 

área em “V” (SZÉKELY, 1999; ATOJI et al., 2002;  ATOJI & WILD, 2006). 

 Kahn et al., (2003) investigaram a organização anatômica das subdivisões do 

hipocampo de pombos com traçadores retrógrados e anterógrados, e sugeriram a 

existência de um circuito tri-sináptico no hipocampo de pombos, comparável ao 
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existente em mamíferos.  A entrada sensorial se localiza na área dorsolateral, como 

ocorre no córtex entorrinal. Da área dorsolateral seguem projeções para área 

dorsomedial, como ocorrem as projeções pela via perfurante do córtex entorrinal para o 

giro denteado. Da área dorsomedial seguem projeções para as áreas ventromedial e 

ventrolateral, como ocorre do giro denteado para a área CA3. Da área ventrolateral 

seguem projeções ipsilaterais para a área ventromedial e para a área ventrolateral 

contralateral, como ocorrem em mamíferos as projeções da região CA3 para a CA1 

ipsilateral e contralateral. Em mamíferos a área CA1 se projeta para o subiculum, em 

pombos a área ventrolateral se projeta para área dorsomedial. O subiculum e a área 

dorsomedial se projetam para fora da formação hipocampal em mamíferos e em aves 

(ATOJI et al., 2002; KAHN et al., 2003) (Figura 6). 

 SZÉKELY (1999) identificou projeções eferentes para outras regiões, tais como 

as do hipocampo dorsolateral de onde se projetam fibras para os núcleos basorostrais, 

arcopálio, septo lateral e regiões meso-diencefálicas. 

 
Figura 6 - Esquema de conectividade intrahipocampal obtida através da utilização de 

traçadores retrógrados e anterógrados no hipocampo de pombos 
 

 

 

DL = região Dorso Lateral, a linha tracejada mostra a divisão da área dorsomedial (DM) em porção 
dorsal (DMd) e ventral (DMv). Setas representam as ligações entre subdivisões. VC = ventral área 
central; VL = camada ventrolateral; VM = camada ventromedial. Escala de Barra = 1mm 
(Modificado de KAHN et al., 2003; KARTEN & HODOS, 1967; CANOVA, 2009). 
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Os estudos neuroquímicos do hipocampo de aves indicam que são encontrados 

diversos tipos de neurotransmissores e neuropeptídeos também presentes em 

mamíferos. Krebs et al., (1991) descreveram uma região com terminais de fibras 

mediais aferentes, na qual se encontram fibras imunorreativas para substância P (SP), 

colecistoquinina (CCK), leucina encefalina (LENK), polipeptídeo vasoativo intestinal 

(VIP) e neuropeptídeo Y (NPY); há também a presença de fibras colinérgicas, 

catecolaminérgicas, serotoninérgicas e glutamatérgicas. Brüning et al., (1994) por meio 

da técnica de imuno-histoquímica, verificaram a distribuição da sintase neuronal de 

óxido nítrico, que medeia a síntese de NO em diversas regiões cerebrais, 

principalmente na região ventral do Mesopallium (Hiperstriatum ventrale) o qual está 

envolvido com processos de aprendizado e memória, como a esquiva inibitória. O NO 

também é encontrado em abundância no hipocampo de aves, o que foi demonstrado 

pelo trabalho de Suárez et al., (2006). Estes autores analisaram a distribuição da 

imunomarcação de GABA, calbindina (CB), calretinina (CR) e sintase neuronal de óxido 

nítrico (nNOS) na formação hipocampal e no hiperpallium durante o desenvolvimento e 

fase adulta de galinhas. Rosinha et al., (2009) descreveram a distribuição de células 

com marcação imunohistoquímica das várias subunidades de receptores de glutamato 

do tipo AMPA (GluN1, GluN2/3 e GluN4) no hipocampo de pombos. 

 

1.8. Justificativa do trabalho 

 

O presente trabalho, como outros já desenvolvidos no nosso laboratório, baseia-

se na consideração de que estudos que investiguem algumas questões centrais para o 

entendimento das funções básicas do hipocampo em aves podem contribuir o 

conhecimento de aspectos comparativos das funções do hipocampo entre diferentes 

espécies (EICHENBAUM, OTTO & COHEN, 1992). Nesse sentido, o sistema 

hipocampal, cuja importância é muito bem descrita em estudos com roedores e 

primatas, também é estudado em aves para se investigar questões que, principalmente, 

envolvem relações espaciais e contextuais de aprendizagem e memória, e, 

particularmente, na reconsolidação, persistência e extinção dessas memórias.  
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Assim, baseando-se nas evidências experimentais apresentadas nas seções 

anteriores, considera-se que a investigação dos processos de plasticidade neuronal, no 

hipocampo de pombos, relativos à reconsolidação e extinção da memória de medo 

contextual, por intervenções farmacológicas e análise comportamental poderá contribuir 

para o conhecimento dos eventos celulares e moleculares subjacentes a essas 

diferentes fases. 
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2. OBJETIVOS 

_____________________________ 
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2.1. Objetivo geral 

 

Investigar a síntese de novas proteínas e a ativação dos receptores NMDA no 

hipocampo de pombos, nos processos de reconsolidação (Experimento 1)  e extinção 

(Experimento 2) da memória contextual aversiva.  

 

 2.2. Objetivos específicos 

 

2.2.1. Experimento 1  

 

1- Avaliar os padrões de comportamento exibidos durante o treino, teste (24 

h após o treino) e reteste 2d (72 horas depois do treino).  A ANI e o MK-

801 foram infundidos imediatamente após o teste, no hipocampo de 

pombos submetidos ao medo condicionado ao contexto; 

 

2- Avaliar a expressão proteica de ZENK e de BDNF no hipocampo após o 

reteste 2d da memória de medo contextual (48 horas após a infusão de 

ANI e MK-801). 

 

2.2.2. Experimento 2  

 

1. Avaliar os padrões de comportamento exibidos durante o treino, teste (24 

h após o treino), reteste 2d (72 horas depois do treino) e reteste 9d (9 dias 

após o treino). A ANI e o MK-801 foram infundidos imediatamente após o 

teste, no hipocampo de pombos submetidos ao medo condicionado ao 

contexto; 

 

2. Avaliar a expressão proteica de ZENK e de BDNF no hipocampo após o 

reteste 9d da memória de medo contextual. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

_____________________________ 
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3. 1. Experimento 1 

3.1.1. Sujeitos 

 

Foram utilizados 21 pombos adultos, derivação não controlada da espécie 

Columba livia, adquiridos de um mesmo fornecedor. Após a chegada ao biotério de 

aves, os animais foram mantidos em quarentena, recebendo banho e tratamento anti-

parasitas. Durante esse período, os animais passaram por manipulações de caráter 

desensibilizatório, profilático e terapêutico. Em seguida, alojados em gaiolas individuais, 

com água e comida ad libitum (mistura de quirera de milho, semente de girassol, ração 

especial para aves, areia e farinha de ostra). Além disso, recebiam complementação 

com o complexo vitamínico Vitalgold diluído na água do bebedouro, uma vez por 

semana. Os pombos foram identificados numericamente e catalogados. O peso do 

animal foi acompanhado durante seis dias antes do experimento. Os animais foram 

mantidos em ambiente com ventilação promovida por exaustores, em temperatura 

controlada de 25ºC e em um ciclo claro-escuro de 12:12 h (luz se acendendo às 6:00h). 

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) – IB – UNICAMP, Protocolo nº 3100-1 por estarem de acordo com os Princípios 

Éticos na Experimentação Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (COBEA).  

Os pombos foram distribuídos, de forma aleatória nos seguintes grupos: 

 

1) Grupo condicionado salina pós-reativação (Grupo SAL-PR; n=5): 

administração via intrahipocampal de solução salina imediatamente após o final do 

teste;  

2) Grupo condicionado anisomocina pós-reativação (Grupo ANI-PR; n=5): 

administração via intrahipocampal de solução de anisomicina imediatamente após o 

final do teste; 

3) Grupo condicionado MK-801 pós-reativação (Grupo MK-PR; n=5): 

administração via intrahipocampal de solução de MK-801 imediatamente após o final do 

teste; 
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4) Grupo não condicionado - não tratado - grupo manipulação (NÄIVE; n=6): 

durante  4 dias os animais foram retirados das gaiolas-viveiro, transportados até o 

laboratório, pesados e retornados ao biotério. Este grupo foi utilizado para controle das 

análises da expressão proteica de ZENK e BDNF no hipocampo, na condição basal. 

O grupo SAL-PR foi o controle dos grupos tratados com as drogas, anisomicina e 

MK-801 (grupos: ANI-PR e MK-PR), respectivamente. 

 

3.2 Procedimentos 

3.2.1 Drogas e reagentes 

 

A solução de anisomicina (Sigma-Aldrich) foi preparada com 0,001 g de anisomicina 

dissolvida em 5 µl de 3 N HCL (0,15 M) e 5 µl de 3 N NaOH (0,15 M), pH de 7,3. A 

infusão intrahipocampal foi de 0,8 µl contendo 80 µg de anisomicina, totalizando uma 

solução de 100µg/µl, em cada hipocampo (POWER et al., 2006; BEKINSCHTEIN et al., 

2007). O MK-801 (Sigma-Aldrich) foi dissolvido em salina isotônica a 9% para uma 

concentração de 12,5 mg/ml por agitação. A infusão foi de 6,25 µg/0,5µl em cada 

hipocampo. O grupo salina foi infundido com 0,5 µl por hemisfério de solução salina a 

9%. As soluções foram preparadas no dia do experimento (ZHANG, BAST & FELDON, 

2001; BAST, ZHANG & FELDON, 2003). 

3.2.2. Adaptação às condições do biotério 

 

 Os animais foram submetidos às condições do biotério por um período mínimo 

de 15 dias antes do início dos procedimentos experimentais. 

 

3.2.3. Adaptação às condições do laboratório 

 

Os animais de todos os grupos foram pesados e colocados por quatro dias 

consecutivos, durante 30 min, antes da sessão de treino, em uma câmara para se 

adaptarem às condições do laboratório e minimizar os efeitos de estresse. Esta 

apresentava dimensões de 60 x 60 x 60 cm, com as três paredes e o teto revestidos de 
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fórmica branca e a quarta parede feita de vidro espelhado unidirecional. A câmara era 

iluminada com uma lâmpada branca, fluorescente, 40 w (Figura 7). 

 

Figura 7 – Câmara de adaptação  

 

Medidas da câmara: 60 x 60 x 60 cm iluminada com luz branca fluorescente. 

 

3.2.4. Implante cirúrgico das cânulas-guia e colocação dos eletrodos 

púbicos  

Os animais foram anestesiados profundamente com cloridrato de cetamina 

(Ketamina Agener 10%, Agener União, 20 mg/kg) e cloridrato de xilazina (Rompun, 

Bayer, 10 mg/kg) via intramuscular e colocados em um aparelho esterotáxico (David 

Kopf, mod. 1204, USA, com um adaptador Revzin para pombos). Após assepsia local, 

foi feita a incisão para expor a calota craniana, na qual foram feitas duas trepanações 

(2-3 mm) na área látero-medial para implantação da cânula guia de aço inoxidável: (26 

x 0.60 mm e 10 mm de comprimento) em cada hipocampo, direcionadas nas 

coordenadas: ântero-posterior (AP) 6.75 mm; V, 1.5 mm; L, 0.8 mm (Atlas de Karten e 

Hodos 1967). As cânulas foram fixadas no crânio com resina acrílica dental (Dentsply, 

USA). Para prevenir o fechamento das cânulas foi colocado dentro das mesmas um fio 

de aço inoxidável, o qual foi removido antes da infusão. Os eletrodos de aço inoxidável 
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(0,5 mm; 0.020”) foram implantados nos ossos púbicos dos animais, que eram então 

ligados a um colete de tecido que continha um plugue de tomada elétrica (fêmea), a 

qual foi conectada no plugue de tomada elétrica (macho) da caixa experimental. 

Os animais iniciaram o período experimental sete dias após a cirurgia. Após os 

procedimentos experimentais foi confirmada a localização da cânula no hipocampo 

injetando-se 0,5µl de uma solução corante contendo azul de Evans. 

 

3.2.5.  Infusão da droga  

No procedimento de infusão da droga, os fios inseridos no interior das cânulas 

foram removidos. A administração foi realizada através de uma seringa de 10-µl 

(Hamilton, Reno, NV, USA) acoplada a um tubo de polietileno com uma agulha 

gengival, calibre 30mm fixada em sua extremidade. A seringa Hamilton era adaptada a 

uma bomba de infusão (Insight, Ribeirão Preto, Brasil) e regulada para injeção de 0,25 

μl/min. Para a infusão, a agulha 30mm foi inserida na cânula-guia, e permaneceu 

posicionada por 5 min para evitar um possível refluxo da solução infundida. 

 

3. 3. Procedimentos comportamentais 

 

3.3.1. Câmara experimental 

 

As sessões experimentais de condicionamento som-choque, teste e reteste 2d  

ao contexto foram realizadas numa câmara experimental (30 x 30 x 40 cm), com 

paredes revestidas por chapas galvanizadas e a porta frontal construída com um 

espelho de visão unidirecional emoldurado por madeira. A iluminação da câmara foi 

feita com lâmpada vermelha de 20 W, localizada numa parede lateral. Os choques 

foram aplicados através dos eletrodos a partir de uma fonte (Foringer, USA), 

controlados por marcadores de tempo eletromecânicos. Todas as sessões foram 

gravadas digitalmente com o auxílio do software (WinVDR pro versão 3.7.0). Os 

animais do grupo NÄIVE não tiveram implante de eletrodos (Figura 8). 
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Figura 8 - Câmara experimental 

 
 Medidas: (30 x 30 x 40 cm) usada no treino, teste, reteste 2d e reteste 9d. 

 

3.3.2. Treino em condicionamento som-choque 

 

Durante a sessão de treino (TR) ocorreu a apresentação de um som (1000Hz, 

83dB, 1-s) cujo término coincidia com a apresentação de um choque (10mA, 35-ms). Os 

estímulos foram apresentados no quinto, décimo e décimo quinto min durante a sessão 

de 20 min. 

3.3.3. Teste ao Contexto de Condicionamento 

 

O teste (TST) de memória aversiva ao contexto, ou de medo condicionado foi 

realizado 24 h após o treino. Nesse teste os animais dos grupos SAL-PR, ANI-PR e 

MK-PR foram recolocados na mesma câmara de condicionamento som-choque durante 

05 min sem apresentação programada de qualquer estímulo. Após o final do teste os 

animais foram infundidos com as drogas ou salina e conduzidos para suas gaiolas-

viveiro.  

3.3.4. Reteste 

O reteste 2d (Rt 2d) de memória aversiva ao contexto, ou de medo condicionado 

ocorreu 2 dias após a infusão de salina, anisomicina ou MK-801 com duração de 5 min 
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7- Locomoção (LOC): deslocamento do corpo no espaço, em relação a um 

ponto qualquer que não ele mesmo, envolvendo andar, pisotear, esvoaçar, pular, 

circular. 

8- Manutenção (MAN): comportamentos relacionados com ajustes corporais 

e vegetativos (bocejar, deglutir, piscar), limpeza, coçar a cabeça e o corpo. 

 

9- Movimentos isolados (MOV): nesta categoria foram incluídos todos os 

movimentos que resultam em mudanças restritas e/ou discretas de localização espacial 

de partes do corpo do animal.  

 

Para a realização da análise estatística, os comportamentos foram agrupados da 

seguinte forma: 

 

1- CD - comportamentos defensivos, os quais englobam os comportamentos de 

CONG, VIG e CAU; 

2-  EXP - comportamentos exploratórios, que agrupam os PRE e EXP; 

3-  AG - atividades gerais, que reúnem os LOC, MAN e MOV;  

4- PAR - postura de parado;  

5- CONG - comportamento de congelamento, o qual foi também analisado 

sozinho. 

 

 

3. 5. Procedimentos moleculares 

3.5.1. Análise proteica de ZENK e de BDNF por Western blotting 

 

As amostras foram utilizadas para a análise da expressão quantitativa das 

proteínas ZENK e BDNF no hipocampo. A análise da expressão proteica foi realizada 

em homogenatos de hipocampo de todos os grupos em um microlitro de tampão de 

extração de proteína (Tris 100mM Ph 7,5: EDTA 10mM Ph 7,0: inibidor de protease 

Roche®). Após a homogeneização, foram adicionados 100 µl de Triton X-100 10% em 
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cada amostra, mantidas em gelo por 30 minutos e centrifugadas a 16.000 g por 40 min. 

Alíquotas contendo 100 µg de proteína foram diluídas em 25 µl de tampão de Laemmli 

(Fosfato de Sódio 50mM, Glicerol 25%, SDS 1% e Azul de Bromofenol 0,01%) contendo 

200mM de DTT, as quais foram fervidas durante 5 minutos a 100ºC. Em seguida, as 

amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida a 12%. A composição do tampão 

utilizado na corrida eletroforética é a seguinte: Tris (50mM), glicina (380 mM), SDS 

(0,1%). A separação eletroforética das proteínas foi realizada à intensidade de corrente 

constante (60 mA), durante aproximadamente 2 horas. Após a separação por 

eletroforese as proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, 

aplicando-se uma voltagem constante de 15 V. A composição do tampão empregado 

para a transferência das proteínas para a membrana de nitrocelulose é a seguinte: Tris 

(25mM), glicina (192 mM), SDS (0,02%) e metanol (20%). Os sítios inespecíficos de 

ligação do anticorpo primário à membrana foram bloqueados mediante incubação com 

solução a 1% de albumina diluída em tampão TBS-t pH 7,5 (10mM de Tris, 150mM 

NaCl e 20% de Tween-20) sob agitação constante durante duas horas. A seguir, as 

membranas foram incubadas overnight, a 4ºC com anticorpo policlonal anti-BDNF (SC-

546) ou anti-ZENK (Cell Signaling®) (coelho, 1:1000, diluído em tampão TBS-t). Após o 

término da incubação, as membranas foram lavadas (3 vezes durante 10 min) com 

tampão TBS-t e incubadas com anticorpos secundário anti-coelho conjugado com 

peroxidase (HRP, feito em cabra e diluído 1:5000 em TBS-t), durante uma hora. Em 

seguida, as membranas foram submetidas a uma nova série de lavagens com TBS-t e 

as bandas imunorreativas foram reveladas por quimioluminescência com o reagente de 

revelação ECL (Amersham®) e reveladas no fotodocumentador UVITEC. Após a 

revelação das bandas, as membranas foram incubadas 30 minutos em temperatura 

ambiente com 10 ml de solução “stripping” pH 2,8 (glicina 0,2M e NaCl 0,2M) para 

retirada do anticorpo e posterior incubação com o controle interno (anti alfa-tubulina). A 

seguir, as membranas foram lavadas novamente três vezes em TBS-t e submetidas a 

novo bloqueio e finalmente ao anticorpo anti alfa-tubulina (1:5000, Cell Signalling®, 

EUA). O peso molecular das bandas foi calculado a partir das mobilidades relativas de 

proteínas marcadoras de peso molecular DualColor® (faixa: 7 a 205 kDa, Bio-Rad, 

EUA). A intensidade das bandas (como medida do grau de expressão da proteína) foi 
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determinada por análise densitométrica mediante o uso de software QuantityOne (Bio-

Rad, EUA). 

 

3.6.  Análise Estatística 

 

A análise de variância (ANOVA) para medidas repetidas foi usada para as 

comparações estatísticas dos dados comportamentais apresentados em todas as 

sessões com o comportamento de congelamento usado como a variável dependente e 

grupo, sessão e bloco de intervalo de tempo como variáveis independentes. Para a 

análise dos dados moleculares foi usada a análise de variância (ANOVA) de uma via. 

As análises post hoc foram realizadas com o teste para múltiplas comparações de 

Tukey-Kramer.   

3.7. Experimento 2 

 

Foram utilizados 48 pombos distribuídos aleatoriamente em grupos pós-

reativação e grupos sem-reativação. 

Os grupos pós-reativação foram: 

 

1) Grupo condicionado salina pós-reativação (Grupo SAL-PR; n=8): 

administração via intrahipocampal de solução salina imediatamente após o final do 

teste; 

2) Grupo condicionado anisomocina pós-reativação (Grupo ANI-PR; n=11): 

administração via intrahipocampal de solução de anisomicina imediatamente após o 

final do teste; 

3) Grupo condicionado MK-801 pós-reativação (Grupo MK-PR; n=11): 

administração via intrahipocampal de solução de MK-801 imediatamente após o final do 

teste. 
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Grupos sem reativação: 

 

4) Grupo condicionado salina sem reativação (Grupo SAL-SR; n=6): 

administração via intrahipocampal de solução salina  24h após o treino, porém sem a 

sessão de teste; 

5) Grupo condicionado anisomocina sem reativação (Grupo ANI-SR; n=6): 

administração via intrahipocampal de solução de anisomicina 24h após o treino, porém 

sem a sessão de teste; 

6) Grupo condicionado MK-801 sem reativação (Grupo MK-SR; n=6): 

administração via intrahipocampal de solução de MK-801 24h após o treino, porém sem 

a sessão de teste; 

O grupo SAL-SR foi o controle dos grupos tratados com as drogas, anisomicina e 

MK-801 (ANI-SR e MK-SR), respectivamente. Estes três grupos foram controles dos 

três grupos pós-reativação. 

 

Todos os procedimentos experimentais, bem como material e métodos foram 

idênticos aos utilizados no Experimento 1, com exceção do teste que não foi realizado 

nos grupos sem reativação. Além disso, no Experimento 2, os animais tiveram um 

segundo reteste, Reteste 9d (Rt 9d). Este foi realizado 9 dias  após a infusão da 

anisomicina e MK-801 ou da solução salina, com o objetivo de avaliar a persistência ou 

a extinção da memória de longa-duração do medo condicionado ao contexto. O Rt 9 d 

foi realizado na mesma câmara experimental usada para as sessões de TR, TST e Rt 

2d e os animais permaneciam na caixa por 30 min sem a apresentação do EI. A sessão 

foi gravada para posterior transcrição e análise dos comportamentos. O comportamento 

de congelamento (assim como todos os outros comportamentos) foi analisado 

considerando-se a frequência obtida por amostragem em intervalos de 30 s, acumulada 

em blocos compostos de cinco (5) intervalos de registro (2,5 min) obtendo-se assim um 

total de doze (12) blocos de intervalos de registro para a sessão de Rt 9d (Figura 12).  
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As Figuras 14 e 15 mostram a duração percentual média dos comportamentos 

durante as sessões de treino, de teste e de Rt  2d ao contexto para os grupos SAL-PR, 

ANI-PR e MK-PR. Cada barra corresponde à porcentagem média calculada 

considerando como 100% o valor da duração total geral de comportamentos registrados 

na sessão, para todas as categorias. 

A figura 14A mostra a duração percentual média de ocorrência dos 

comportamentos defensivos (CD) considerados pela somatória das durações dos 

comportamentos de VIG, CAUT e CONG, nas sessões de treino, teste e Rt 2d para os 

grupos SAL-PR, ANI-PR e ML-PR; a figura 13B mostra a porcentagem de ocorrência do 

comportamento de CONG em separado. 

Em relação aos CD, verifica-se que na sessão de treino o grupo SAL-PR teve 

variação de porcentagem média entre 70 a 80% e tratados de 40 a 78%.  No teste 

houve variação entre 80 e 95% para os três grupos.  

Durante o Rt 2d, ocorrido 24h após o tratamento com salina, anisomicina ou MK-

801 intra-hipocampo, o grupo SAL-PR manteve valores percentuais elevados para os 

CD, em torno de 60%, enquanto que os grupos ANI-PR e MK-PR  apresentaram 

redução acentuada na duração percentual, com valores menores que 5%. Essa 

redução percentual nos CD na sessão de Rt 2d, observada para os grupos ANI-PR e 

MK-PR sugere  que a reativação da memória aversiva  contextual foi prejudicada pelos 

tratamentos realizados nos pombos desses grupos (Figura 11A).  

A análise estatística com ANOVA de medidas repetidas indicou diferenças 

significativas entre os grupos para a duração percentual média dos CD (F 2,12 = 9,23; p 

< 0,01), diferença significativa entre as sessões (F 2,12 = 73.26; p < 0,0001) e interação 

entre grupos e sessão (F2,4  =  5,26; p <  0,01). As análises com múltiplas comparações 

post hoc realizadas com o teste Tukey- Kramer indicaram que os grupos ANI-PR e MK-

PR foram diferentes do grupo SAL-PR. A sessão de Rt 2d dos grupos ANI e MK foram 

diferentes do treino e do teste dos três grupos e do Rt 2d do SAL-PR (p < 0,05).  

Na figura 14B tem-se a porcentagem de ocorrência somente do comportamento 

de CONG, cujos valores percentuais para grupos e sessões não mostraram variações 

significativas em relação aos CD. Isto indica que os CD foram basicamente de CONG. 



54 

 

A análise estatística com ANOVA de medidas repetidas mostrou diferença 

significativa entre os grupos para a duração percentual média de CONG (F2,12 = 9,35; p 

< 0,01), entre sessões (F2,12 = 72,78; p < 0,0001) e interação entre grupo e sessão (F2,4  

= 5,24; p < 0,01). 

 As análises com múltiplas comparações e post hoc realizadas com o teste Tukey 

- Kramer indicaram que a sessão Rt 2d dos grupos ANI-PR e  MK-PR foram diferentes 

de todas as sessões do grupo SAL-PR, como também do treino e do teste deles 

mesmos (p < 0,05).  

 

 

Figura 14 - Porcentagem média (+EPM) da duração total durante as sessões de treino, teste 
e Rt 2d do condicionamento aversivo ao contexto, para os grupos SAL-PR, ANI-PR e MK-PR. (A) 
CD; (B) CONG 

 

 
(A e B) @ diferença significativa em relação ao grupo SAL-PR (p < 0,01). * diferença significativa 
em relação às sessões de treino e teste do SAL-PR, ANI-PR e MK-PR (p < 0,0001). # diferença 
significativa em relação ao Rt 2d do SAL-PR (p < 0,0001).  

 
 

 

A Figura 15A mostra a duração percentual média de ocorrência dos 

comportamentos exploratórios (EXP), considerados pela somatória dos pré-

exploratórios e exploratórios; a figura 15B o comportamento parado (PAR) e a figura 

14C atividades gerais (AG), considerados pela somatória dos MAN, LOC e MOV, nas 

sessões de treino, teste e Rt 2d  para os grupos SAL-PR, ANI-PR e MK-PR.  
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A figura 15A mostra que na sessão de treino, o grupo SAL-PR apresentou 

duração de EXP com um valor médio em torno de 5%, ANI-PR e MK-PR em torno de 

20%. Na sessão de teste os três grupos apresentaram redução na duração de 

comportamentos EXP, com valor em torno de 5%. Na sessão Rt 2d os grupos ANI-PR e 

MK-PR apresentaram aumento de duração na ocorrência de EXP, com um valor médio 

de 60%, enquanto que o grupo SAL-PR apresentou um valor médio de 5%. A análise 

estatística com ANOVA de medidas repetidas indicou diferenças significativas entre os 

grupos para ocorrência dos EXP (F 2,12 = 4,28; p < 0,05), entre as sessões (F 2,12 = 

19,17; p < 0,0001) e interação entre grupos e sessão (F 2,4 = 3,77; p < 0,01). 

 As análises com múltiplas comparações post hoc realizadas com o teste de 

Tukey- Kramer para o comportamento EXP indicaram que o grupo SAL-PR diferiu 

significativamente dos grupos ANI-PR e MK-PR (p < 0,05) e que a sessão Rt 2d foi 

significativamente diferente do treino e do teste (p < 0,05). Diferenças intra-grupos 

foram observadas para os grupos ANI-PR e MK-PR, mas não para o SAL-PR. As 

sessões de treino, teste e Rt 2d do grupo SAL-PR não apresentaram diferenças (p > 

0,05), mas diferiram significativamente do Rt 2d dos grupos ANI-PR e MK-PR  (p < 

0,05). A sessão Rt 2d nos grupos ANI-PR e MK -PR diferiu significativamente das suas 

respectivas sessões de treino e de teste  como também das sessões do grupo SAL-PR 

(p <  0,05).   

A Figura 15B mostra o comportamento parado. Na sessão de treino, os grupos 

apresentaram uma duração de PAR com valor médio em torno de 5%. Na sessão de 

teste os três grupos apresentaram durações reduzidas para PAR com valor em torno de 

1%. Na sessão de Rt 2d o grupo MK-PR apresentou aumento de ocorrência de 

comportamento PAR, com um valor médio de 20%, e o grupo ANI-PR um valor médio 

de 18%.  

A análise estatística com ANOVA de medidas repetidas indicou diferenças 

significativas entre as sessões de treino, teste e Rt 2d para ocorrência de PAR (F 2,12 = 

3,84; p < 0,03).  

As análises com múltiplas comparações post hoc indicaram que a sessão Rt 2d 

do grupo MK-PR diferiu significativamente de todas as sessões dos grupos SAL-PR, 

ANI-PR e das demais sessões dele mesmo (p < 0,05).  
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A Figura 14C mostra os comportamentos AG. Todos os grupos em todas as 

sessões exibiram AG de forma equivalente, com valores regulares, em torno de 18%. 

 A análise estatística com ANOVA de medidas repetidas não indicou diferenças 

significativas para ocorrência de AG entre os grupos (F2,12 = 0,04, p > 0,05) e sessões 

(F1,12 = 1,06, p > 0,05).  

Figura 15 - Porcentagem média (+EPM) da duração total durante as sessões de treino, teste 
e Rt 2d do condicionamento aversivo ao contexto, para os grupos SAL-PR, ANI-PR e MK-PR. (A) 
EXP; (B) PAR e (C) AG  

 

 

(A) @ diferença significativa entre os grupos (p < 0,05). * diferença significativa em relação às 
sessões do grupo SAL-PR e suas demais sessões (p < 0,0001).  # diferença significativa em 
relação a SAL-PR (p < 0,05). (B) * diferença significativa em relação às sessões do grupo SAL-PR e 
suas demais sessões (p < 0,03). (C) A análise estatística não indicou diferenças significativas para 
AG (p > 0,05).  

 

A Figura 16 mostra os dados médios da frequência acumulada em blocos de registro do 

comportamento de CONG analisado durante as sessões de treino, teste e  Rt 2d ao 
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contexto. A partir da sequência comportamental obtida foram computados os 

comportamentos registrados em blocos de 30 segundos. A análise foi realizada 

considerando-se a frequência acumulada em blocos de cinco (5) intervalos de registro 

(2,5 min) obtendo-se assim um total de oito (8) blocos de intervalos de registro para a 

sessão de treino e 2 blocos para as sessões de teste e Rt 2d. 

Na sessão de treino, o comportamento de CONG, aumentou significantemente o 

número médio de ocorrência, após o primeiro pareamento dos estímulos som-choque, e 

permaneceu alto até o final da sessão (Figura 16 A). A análise estatística com ANOVA 

de medidas repetidas para a sessão de treino indicou diferença significativa entre os 

blocos (F 2,7 = 75,29; p < 0,0001). As análises com múltiplas comparações post hoc 

realizadas com o teste Tukey-Kramer mostraram que essas diferenças foram 

significativas para os blocos 1 e 2  em relação a todos os outros blocos nos três grupos 

(p < 0,05). 

 Durante o teste de evocação da memória o comportamento de CONG continuou 

alto semelhante ao final da sessão de treino. A análise estatística com ANOVA de 

medidas repetidas para a sessão de teste não mostrou diferenças (Figura 16 B).  

Os grupos ANI-PR e MK-PR apresentaram redução da ocorrência de CONG no 

Rt 2d em relação ao treino e teste do grupo SAL-PR e ao teste deles mesmos, 

sugerindo prejuízo da reconsolidação da memória aversiva contextual de longa 

duração, nos animais tratados com  anisomicina e MK-801 (Figura 15 C). 

 A análise estatística com ANOVA de medidas repetidas para a sessão de Rt 2d 

indicou diferenças significativas para o grupo SAL-PR em relação aos grupos ANI-PR e 

MK-PR (F 2,12 = 59,26; p < 0,0001). As análises post hoc indicaram que os blocos 1 e 2  

do grupo SAL-PR foram diferentes dos blocos 1 e 2 de ANI-PR e MK-PR (p < 0,05). 
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Figura 16 - (A) Valores médios (+EPM) do comportamento de CONG registrado em blocos 
de intervalos de 2,5 min nas sessões de treino, (B) teste e (C) Rt 2d do condicionamento 
aversivo ao contexto  

 

 

 (A) ** diferença significativa em relação a todos os outros blocos dos grupos SAL-PR, ANI-PR e 
MK-PR (p < 0,0001). (B) Não apresentou diferença significativa. (C) ** diferença significativa em 
relação aos dois blocos dos grupos ANI-PR e MK-PR (p < 0,0001), mas não entre os blocos do 
grupo SAL-PR.  
 
 

4.1. 1.  Análise da densitometria óptica de BDNF e ZENK  

 
Na Figura 17 observam-se valores da densitometria óptica das bandas 

imunorreativas à proteína BDNF-madura (mBDNF; 17A), BDNF-precursora (proBDNF; 

17B) e BDNF-truncada (BDNF-trun; 17C) normatizadas pela quantidade total de 

proteína alfa-tubulina detectadas no hipocampo após o Rt 2d de pombos dos grupos 

SAL-PR, ANI-PR, MK-PR e dos controles NAÏVE. Também são apresentados valores 
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da razão mBDNF/proBDNF (17D) e mBDNF/BDNF-trun (17E). As imagens das bandas 

imunorreativas para cada proteína e da alfa-tubulina são mostradas abaixo dos 

respectivos gráficos. Os dados de densitometria óptica de cada uma das isoformas de 

BDNF, bem como dos valores referentes às razões mBDNF/proBDNF e mBDNF/BDNF-

trun foram analisados estatisticamente com o teste ANOVA de uma via. Não foram 

encontradas diferenças significativas entre os grupos quanto ao conteúdo das isoformas 

mBDNF (F3,16 = 0,68;  p > 0,05), proBDNF (F3,16 = 0,44;  p > 0,05), BDNFtrun (F3,16 = 

0,43;  p > 0,05), nem para os valores de razão mBDNF/proBDNF (F3,16 = 1,25;  p > 

0,05) e mBDNF/BDNF-trun (F3,16 = 1,65;  p > 0,05). Na figura 17F são apresentadas as 

bandas das isoformas mBDNF, proBDNF, BDNF-trun para os grupos NAïVE, SAL-PR, 

ANI-PR e MK-PR. Na figura 17G as bandas de alfa-tubulina. 

 

Figuras 17 – Médias (+EPM) das análises densitométricas das bandas imunorreativas para as 
isoformas da proteína BDNF em amostras de homogenato de hipocampo normalizadas com a 
quantidade total de proteínas para os grupos NAÏVE, SAL-PR, ANI-PR e MK-PR em razão da α-
tubulina  

 

 
(A) mBDNF; (B) proBDNF; (C) BDNFtrun; (D) razão mBDNF/proBDNF e (E) razão mBDNF/BDNF-
trun. Não apresentaram diferenças significativas (p > 0,05; ANOVA de uma via).  
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(F) Bandas imunorreativas representativas para mBDNF,  proBDNF e  BDNF-trun.  
(G)Bandas imunorreativas representativas para as isoformas da proteína BDNF quantidade total 
da proteína alfa-tubulina. 
 
 
 
 

Na Figura 18 tem-se os valores da densitometria óptica das bandas 

imunorreativas à proteína ZENK (18A) normalizadas pela quantidade total de proteína 

alfa-tubulina detectadas no hipocampo após o Rt 2d de pombos dos grupos SAL-PR, 

ANI-PR, MK-PR e dos controles NAÏVE, (18B) bandas imunorreativas e (18C) da alfa-

tubulina. Os dados de densitometria óptica de ZENK foram analisados estatisticamente 

com o teste ANOVA de uma via e não foram encontradas diferenças significativas entre 

os grupos (F3,16 = 1,52;  p > 0,05). 
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Figuras 18 – Médias (+EPM) das análises densitométricas das bandas imunorreativas para a 
proteína ZENK em amostras de homogenato de hipocampo normalizadas com a quantidade total 
de proteínas para os grupos NAÏVE, SAL-PR, ANI-PR e MK-PR em razão da α-tubulina  
 

 

 

 
(A) Não foram observadas diferenças significativas (p > 0,05; ANOVA de uma via).  

 

 

 
(B) Bandas imunorreativas representativas para ZENK. (C) Bandas imunorreativas representativas 
para ZENK quantidade total da proteína alfa-tubulina. 
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4.2.  Experimento 2 

 

As Figuras 19 e 20 mostram a duração percentual média dos comportamentos 

durante as sessões de treino, teste, Rt 2d e Rt 9d ao contexto para os grupos SAL-PR, 

ANI-PR e MK-PR. Cada barra corresponde à porcentagem média calculada 

considerando como 100% o valor da duração total geral de comportamentos registrados 

na sessão, para todas as categorias. 

A figura 19 mostra a duração percentual média dos CD e duração percentual 

média de CONG dos grupos SAL-PR, ANI-PR e MK-PR.  

Na figura 19A verifica-se que nas sessões de treino e de teste os grupos SAL, 

ANI e MK apresentaram duração dos CD com valores que variaram de 50% a 70% e 

em torno de 80%, respectivamente. Durante o Rt  2d e 9d ocorridos 2 dias e 9 dias após 

o tratamento com salina, anisomicina ou MK-801 intra-hipocampo, o grupo SAL-PR 

manteve valores de duração dos CD em torno de 40%, enquanto que os grupos ANI-PR 

e MK-PR  apresentaram redução acentuada na duração percentual, menores que 15%. 

Essa redução sugere  que a reativação da memória contextual aversiva  foi prejudicada 

pelos tratamentos realizados nos  pombos desses grupos. 

A análise estatística com ANOVA de medidas repetidas indicou diferenças 

significativas entre sessões para ocorrência dos CD (F 3,27 = 35,97; p < 0,0001) e 

interação entre grupos e sessão (F 2,6 = 5,30; p < 0,001).  As análises com múltiplas 

comparações post hoc realizadas com o teste Tukey-Kramer indicaram que as sessões 

Rt 9d dos grupos ANI-PR e MK-PR e Rt 2d de MK-PR diferiram significativamente das 

sessões de treino e teste deles mesmos e de SAL-PR, como também de Rt 2d de SAL-

PR (p < 0,05).  

Na figura 19B tem-se a porcentagem de ocorrência do comportamento de 

CONG, para os grupos SAL-PR, ANI-PR e MK-PR, e nota-se que os valores são 

semelhantes aos dos CD. Isto indica que dentre os CD o comportamento de CONG foi 

o que mostrou maior ocorrência.  

A análise estatística com ANOVA de medidas repetidas mostrou diferença 

significativa entre as sessões (F 3,27  = 13,62; p < 0,0001) e interação entre grupos e 
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sessão (F 2,6 = 7,33; p < 0,0001).  As análises com múltiplas comparações post hoc 

realizadas com o teste Tukey-Kramer indicaram que o Rt 9d do grupo ANI-PR e MK-PR 

foram diferentes de todas as sessões do grupo SAL-PR, como também do treino e teste 

deles mesmos (p < 0,05). 

 

 

Figura 19 - Porcentagem média (+EPM) da duração total dos CD (A) e CONG (B), durante as 
sessões de treino, teste, Rt 2d e Rt 9d do condicionamento aversivo ao contexto, para os animais 
dos grupos SAL-PR, ANI-PR e MK-PR 

 

 

(A e B) * diferença significativa em relação às sessões de treino e de teste dos grupos SAL-PR, 
ANI-PR e MK-PR e Rt 2d dos grupos ANI-PR e MK-PR (p < 0,0001). 
 

Na Figura 20 tem-se os comportamentos exploratórios (EXP), parado (PAR) e 

atividades gerais (AG).  

 A figura 20A mostra que na sessão de treino, o grupo SAL-PR apresentou 

duração percentual de EXP com um valor médio em torno de 5%, ANI-PR e MK-PR em 

torno de 20%. Na sessão de teste os três grupos apresentaram durações reduzidas de 

EXP com valores em torno de 5%. Na sessão Rt 2d e 9d o grupo ANI-PR apresentou 

aumento acentuado na duração percentual, maiores que  30%.  

A análise estatística com ANOVA de medidas repetidas indicou diferenças 

significativas entre os grupos para ocorrência de EXP (F 2,27 =12,49; p < 0,001), entre as 
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sessões (F 3,27 = 7,83; p < 0,001) e interação entre grupos e sessão (F 2,6  = 3,05; p < 

0,01). 

As análises com múltiplas comparações post hoc realizadas com o teste Tukey-

Kramer indicaram que o grupo ANI-PR diferiu significativamente do SAL-PR e MK-PR. 

Em relação às sessões, a sessão de Rt 2d do grupo ANI-PR diferiu significativamente 

das sessões  de treino, teste, Rt 2d e Rt 9d dos grupos MK-PR e SAL-PR, como 

também do treino e teste dele mesmo (p < 0,05). 

A Figura 20B mostra o comportamento PAR. Observa-se que nas sessões de 

treino e de teste os três grupos apresentaram duração percentual do comportamento 

PAR com valores que variaram entre 1% a 5% e em torno de 1%, respectivamente. 

Durante o Rt 2d e 9d mantiveram valores de duração do comportamento PAR em torno 

de 8%, enquanto que o grupo MK-PR apresentou aumento acentuado na duração 

percentual, valores maiores que 20%.  

A análise estatística com ANOVA de medidas repetidas indicou diferenças 

significativas entre os grupos para ocorrência de PAR (F 3,27 = 2,74; p < 0,05). Houve 

diferença significativa entre as sessões (F 3,27 = 2,39; p < 0,05) e interação entre grupos 

e sessão (F 2,6 = 4,72; p < 0,001). As análises com múltiplas comparações post hoc 

realizadas com o teste Tukey-Kramer indicaram que a sessão de Rt 2d do grupo MK-

PR diferiu significativamente de todas as sessões de SAL-PR e ANI-PR, como também 

do treino e teste dele mesmo (p < 0,05).  

A Figura 20C mostra os comportamentos de AG considerados pela somatória 

dos comportamentos de manutenção, locomoção e movimentos isolados. Nota-se que 

nas sessões de treino e de teste os três grupos apresentaram duração ao redor de 

20%. Durante o Rt 2d mantiveram valores entre 20% e 40%. No Rt 9d os grupos ANI-

PR e MK-PR apresentaram valores em torno de 60%.  

A análise estatística com ANOVA de medidas repetidas indicou diferenças 

significativas entre sessões para ocorrência de AG (F 3,27 = 11,61; p < 0,0001). As 

análises com múltiplas comparações post hoc realizadas com o teste Tukey-Kramer 

indicaram que a sessão de Rt 9d dos grupos MK-PR e ANI-PR diferiram 
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significativamente do treino e teste dos três grupos, como também do Rt 2d do grupo 

ANI-PR (p < 0,05). 

Figura 20 - Porcentagem média (+EPM) da duração total dos comportamentos de EXP, PAR 
e AG durante as sessões de treino, teste, Rt 2d e Rt 9d do condicionamento aversivo ao contexto, 
para os animais dos grupos SAL-PR, ANI-PR e MK-PR 

 

(A) @ diferença significativa em relação aos grupos SAL-PR e MK-PR (p < 0,001).  
* diferença significativa em relação às sessões de treino e teste de SAL-PR e MK-PR e  dele 
mesmo (p < 0,001). # diferença significativa em relação  ao Rt 2d e 9d de SAL-PR e MK-PR (p < 
0,05). (B) @ diferença significativa em relação aos grupos SAL-PR e ANI-PR (p < 0,05). * diferença 
significativa em relação a todas as sessões dos grupos SAL-PR e ANI-PR, treino e teste dele 
mesmo (p < 0,05). # diferença significativa em relação ao Rt 2d dos grupos SAL-PR  e ANI-PR (p < 
0,05). (C) * diferença significativa em relação ao treino e teste dos três grupos e Rt 2d de ANI-PR (p 
< 0,05). 

A Figura 21 mostra os dados médios da ocorrência do comportamento de CONG 

analisado durante a sessão do treino, teste e Rt 2d ao contexto, em função dos blocos 

de cinco intervalos de registro (2,5 min) obtendo-se assim um total de oito (8) blocos de 

intervalos de registro para a sessão de treino, 2 blocos para as sessões de teste e Rt 

2d. Os grupos ANI-PR e MK-PR apresentaram redução da ocorrência de CONG na 

sessão de Rt 2d em relação à sessão de Rt 2d do grupo SAL-PR, sugerindo prejuízo na 

reconsolidação da memória aversiva contextual de longa duração nos grupos tratados 
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com anisomicina e MK-801. Na sessão de treino o comportamento de CONG aumentou 

significantemente após o primeiro pareamento dos estímulos som-choque, e 

permaneceu alto até o final da sessão (Figura 21A). A análise estatística com ANOVA 

de medidas repetidas para a sessão de treino indicou diferença significativa entre os 

blocos (F 2,7 = 108,05; p < 0,0001), embora não tenha ocorrido diferença entre grupos (F 

2,27 = 0,73; p  > 0,05). As análises com múltiplas comparações post hoc realizadas com 

o teste Tukey-Kramer mostraram que essas diferenças foram significantes para os 

blocos 1 e 2 dos três grupos em relação a todos os outros blocos (p < 0.05). Durante o 

teste de evocação da memória o comportamento de congelamento continuou alto 

semelhante ao final da sessão de treino (Figura 21B).  A análise estatística com ANOVA 

de medidas repetidas para a sessão de teste não mostrou diferença entre os grupos (F 

2,27 = 0,11; p > 0,05). Na figura 21C tem-se a sessão de Rt 2d. A análise estatística com 

ANOVA de medidas repetidas confirmou diferença significativa entre grupos (F 2,27 = 

5,55; p < 0,05) e blocos (F 2,1 = 13,68; p > 0,0001). As análises com múltiplas 

comparações post hoc realizadas com o teste Tukey-Kramer indicaram que os dois 

blocos da sessão de Rt 2d do grupo SAL-PR foram diferentes dos blocos dos grupos 

ANI-PR e MK-PR (p < 0,05).  
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Figura 21 - (A) Valores médios (+EPM) de CONG registrado nas sessões de treino, (B) teste 
e (C) Rt 2d do condicionamento aversivo ao contexto 

 

(A) ** diferença significativa em relação a todos os outros blocos dos três grupos (p < 0,0001). (B) 
Não houve diferença significativa. (C) ** diferença significativa em relação aos dois blocos dos 
grupos ANI-PR e MK-PR  (p < 0,0001), mas não entre os blocos do grupo SAL-PR.  
  

A Figura 22 mostra os dados médios da ocorrência do comportamento de CONG 

analisado durante a sessão de extinção (30 min), Rt 9d, em função dos blocos de cinco 

intervalos de registro (2,5 min) obtendo-se assim, um total de doze (12) blocos de 

intervalos de registro. 

 Na figura 22A têm-se os cinco minutos iniciais da sessão. O grupo SAL-PR 

iniciou a sessão de extinção com elevada ocorrência do comportamento de CONG, o 

grupo ANI-PR também apresentou ocorrência, mas em menor extensão e o grupo MK-

PR praticamente não mostrou a ocorrência do comportamento. A análise estatística 

com ANOVA de medidas repetidas para os cinco minutos iniciais da sessão de Rt 9d 
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mostrou diferença entre os grupos (F 2,27  = 9,32; p < 0,001),  entre blocos (F 2,1 = 6,65; p 

< 0,05) e interação entre grupos e blocos (F 2,2  = 4,01; p < 0,05). 

   As análises com múltiplas comparações post hoc realizadas com o teste 

Tukey-Kramer indicaram que o grupo SAL-PR foi diferente dos grupos MK-PR e ANI-PR 

e, que seus blocos 1 e 2 foram diferentes de todos os blocos dos grupos MK-PR e ANI-

PR (p < 0,05). 

Na figura 22B é apresentada a sessão completa do Rt 9d. Os grupos SAL-PR e 

ANI-PR tiveram um decréscimo gradual do comportamento de CONG durante os 

primeiros quatro blocos. O grupo ANI-PR estabilizou neste bloco, mas o grupo SAL-PR 

continuou a sessão com uma curva de oscilação até o oitavo bloco e, novamente 

ocorreu um decréscimo até se aproximar do ANI-PR no final da sessão de 30 min, 

chegando estes grupos próximos da total extinção da memória aversiva contextual. 

Entretanto, o grupo MK-PR, continuou a sessão sem apresentar o comportamento de 

CONG. 

A análise estatística com ANOVA de medidas repetidas para a sessão de Rt 9d 

mostrou diferença entre os grupos (F 2,27  = 5,59; p < 0,01), entre blocos (F 2,11 = 10,89; 

p < 0,0001) e interação entre grupos e blocos (F 2,22 = 2,56; p < 0,001). As análises com 

múltiplas comparações post hoc realizadas com o teste Tukey-Kramer indicaram que o 

grupo SAL-PR foi significantemente diferente do MK-PR. O primeiro bloco do grupo 

SAL-PR teve diferenças significativas em relação a todos os blocos dos grupos ANI-PR 

e MK-PR, bem como dos seus próprios blocos a partir do sexto (p<0,05). O primeiro 

bloco do grupo ANI-PR foi significantemente diferente do grupo MK-PR a partir do seu 

terceiro bloco (p<0,05). O grupo MK não apresentou diferenças entre blocos. 
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Figura 22 - (A) Valores médios (+EPM) de CONG registrados nos 5 minutos iniciais da 
sessão do Rt 9d e (B) sessão completa do Rt 9d para os animais do grupos SAL-PR,  ANI-PR e 
MK-PR do condicionamento aversivo ao contexto  

 

 

(A) ** diferença significativa em relação aos dois blocos dos grupos ANI-PR e MK-PR (p < 0,001); 
(B) @ significantemente diferente do grupo MK-PR; ** diferença significativa em relação a todos 
os blocos dos grupos ANI-PR e MK-PR, bem como dos seus próprios blocos a partir do sexto (p < 
0,001); ** o primeiro bloco do grupo ANI-PR apresentou diferenças significativas em relação ao 
grupo MK-PR a partir do terceiro bloco (p < 0,05).  

 

Na Figura 23 tem-se a porcentagem de ocorrência de CD e CONG para os 

animais que não foram expostos à sessão de teste, porém receberam infusão 

intrahipocampal de solução salina (grupo SAL-SR), anisomicina  (grupo ANI-SR) e MK-

801 (grupo MK), no mesmo tempo, 24 horas depois do treino, que os demais grupos. 

 Na sessão de treino apresentaram valores percentuais para CD em torno de 

50%. Durante o Rt  2d o grupo MK-SR apresentou valores percentuais maiores, em 

torno de 80%, enquanto que os grupos ANI-SR e SAL-SR  mantiveram-se em torno de 

50%. Já no Rt 9d os três grupos apresentaram decréscimo nos valores percentuais de 

CD. O grupo ANI-SR com valores por volta de 15%, MK-SR de 20% e SAL-SR de 30% 

(Figura 23A). A análise estatística com ANOVA de medidas repetidas para CD mostrou 

diferença significativa entre as sessões (F2,15  = 10,87; p < 0,001).  As análises com 

múltiplas comparações post hoc realizadas com o teste Tukey-Kramer indicaram que o 

Rt 2d do grupo MK-SR foi diferente das sessões de Rt 9d dele mesmo e do grupo ANI-

SR (p < 0,05). 
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Na figura 23B tem-se a porcentagem de ocorrência do comportamento de 

CONG, para os grupos SAL-SR, ANI-SR e MK-SR, e nota-se que os valores são 

semelhantes aos dos CD. Portanto, os comportamentos defensivos foram praticamente 

de CONG. A análise estatística com ANOVA de medidas repetidas para CONG mostrou 

diferença significativa entre as sessões (F 3,27 = 11,02; p < 0,001). As análises com 

múltiplas comparações post hoc realizadas com o teste Tukey-Kramer indicaram que a 

sessão de Rt 2d do grupo MK-SR foi diferente das sessões de Rt 9d de ANI-SR  e dele 

mesmo (p < 0,05). 

 

Figura 23 - Porcentagem média (+EPM) da duração total dos CD e CONG durante as sessões de 
treino, Rt 2d e Rt 9d do condicionamento aversivo ao contexto, para os animais do grupos SAL-
SR, ANI-SR e MK-SR 

 

 
(A e B) * diferença significativa em relação às sessões de Rt 9d dos grupos ANI-SR e MK-SR (p < 
0,001).  
 

Na Figura 24 têm-se os comportamentos EXP, PAR e AG para os grupos SAL-

SR, ANI-SR e MK-SR.  

Na figura 24A os grupos apresentam valores percentuais para o comportamento 

EXP, na sessão de treino ao redor de 15%. Na sessão de Rt 2d variam de 5% a 20% e 

no Rt 9d variam de 45% a 55%. A análise estatística com ANOVA de medidas repetidas 

indicou diferenças significativas entre sessões para ocorrência de EXP (F 2,15  = 11,79; p 

< 0,001). As análises com múltiplas comparações post hoc realizadas com o teste 

Tukey-Kramer indicaram que a sessão de Rt 9d do grupo ANI-SR foi diferente da 

sessão de Rt 2d de MK-SR (p < 0,05).  
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Em 24B, os grupos controle apresentam no treino, valores percentuais para PAR, 

em torno de 5%, no Rt 2d de 2% e na sessão de Rt 9d de 10%.  A análise estatística 

com ANOVA de medidas repetidas indicou diferenças significativas entre sessões para 

ocorrência de PAR (F 2,15  = 5,37; p < 0,05). As análises com múltiplas comparações 

post hoc realizadas com o teste Tukey-Kramer indicaram que a sessão de Rt 9d foi 

diferente da Rt 2d (p < 0,05). 

Na figura 24C tem-se os valores percentuais de ocorrência de AG, que no treino, 

no Rt 2d  e Rt 9d estão ao redor de 20%. A análise estatística com ANOVA de medidas 

repetidas não indicou diferenças significativas para AG (F 2,15  = 0,31; p > 0,05). 

 

Figura 24 - Porcentagem média (+EPM) da duração total dos comportamentos de EXP, PAR e AG 
durante as sessões de treino, Rt 2d e Rt 9d do condicionamento aversivo ao contexto, para os 
animais do grupos SAL-SR, ANI-SR e MK-SR 

 

 

 
 
(A) * diferença significativa em relação à sessão de Rt 2d do grupo MK-SR (p < 0,05). (B) * a sessão 
Rt 9d apresenta diferença significativa em relação às sessões de Rt 2d (p < 0,05). (C) não 
apresentou diferenças significativas. 
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A Figura 25 mostra os dados médios da ocorrência do comportamento de CONG, 

analisado durante a sessão do treino, Rt 2d ao contexto, os cinco minutos iniciais da 

sessão de Rt 9d e sessão completa de Rt 9d  em função dos blocos de cinco intervalos 

de registro (2,5 min) obtendo-se assim um total de oito (8) blocos de intervalos de 

registro para a sessão de treino, dois (2) blocos para a sessão de Rt 2d, e doze (12) 

blocos para a sessão de Rt 9d, para os grupos controle SAL-SR, ANI-SR e MK-SR. 

Na sessão de treino o comportamento de CONG aumentou significantemente 

após o primeiro pareamento dos estímulos som-choque, e permaneceu alto até o final 

da sessão (Figura 25A). 

A análise estatística com ANOVA de medidas repetidas para a sessão de treino 

indicou diferença significativa entre os blocos (F 2,7 = 63,83; p < 0,0001), embora não 

tenha ocorrido diferença entre grupos (F 2,27 = 0,77; p > 0,05). As análises com múltiplas 

comparações post hoc realizadas com o teste Tukey-Kramer mostraram que essas 

diferenças foram significativas para os blocos 1 e 2 dos três grupos em relação a todos 

os outros blocos (p < 0.05). 

Na figura 25B tem-se a sessão de Rt 2d, que mostra os três grupos com elevada 

ocorrência média de CONG. A análise estatística com ANOVA de medidas repetidas 

não indicou diferenças (F 2,27 = 1,44; p > 0,05).  

A Figura 25C mostra os cinco minutos iniciais da sessão de Rt 9d; no primeiro 

bloco da sessão os três grupos apresentaram elevada ocorrência média de CONG, já 

no segundo bloco é evidenciado um decréscimo na ocorrência. 

A análise estatística com ANOVA de medidas repetidas para os cinco minutos 

iniciais da sessão de Rt 9d indicou diferença significativa entre blocos (F 2,1 = 15,43; p < 

0,01). As análises com múltiplas comparações post hoc realizadas com o teste Tukey-

Kramer mostraram que o primeiro bloco de ANI-SR foi significantemente diferente do 

seu segundo bloco (p < 0.05).  

Na figura 25D é mostrada a sessão completa do Rt 9d, na qual os três grupos 

apresentam um declínio de ocorrência de CONG até o quarto bloco, com ANI-SR 

chegando a zero. Os grupos SAL-SR e MK-SR estabilizam a ocorrência de CONG num 

valor médio de 1. Depois do oitavo bloco esses dois últimos grupos apresentam outro 

declínio, e terminam a sessão com completa extinção de CONG. A análise estatística 
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com ANOVA de medidas repetidas para a sessão de Rt 9d indicou diferenças 

significativas entre blocos (F 2,11 = 32,36; p < 0,0001).  

As análises com múltiplas comparações post hoc realizadas com o teste Tukey-

Kramer mostraram que o primeiro bloco de ANI-SR foi significantemente diferente a 

partir do terceiro bloco de MK-SR e dos demais blocos dele mesmo, como também a 

partir do quarto bloco de SAL-SR (p < 0,05). 

 

Figura 25 - (A) Valores médios (+EPM) de CONG registrado nas sessões de treino, (B) Rt 
2d, (C) cinco minutos iniciais da sessão de Rt 9d e (D) sessão completa de Rt 9d do 
condicionamento aversivo ao contexto, para os animais do grupos SAL-SR, ANI-SR e MK-
SR 

 

 

(A) ** diferença significativa em relação a todos os outros blocos dos três grupos (p < 0,0001). (B) 
Não houve diferença significativa. (C) ** diferença significativa do primeiro bloco de ANI-SR em 
relação ao seu segundo bloco (p < 0,01), (D) ** diferença significativa do grupo ANI-SR em relação 
ao grupo MK-SR a partir do seu terceiro bloco, dos demais blocos dele mesmo, e a partir do 
quarto bloco do grupo SAL-SR (p < 0,05). 
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4.2.2. Análise da densitometria óptica de BDNF e ZENK  
 
 

Na Figura 26 observam-se valores da densitometria óptica das bandas 

imunorreativas à proteína BDNF-madura (mBDNF; 26A), BDNF-precursora (proBDNF; 

26B) e BDNF-truncada (BDNF-trun; 26C) normalizadas pela quantidade total de 

proteína alfa-tubulina detectadas no hipocampo após o Rt 9d de pombos dos grupos 

SAL-PR, ANI-PR, MK-PR e dos controles NAÏVE. Também são apresentados valores 

da razão mBDNF/proBDNF (26D) e mBDNF/BDNF-trun (26E). As imagens das bandas 

imunorreativas para cada proteína e da alfa-tubulina são mostradas abaixo dos 

respectivos gráficos. Os dados de densitometria óptica de cada uma das isoformas de 

BDNF, bem como dos valores referentes às razões mBDNF/proBDNF e mBDNF/BDNF-

trun foram analisados estatisticamente com o teste ANOVA de uma via. Não foram 

encontradas diferenças significativas entre os grupos quanto ao conteúdo da isoforma 

BDNF-trun (F3,16 = 1,14;  p > 0,05). Para a isoforma proBDNF foi encontrada uma 

diferença marginal (F3,16 = 2,63;  p = 0,08).  

O teste ANOVA de uma via indicou para a isoforma mBDNF diferença 

significativa (F3,16 = 9,18;  p < 0,001). As análises com múltiplas comparações post hoc 

realizadas com o teste Tukey-Kramer mostraram que os grupos ANI-PR e SAL-PR 

foram diferentes de MK-PR e NAÏVE (p < 0,05).  

O teste ANOVA de uma via indicou para os valores de razão mBDNF/proBDNF 

diferença significativa (F3,16 = 6,14;  p < 0,05) e  as análises com múltiplas comparações 

post hoc realizadas com o teste Tukey-Kramer mostraram que o grupo SAL-PR foi 

diferente de todos os outros grupos (p < 0,05). Para os valores de razão mBDNF/BDNF-

trun não indicou diferenças (F3,16 = 1,39;  p > 0,05). Na figura 26F têm-se as bandas das 

isoformas mBDNF, proBDNF, BDNF-trun para os grupos NAïVE, SAL-PR, ANI-PR e 

MK-PR. Na figura 26G as bandas de alfa-tubulina. 
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Figuras 26 – Médias (+EPM) das análises densitométricas das bandas imunorreativas para as 
isoformas da proteína BDNF em amostras de homogenato de hipocampo normalizadas com a 
quantidade total de proteínas para os grupos NAÏVE, SAL-PR, ANI-PR e MK-PR em razão da α-
tubulina 
 

 

 
(A) mBDNF; (B) proBDNF; (C) BDNFtrun; (D) razão mBDNF/proBDNF e (E) razão 
mBDNF/BDNF-trun. (A) * diferença significativa em relação aos grupos MK-SR e NAïVE. (D) * 
diferença significativa em relação aos demais grupos. 
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(F) Bandas imunorreativas representativas para mBDNF,  ProBDNF e  BDNFtrun. (G) quantidade 
total da proteína alfa-tubulina. 
 
 
 

Na Figura 27 tem-se os valores da densitometria óptica das bandas 

imunorreativas à proteína ZENK (27A) normalizadas pela quantidade total de proteína 

alfa-tubulina detectadas no hipocampo após o Rt 9d de pombos dos grupos SAL-PR, 

ANI-PR, MK-PR e dos controles NAÏVE, (27B) bandas imunorreativas e (27C) da alfa-

tubulina. Os dados de densitometria óptica de ZENK foram analisados estatisticamente 

com o teste ANOVA de uma via e não foram encontradas diferenças significativas entre 

os grupos (F3,16 = 0,06;  p > 0,05). 
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Figuras 27 – Médias (+EPM) das análises densitométricas das bandas imunorreativas para a 
proteína ZENK em amostras de homogenato de hipocampo normalizadas com a quantidade total 
de proteínas para os grupos NAÏVE, SAL-PR, ANI-PR e MK-PR em razão da α-tubulina 
 

 

(A) Não foram observadas diferenças significativas (p > 0,05; ANOVA de uma via).  
 

 

 

(B) Bandas imunorreativas representativas para ZENK. (C) Bandas imunorreativas representativas 
para ZENK quantidade total da proteína alfa-tubulina. 
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5. DISCUSSÃO 
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O condicionamento aversivo ao contexto resulta de um treinamento onde há uma 

associação entre um estímulo inócuo e um estímulo aversivo incondicionado (EI), tal 

como a associação som-choque usada neste estudo, sendo que nesta situação o 

ambiente onde esses estímulos foram apresentados, o contexto do condicionamento 

som-choque, adquire propriedades aversivas condicionadas (EC) que são eliciadoras 

de comportamentos defensivos. Assim, os pombos que foram treinados com o 

condicionamento som-choque e testados no mesmo contexto após 24 h apresentaram 

elevada ocorrência de comportamento de congelamento, evidenciando que a memória 

de medo ao contexto foi adquirida, consolidada e evocada. A reativação de uma 

memória durante a reexposição ao contexto no teste induz um processo de plasticidade 

que é conhecida como reconsolidação da memória (NADER & HARDT, 2009). A 

reconsolidação pode servir para atualizar as memórias e é reconhecida como um 

processo crítico para a memória de longo prazo. No presente estudo este processo foi 

particularmente analisado no Experimento1. Quando a reexposição ao EC sem o EI é 

prolongada a reativação pode ser seguida pelo processo de extinção. No presente 

estudo analisou-se o processo de extinção da memória de medo contextual no 

Experimento 2. 

Os animais do grupo SAL-PR (Experimentos1 e 2) que foram infundidos com a 

solução salina, imediatamente após o final do teste de evocação, quando recolocados 

no mesmo contexto de condicionamento, 2 dias depois do teste, (Rt 2d), exibiram uma 

elevada ocorrência do comportamento de congelamento, o que denota uma reativação 

da memória aversiva contextual e sua intacta reconsolidação. Ou seja, a infusão de 

salina intrahipocampal não prejudicou o processo de reconsolidação. Contudo, nos 

animais dos grupos ANI-PR e MK-PR (Experimentos 1 e 2) que receberam infusão 

intrahipocampal de ANI ou de MK-801, após o teste de evocação, quando retestados 2 

dias depois (Rt 2d) apresentaram redução significativa da ocorrência de congelamento, 

indicando um prejuízo na reconsolidação da memória e, consequentemente, da sua 

reativação. 

Como os animais do grupo SAL-PR não tiveram prejuízo na reconsolidação no Rt 

2d e os grupos ANI-PR e MK-PR mostraram prejuízo, pode-se afirmar que tanto a ANI 

como o MK-801 interferiram nos mecanismos celulares e moleculares necessários à 
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reconsolidação da memória de medo contextual hipocampo-dependente. Essa 

interpretação é reforçada pelos dados dos grupos ANI-SR e MK-SR, os quais não foram 

submetidos ao teste de evocação, mas receberam infusões intrahipocampais de ANI ou 

de MK-801, 24 h após o treino. Ou seja, a droga foi infundida sem que tivesse ocorrido 

evocação da memória, e, desse modo, não houve o efeito prejudicial da droga sobre o 

processo de reconsolidação. Então, pode-se deduzir que o teste de evocação da 

memória previamente consolidada, seja uma condição essencial para a reconsolidação 

da memória de medo contextual (LEE et al., 2006; LEE & HYNDS, 2013).  

Uma vez que o reteste ao contexto constitui um teste de reativação da memória 

aversiva de longa duração (Rt 2d), pode-se interpretar que os animais do grupo SAL-

PR, demonstraram a memória de longa duração do contexto potencialmente perigoso 

na medida que expressaram alta ocorrência do comportamento de congelamento. 

Esses dados indicam que houve reconsolidação da memória aversiva e (BLANCHARD 

& BLANCHARD, 1988; LEDOUX, 1994; SANDERS et al., 2003). Do mesmo modo, os 

animais que não tiveram interferência farmacológica no processo de reconsolidação, 

grupos SAL-SR, ANI-SR e MK-SR, mostraram a reativação da memória aversiva ao 

contexto sessão de Rt 2d, ou seja, exibindo elevada ocorrência de congelamento.  

No Experimento 2, além da análise da evocação da memória aversiva no teste e 

da sua reativação no reteste 2d, os pombos passaram por uma sessão de reteste de 

memória de longa duração, 9 dias após o teste (Rt 9d). Esse teste teve 30 min de 

duração, de modo a permitir analisar tanto a reconsolidação (nos 5 min iniciais), como a 

extinção da memória de longa duração.  Conforme observado nos cinco minutos iniciais 

dos Rt 9d para cada um dos grupos, os valores de ocorrência de congelamento 

indicaram a reativação da memória no início da sessão para os grupos SAL-PR e ANI-

PR, SAL-SR, ANI-SR e MK-SR. Com a continuada exposição ao contexto durante os 25 

min finais do teste, verificou-se que a ocorrência de congelamento foi decaindo ao longo 

do tempo, demonstrando que a reativação inicial da memória foi seguida pelo processo 

de extinção. Tais observações não ocorreram para os animais do grupo MK-PR, os 

quais apresentaram a ocorrência de congelamento próxima a zero desde o inicio da 

sessão de Rt 9d. Desse modo, embora os animais ANI-PR tenham apresentado 
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evidências de recuperação espontânea do comportamento de congelamento, o mesmo 

não pode ser afirmado para o grupo MK-PR. Ambos os grupos, ANI-PR e MK-PR 

apresentaram um padrão de comportamento semelhante na sessão de Rt 2d com 

robusta diminuição na ocorrência de congelamento quando comparados ao grupo SAL-

PR. Esses dados sugerem que a infusão intrahipocampal de ANI e MK-801 após o teste 

teria um efeito semelhante sobre a reconsolidação da memória de medo contextual. 

Porém, essa suposição não é confirmada quando se analisa os dados do grupo MK-PR 

na sessão de Rt 9d considerando que o grupo ANI-PR teve recuperação espontânea, 

embora de baixa amplitude, enquanto que o mesmo não foi observado para o grupo 

MK-PR. Assim, esses dados sugerem que o bloqueio do receptor NMDA imediatamente 

após o teste teria afetado de uma maneira irreversível a reconsolidação da memória, 

enquanto que o efeito da ANI não teria prejudicado irreversivelmente o traço de 

memória.  

Na interpretação dos dados dos animais do grupo ANI-PR que mostraram 

recuperação espontânea da memória no início da sessão de Rt 9d e tiveram extinção 

no final da sessão, é interessante lembrar que a ANI age no ribossomo inibindo a ação 

da peptil transferase, ou seja, na tradução das proteínas, no nível  citoplasmático 

(TYLER et al., 2002; BEKINSCHTEIN et al., 2007; LEE & HYNDS, 2013). No entanto, 

para os animais do grupo MK-PR, que não apresentaram recuperação da memória 

desde o início até o final da sessão Rt 9, deve-se considerar que o MK-801 bloqueia os 

receptores NMDA e, assim inibe as inúmeras cascatas de eventos bioquímicos que se 

iniciam com o aumento do influxo de cálcio, as quais vão regular a transcrição gênica e 

e controlar mecanismos essenciais para a memória de longa duração. Isto poderia 

explicar os efeitos diferentes da ANI e do MK-801 no início da sessão de Rt 9d nos 

grupos ANI-PR e MK-PR. 

Os grupos SAL-SR, ANI-SR e MK-SR, que não tiveram a sessão de teste de 

evocação da memória apresentaram alta ocorrência de congelamento, tanto 

semelhante nas respectivas sessões de Rt 2d e no início da sessão Rt 9d, com padrão 

comportamental semelhante ao do grupo SAL-PR. Isto denota que apesar de terem 

sido tratados com ANI e com MK-801 não sofreram prejuízo na reconsolidação da 
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memória. Esses três grupos apresentaram um decréscimo gradual de congelamento a 

partir do segundo bloco de 2,5 min de reexposição ao contexto, sendo que o grupo ANI-

SR entrou em completa extinção a partir do quarto bloco, enquanto os grupos MK-SR e 

SAL-SR entraram em completa extinção a partir do nono bloco. Dessa forma, quando 

os tratamentos com ANI e MK-801 foram aplicados independentemente do teste não 

afetaram a persistência e nem a extinção da memória. 

As análises das diferentes classes comportamentais permitiram avaliar que 

durante o treino e teste no Experimento 1 e 2 os animais apresentaram ocorrências de 

diferentes categorias de comportamentos mostrando que os diferentes grupos tiveram 

um padrão comportamental semelhante. De fato durante o treino observou-se um 

aumento de congelamento após o primeiro pareamento som-choque. Os pombos 

reagiram à apresentação do choque com reações de sobressalto e locomoção e 

também algumas tentativas de esvoaçar. Essas respostas eram associadas com a 

exploração de curta duração que eram então seguidas de imobilidade tensa, 

característica da resposta de congelamento. Esse padrão de comportamento resultante 

da estimulação aversiva promovida pelo choque é comparável àquelas já descritas para 

roedores e pombos (REIS et al., 1999; FANSELOW, 2000; BAST et al., 2001; BRITO et 

al., 2006). O congelamento é considerado um comportamento de defesa que ocorre 

quando a possibilidade de perigo é elevada, principalmente quando não existe a 

possibilidade de fuga (BLANCHARD & BLANCHARD, 1988). Durante o teste, quando 

os pombos foram reexpostos ao contexto, onde ocorreu a apresentação som-choque 

observou-se a predominância do congelamento, indicando que o contexto adquiriu o 

valor de estímulo aversivo condicionado eliciador de comportamento defensivo. 

Durante as sessão de Rt 2d, os grupos ANI-PR e MK-PR (Experimentos 1 e 2) 

apresentaram baixa ocorrência de comportamentos defensivos como o congelamento, 

mas tiveram elevada ocorrência de outros comportamentos como os EXP, PAR e AG,  

característicos de um ambiente neutro, que não oferece perigo. Esses dados reforçam o 

prejuízo na reconsolidação da memória mostrado pelos animais desses grupos. De 

maneira oposta, os animais ANI-SR, SAL-SR e MK-SR apresentaram expressão 

elevada de congelamento durante o Rt 2d indicativa da memória de que o contexto era 
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potencialmente perigoso. Como esses animais não passaram pelo teste, esses dados 

indicam que a memória consolidada durante o treino foi evocada no Rt 2d 

(BLANCHARD & BLANCHARD, 1988; LEDOUX, 1994; SANDERS et al., 2003).  

Durante a sessão de Rt 9d (Experimento 2), o grupo ANI-PR apresentou baixa 

ocorrência de comportamentos defensivos como o congelamento, mas teve elevada 

ocorrência de EXP e AG, já o grupo MK-PR expressou mais comportamentos de PAR e 

AG. Os grupos SAL-SR, ANI-SR e MK-SR tiveram elevada ocorrência de 

comportamentos exploratórios. Esses dados reforçam a evidência do processo de 

extinção indicando que houve o aumento de comportamentos indicativos da perda do 

valor aversivo do contexto. De acordo com a proposição de que durante a extinção 

ocorre outro processo de aprendizagem pode-se dizer que os animais aprenderam que 

o contexto deixou de ser perigoso. Desse modo, pode-se considerar que as análises 

das diferentes categorias de comportamentos que são exibidas em sessões de 

treinamento, teste, reteste e extinção do condicionamento clássico aversivo ampliam a 

compreensão das relações estabelecidas entre os estímulos e os processos de 

memória.  

Em sessões de longa duração, a extinção ocorre porque quando o EC persiste 

ou é repetido sem a presença do EI, acontece um enfraquecimento das relações de 

contingência entre EC-EI, levando a um progressivo enfraquecimento da resposta 

condicionada e da expressão do medo (KIRTLEY & THOMAS, 2010).  Atualmente se 

considera que a extinção não é permanente, porque ela não modifica diretamente a 

memória existente, o que pode ser evidenciado pela ocorrência de recuperação 

espontânea. Ao contrário, a extinção levaria à formação de uma nova memória que 

suprimiria a ativação do traço inicial (PAVLOV, 1927; ROWE & CRASKE, 1998; 

PEDREIRA & MALDONADO, 2003; SUZUKI et al., 2004; LEE, MILTON & EVERITT, 

2006; KIRTLEY & THOMAS, 2010). A eficácia desta inibição é fortemente contingente 

às variáveis espaciais, sensoriais e temporais (WESTBROOK et al., 2002). A extinção 

parece empregar muitos dos mesmos mecanismos de consolidação como os 

requisitados pela aquisição de uma associação de estímulos (LIN, et al., 2003; SANTINI 

et al., 2004), e presumivelmente, seja também dependente de síntese de proteína, uma 
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vez que ocorre na extinção a aquisição de nova memória (BOUTON, 2004). 

Adicionalmente, os receptores NMDA atuam tanto nos processos de reconsolidação 

como de extinção da memória (BAKER & AZORLOZA, 1996; SUZUKI et al., 2004). 

Muitos estudos relatam que quando uma memória estabilizada é reativada, esta se 

torna sensível a prejuízos e a sua manutenção requer nova síntese de proteínas 

(NADER et al.,  2000; DEBIEC., et al, 2002;  DUDAI, 2002; LEE, 2008; LEE & HYNDS, 

2013). De fato, a formação de memória de longa duração a partir de experiências de 

aprendizagem associativa depende de transcrição gênica e síntese proteica induzida 

pelo processo de condicionamento. A resposta genômica resultante da aprendizagem 

altera mecanismos sinápticos em circuitos neurais que participam de processamento de 

associação entre estímulos, particularmente em neurônios que teriam um papel-chave 

para a expressão de respostas condicionadas (MAYFORD & KANDEL, 1999).  

Por outro lado, como visto no presente estudo, a infusão de MK-801, durante o 

processo de reconsolidação iniciado durante o teste, alterou a  funcionalidade dos 

receptores NMDA e, consequentemente, os processos requeridos para a 

reconsolidação, persistência e extinção da memória de medo contextual dependente de 

hipocampo também foram afetados (KIM & FANSELOW, 1992; FANSELOW & KIM, 

1994; BAKER & AZORLOSA, 1996). Adicionalmente, a ativação dos receptores NMDA 

tem um papel fundamental no aumento da expressão de RNA mensageiro de BDNF no 

hipocampo, como demonstrado em trabalhos com mamíferos (HUGHES et al., 1993; 

BEKINSCHTEIN et al., 2007;  LEE & HYNDS, 2013; KIRTLEY & THOMAS, 2010), e 

também com aves (FREEMAN & ROSE, 1995; ROSE, 2000). O hipocampo é uma 

estrutura que tem os mais altos níveis de RNA mensageiro de BDNF entre todas as 

regiões do cérebro (HOFER et al., 1990). Deve-se notar que o BDNF tem uma 

implicação direta na função dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA no 

hipocampo, devido à sua habilidade em facilitar o influxo de Ca2+ na espícula dendrítica, 

podendo assim modular a transmissão sináptica hipocampal, pela sua ação em 

aumentar a atividade dos receptores NMDA, mecanismos celulares envolvidos em 

aprendizagem e memória (LEVINE et al., 1995; LEVINE et al., 1998). Adicionalmente, o 

BDNF e seu receptor TrkB são co-expressos muitas vezes no mesmo neurônio 
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(KOKAIA et al., 1993), e localizados em espículas dendríticas, no núcleo, ao redor do 

citoplasma, em axônios e terminais axônicos de neurônios hipocampais (MURER et al., 

2001). Assim, o BDNF quando ativa seu receptor TrkB  pode disparar sinal de 

transdução tanto em neurônios pré como pós-sinápticos (TYLER et al., 2002). No 

hipocampo o receptor TrkB é fortemente ativado na LTP de maneira dependente de 

receptor NMDA (DRAGUNOV et al., 1997). Bekinschtein et al., (2007)  demonstraram 

em camundongos a existência de um pico tardio de expressão de BDNF, cerca de 12h 

após o treino que é crítico para a persistência da memória. Além disso, a expressão de 

RNA mensageiro de BDNF é aumentada no hipocampo 24 h após o condicionamento 

de medo, sugerindo que a sinalização de BDNF pode contribuir para a plasticidade 

sináptica nesta forma de aprendizagem (HALL et al., 2000). O BDNF foi requerido para 

os processos de consolidação da memória em ratos treinados em tarefa de esquiva 

inibitória (MA et al.,1998). Também, Faria et al., (2013) demonstraram a ocorrência de 

um pico tardio de expressão de BDNF no hipocampo e na amígdala de pombos 

treinados em condicionamento clássico aversivo,12 h após a sessão de treino. 

Essas evidências com relação aos eventos celulares e moleculares subjacentes 

aos processos de aquisição, consolidação, reconsolidação e persistência da memória 

fundamentam a importância de análises moleculares que auxiliem a compreensão dos 

complexos mecanismos celulares envolvidos. Assim, no presente estudo foram 

realizadas análises do conteúdo hipocampal das proteínas BDNF e ZENK após o Rt 2d 

no Experimento 1 e após o Rt 9d no Experimento 2. Desse modo, foi possível analisar a 

expressão dessas proteínas induzidas pelo processo de reconsolidação, ocorrido no Rt 

2d  e pelo processo de extinção, ocorrido durante o Rt 9d. Com relação ao conteúdo 

hipocampal de BDNF após a reconsolidação no Rt 2d, avaliado no Experimento 1, 

observou-se que as análises não indicaram diferenças entre os grupos SAL-PR, ANI-

PR e MK-PR. Apesar dos grupos ANI-PR e MK-PR apresentarem valores mais 

elevados de mBDNF, com relação aos grupos SAL-PR e NAÏVE, essa diferença não foi 

suficiente para alcançar a significância estatística, provavelmente devido a alta 

variabilidade nos dados. 

No Experimento 2, as análises de densitometria óptica das isoformas de mBDNF 

para os grupos SAL-PR e ANI-PR foram significantemente diferentes do grupo MK-PR. 



87 

 

Contudo, os valores de razão mBDNF-proBDNF foram mais altos para o grupo SAL-PR 

em relação aos grupos ANI-PR e MK-PR. Isto mostra que os animais do grupo SAL-PR 

apresentaram valores de mBDNF no hipocampo após o processo de extinção que 

foram maiores do que os nos do grupo ANI-PR. Esses dados relacionados com os 

processos de extinção dos grupos SAL-PR e ANI-PR sugerem o papel do BDNF 

durante o processo de extinção da memória (KIRTLEY & THOMAS, 2010). Pode-se, 

assim, considerar que o BDNF e a sinalização pelo receptor TrkB que é ativado pelo 

mBDNF são requeridos para a extinção de memórias aversivas (HELDT et al., 2007). 

Assim, o estímulo aversivo induziria no hipocampo, a abertura dos canais 

glutamatérgicos NMDA causando uma alteração na concentração de íons Ca2+ no 

neurônio pós-sináptico. O influxo de Ca2+ pelos receptores NMDA junto com a via de 

sinalização BDNF-receptores TrkB podem promover a ativação das cascatas de 

eventos intracelulares requeridas para os processos da memória como a ativação das 

proteínas PKA e  MEK. Isso resulta na ativação da proteína ERK que se transloca para 

o núcleo, ativando fatores de transcrição incluindo CREB e GEIs como o Zenk (Zif268) 

(HALL, THOMAS & EVERITT, 2001; KELLY, LAROCHE & DAVIS, 2003; SHAFE & 

LEDOUX, 2008; LEE & HYNDS, 2013). 

Os GEIs c-Fos e Zif268 são induzidos em neurônios hipocampais tratados com 

BDNF. A ação do BDNF durante processamento de memória pode produzir 

modificações sinápticas, ligando-se a esses fatores de transcrição para atingir 

elementos promotores-alvo pode regular a expressão de uma grande parte de genes de 

resposta tardia com uma variedade de funções. Esses resultados indicam que eventos 

de transcrição gênica e tradução proteica participam nos mecanismos de manutenção 

de memória (ALDER et al., 2003;  LEE et al., 2004; RING et al., 2006; VALJENT et al., 

2006). 

Adicionalmente, o BDNF também pode atuar na reativação da memória de medo 

contextual, interagindo com Zif268, sendo que a facilitação ou prejuízo desses 

processos dependerá do equilíbrio dessas moléculas (KIRTLEY & THOMAS, 2010). Em 

tarefa de esquiva inibitória, a associação entre o aumento da expressão de BDNF e 
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Zif268 foi relacionada ao armazenamento e persistência da memória de longa duração 

(BEKINSCHTEIN et al., 2007). 

Essas considerações, entre outras encontradas na literatura ressaltam a 

interação entre as proteínas ZENK e BDNF e a complexidade dos mecanismos 

envolvidos nos processos de memória. A inibição do Zif268 (ZENK) no hipocampo de 

roedores facilitaria a extinção, de modo que os eventos hipocampais mediados por 

Zif268 poderiam atuar no sentido de atenuar a extinção, pelo menos na extinção de 

curta duração (KIRTLEY & THOMAS, 2010). 

Além disso, os mecanismos translacionais envolvidos com a consolidação e a 

reconsolidação da memória de medo contextual no hipocampo apresentam dupla 

dissociação. A expressão de BDNF é requerida para o início da consolidação e o fator 

de transcrição Zif268 é seletivamente necessário para a reconsolidação (LEE et al., 

2004). A exposição prolongada ao contexto foi acompanhada por um aumento de 

Zif268 enquanto que a exposição curta ao contexto condicionado correlacionou-se tanto 

com a indução da expressão de Zif268 como de BDNF (KIRTLEY & THOMAS, 2010). 

Assim, a regulação dos mecanismos moleculares envolvidos pode variar dependendo 

de se o nível de BDNF é elevado e do Zif268 é baixo ou vice-versa, ou quando ambos 

estão aumentados ou diminuídos (KIRTLEY & THOMAS, 2010).  

 Embora os mecanismos que ocorrem na membrana celular tenham um requisito 

comum, ou seja, dependem da atividade do receptor NMDA, as vias divergem no nível 

de cascatas de sinalização intracelular e subsequentes expressão gênica (LEE & 

HYNDS, 2013). Essa dissociação entre o BDNF e o Zif268 foi demonstrada por vários 

estudos da literatura embora ainda necessite de mais pesquisas para a sua 

compreensão precisa. Desse modo, os mecanismos iniciados quando os receptores 

NMDA são ativados resultam em padrões complexos de eventos moleculares que 

podem envolver vias neurobiológicas divergentes que ocorrem no hipocampo, e que 

são importantes para processos de consolidação, reconsolidação, persistência e 

extinção de memória de medo contextual (LEE et al., 2004; LEE & HYNDS, 2013). 

No presente trabalho, no Experimento 1 foi analisada a reconsolidação da 

memória de medo contextual após o Rt 2d e os valores tanto de BDNF quanto de ZENK  
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não apresentaram diferença significativa entre os grupos.  Esses dados não confirmam 

os relatos para roedores, possivelmente devido a protocolos experimentais divergentes.  

 Já no Experimento 2 foi analisada a extinção da memória contextual aversiva e 

verificou-se diferença significativa para os valores da razão de mBDNF/ProBDNF para o 

grupo SAL-PR, mas não para ZENK.  Esses dados estão em concordância com os 

relatos para roedores, uma vez que ambos, BDNF e ZENK interagem nos processos de 

extinção da memória. O fato de não ter sido encontrado diferenças na expressão 

hipocampal de ZENK no Experimento 1, após o Rt 2d, ainda necessita de maior 

investigação. 

 O Zif268 (ZENK) tem um papel na memória de medo ao contexto, na medida em 

que, foi observado um aumento seletivo de sua expressão na camada CA1 no 

hipocampo de roedores após a evocação da memória de medo ao contexto (HALL, 

THOMAS & EVERITT, 2001). Essa análise foi realizada com a técnica de quantificação 

celular por hibridização in situ do tecido hipocampal. Brito et al., (2006) demonstraram 

que o treinamento em condicionamento clássico aversivo induziu a expressão de ZENK 

na região ventromedial do hipocampo de pombos. Sperandéo (2005) demonstrou a 

expressão de ZENK na região ventromedial do hipocampo de pombos após o teste de 

evocação da memória aversiva ao contexto. Nesses trabalhos a expressão de ZENK foi 

analisada por imunohistoquímica e a quantificação de células ZENK positivas nas 

regiões do hipocampo dorsal, ventro-medial e ventro-lateral. Assim, foi possível 

identificar a diferença regional da imunomarcação da proteína ZENK. No presente 

trabalho, foi utilizada a técnica de quantificação do conteúdo de proteína ZENK no 

tecido hipocampal a partir da dissecação do hipocampo total. Assim, a técnica de 

Western blotting não permite a análise da distribuição regional de populações neuronais 

que tiveram expressão de ZENK. Dessa forma, possíveis diferenças regionais no 

conteúdo da proteína ZENK não puderam ser evidenciadas por esse tipo de análise. É 

importante lembrar que a ativação do ZENK está diretamente relacionada com 

processos sinápticos mediados por glutamato. Deste modo, a distribuição de neurônios 

ZENK positivos deve estar relacionada com a distribuição de sinapses glutamatérgicas 

em circuitos hipocampais. Tal como em hipocampo de mamíferos, o hipocampo de 
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pombos apresenta uma ampla distribuição de neurônios glutamatérgicos nas suas 

diferentes regiões. De fato, Rosinha e colaboradores (2009) relataram intensa 

marcação de células GluR1, GluR2 e R3 – positivas na área dorsomedial do hipocampo 

(receptores AMPA). 

É interessante lembrar que os estudos envolvendo a extinção do 

condicionamento de medo desperta interesses não apenas pelo conhecimento dos 

processos comportamentais, dos mecanismos celulares e moleculares subjacentes, 

mas também pelo fato de que oferecem possibilidades de aplicação na medida em que 

também contribuem com conhecimento de processos subjacentes de transtornos 

analisados na clínica psiquiátrica e psicológica.  

A amnésia é um distúrbio na memória das informações armazenadas 

na memória de longa duração, que se opõe à memória de curta duração, manifestado 

pela incapacidade total ou parcial de lembrar experiências passadas. Para que a 

memória de curta duração passe a ser memória de longa duração, ela deve passar pelo 

processo de consolidação que requer repetidos ciclos de síntese proteica. Durante esse 

processo, se algo acontecer como uma intervenção farmacológica, ou trauma, que 

interrompa os ciclos de síntese proteica, a memória de curta duração não consegue se 

consolidar, portanto esta memória não será armazenada como memória de longa 

duração, ocorrendo a amnésia (IZQUIERDO & MCGAUGH, 2000; MILLER & SWEATT, 

2006). Contudo, quando se considera memórias de eventos negativos ou traumáticos 

que são mal adaptativos o enfraquecimento ou a perda dessas memórias podem ser 

clinicamente interessantes. Assim, tanto o bloqueio da reconsolidação como a 

potenciação da extinção foi proposto como abordagens para o tratamento de 

transtornos causados por memórias de eventos negativos ou traumáticos, tais como, o 

estresse pós-traumático, pânico e fobias (LEE, MILTON & EVERITT, 2006). Contudo, o 

sucesso no uso dessas abordagens depende criticamente das características em que 

ocorre a reativação da memória ou treino de extinção. Por exemplo, no bloqueio da 

reconsolidação os agentes amnésicos podem prejudicar a extinção e favorecer a 

reconsolidação dependendo da duração da reativação da memória. Além disso, se os 

parâmetros de reexposição aos estímulos condicionados não forem considerados 
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adequadamente existe um grande risco de que as memórias negativas sejam 

preservadas ou mesmo fortalecidas em vez de promover extinção. 

Finalmente, deve-se considerar que existem muitos estudos concernentes aos 

processos de aquisição, consolidação, reconsolidação, persistência e extinção da 

memória contextual aversiva em mamíferos (FANSELOW, 2000; BAST et al., 2001; 

LEE et al., 2004; BEKINSCHTEIN et al., 2007; LEE & HYNDS, 2013).  Contudo este 

trabalho realizado em pombos contribui não apenas para a compreensão dos 

mecanismos celulares e moleculares que medeiam as fases de reconsolidação e 

extinção da memória do medo contextual, mas também para a análise comparativa 

desses processos em mamíferos e aves (REIS et al., 1999; SPERANDÉO, 2005; 

BRITO et al., 2006; FARIA, 2013; FARIA et al., 2013). Este estudo corrobora as 

pesquisas desenvolvidas sobre condicionamento clássico aversivo e contribui para 

expandir os modelos experimentais usados nas investigações que objetivam a 

compreensão da memória. 
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6. CONCLUSÕES 

_____________________________ 

 



94 

 

1. O condicionamento aversivo contextual ocorreu em pombos que foram expostos 

a uma associação entre um estímulo condicionado (som) um estímulo aversivo 

incondicionado (choque), demonstrado pela ocorrência de comportamentos de defesa, 

particularmente do congelamento. A reconsolidação da memória do medo foi 

verificada pela ocorrência de congelamento (medo condicionado), durante o teste de 

evocação realizado 24 h depois do treino. Contudo, a reconsolidação da memória 

aversiva contextual foi prejudicada pela infusão de ANI e MK-801 imediatamente após 

o final do teste, mas não pela infusão de salina, conforme verificado pela redução da 

ocorrência do comportamento de congelamento, apresentada pelos pombos dos 

grupos ANI-PR e MK-PR durante o Rt 2d. 

 

 

2. A reconsolidação da memória foi dependente da evocação durante o teste 

realizado 24 h após a aquisição da memória como pela ausência de prejuízos da 

memória em grupos que não passaram por este teste (SAL-SR, ANI-SR e MK-SR), 

mas foram tratados com ANI ou MK-801, 24 h após o treino. 

 

 

3. Os efeitos do bloqueio dos receptores NMDA imediatamente após o teste teve 

efeito persistente na expressão da memória, impedindo a recuperação espontânea e 

parecendo afetar irreversivelmente a memória. Esse efeito persistente não foi 

observado nos animais tratados com ANI após o teste. 

 

 

4. A exposição prolongada ao contexto aversivo condicionado resultou na redução 

gradual do congelamento (Rt 9d) indicando o processo de extinção nos animais de 

todos os grupos, exceto os do grupo MK-PR.  

 

5. A razão entre os valores da expressão das isoformas mBDNF/proBDNF foi maior 

para o grupo SAL-PR após a extinção verificada no Rt 9d, sugerindo o papel do BDNF 

no processo de extinção do medo contextual.  
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6. Não foram observadas variações na expressão da proteína ZENK, em função da 

reconsolidação ou da extinção. Pode-se sugerir que isto tenha ocorrido devido a uma 

distribuição regionalizada de células ZENK positivas no hipocampo de pombos 

(SPERANDÉO, 2005; BRITO et al., 2006), que com a técnica de Western blotting não 

foi observada,  pois esta analisa o hipocampo inteiro. 

 

7. O presente trabalho contribuiu com considerações pertinentes à importância 

fundamental do hipocampo nos processos de reconsolidação, persistência e extinção 

da memória adquirida pelo condicionamento clássico aversivo em pombos. 

Certamente, estimula novos questionamentos na tentativa de melhor elucidar essas 

relações tanto em aves como em mamíferos. 
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