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RESUMO

DIAS, E. V. Processos de aprendizagem e memdria aversiva em pombos:
analise do envolvimento da proteina quinase C (PKC), 2008.

O condicionamento classico aversivo é utilizado para investigar os mecanismos celulares
e moleculares na formacdo da memoria em diferentes espécies de animais. Estes
envolvem processos sinapticos que desencadeiam mecanismos de sinalizagdo
intracelular com ativacéao de diferentes quinases em momentos especificos. A ativagcao da
PKC é um dos mecanismos moleculares da plasticidade sinaptica subjacente a formacao
de memoéria. O presente trabalho investigou o envolvimento da PKC&/all no
condicionamento classico aversivo em pombos. No Experimento 1, o inibidor da PKC,
calfostina C foi administrado i.c.v. em um grupo de pombos (GCdCa, n=6; 5ul de solugéo
60ug/ml, DMSO 2%), 1h antes do condicionamento. Outro grupo recebeu veiculo
(GCdVe, n=5; DMSO 2% em salina). A sessdo de condicionamento teve 20 min de
duracdo e 3 pareamentos som-choque (treino). O teste ao contexto ocorreu 24h apoés o
treino. O Experimento 2 usou grupos de pombos expostos ao contexto experimental
(GCC), som e choque nao pareados (GCR) ou som-choque pareados (GCd) para
investigar a ativacdo da PKCa/all no hipocampo 2h apés o treino, por meio de Western
blot. No Experimento 3, grupos de pombos nédo treinados (GC, n=6) ou sacrificados em
diferentes tempos apds o treino - G1min (n=6), G1h (n=6), G2h (n=6) e G24h (n=6) —
foram utilizados para investigar o curso temporal da ativacdo da PKC&/all e da
fosforilagdo do substrato da PKC, GAP-43, no hipocampo. Todas as sessOes foram
gravadas em video para posterior analise dos dados comportamentais. No Experimento 1
o GCdCa teve menor expressao da resposta condicionada de congelamento (freezing) ao
contexto em comparagdo ao GCdVe (p<0,05), indicando que a administracdo da
calfostina C prejudicou a memoria aversiva contextual. N&o ocorreram diferengas
significativas na ativacdo da PKC &/all entre os diferentes grupos (Experimentos 2 e 3;
p>0,05), mas houve maior imuno-marcacdo da GAP-43 fosforilada no G1min quando
comparado ao GC (Experimento 3; p<0,05). Esses dados indicam o envolvimento da PKC
em mecanismos de aprendizagem e memdéria aversiva em pombos, e sugerem que outras

isoformas além da PKCa/all podem participar desses processos.

Palavras-chave: condicionamento cldssico aversivo, hipocampo, PKC, memoria.
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ABSTRACT

DIAS, E. V. Processes of aversive learning and memory in pigeons: analysis
of the involvement of protein kinase C (PKC), 2008.

The classical aversive conditioning is used to investigate cellular and molecular
mechanisms of memory formation in different animal species. Those mechanisms involve
synaptic processes that trigger intracellular signaling with activation of different kinases at
specific time points. The PKC activation is one of the molecular mechanisms of synaptic
plasticity underlying memory. This study investigated the involvement of PKCa/all in
classical aversive conditioning in pigeons. In Experiment 1, the PKC inhibitor, calphostin C
was administered i.c.v. in one group of pigeons (GCdCa, n=6; 5ul solution 60ug/ml, DMSO
2%), 1h before the conditioning. Another group received vehicle (GCdVe, n=5; DMSO 2%
in saline). The session of conditioning had 20 min duration and 3 tone-shock pairings
(training). The test to the context occurred 24h after training. Experiment 2 investigated
with Western blot analysis the PKC&/all activation in the hippocampus 2h after the training
in groups of pigeons that were exposed to unpaired (GCR) or paired (GCd) tone-shock
presentations or to the experimental context only (GCC). In Experiment 3, groups of
pigeons naive (GC, n=6) or sacrificed at different times after the training - G1min (n=6),
G1h (n=6), G2h (n=6) and G24h (n=6) - were used to investigate the time course of the
PKC4&/all activation and phosphorylation of PKC substrate, GAP-43, in the hippocampus.
All sessions were video recorded for analysis of behavioral data. In Experiment 1 GCdCa
had lower expression of conditioned freezing response to the context in comparison to
GCdVe (p<0.05), indicating that calphostin C administration impaired contextual aversive
memory. No significant differences in the PKC&/all activation were observed among the
groups (Experiments 2 and 3; p>0.05) but the immunolabeling of phosphorylated GAP-43
in G1min was higher as compared to GC (Experiment 3; p<0.05). These data indicate the
involvement of PKC in mechanisms of aversive learning and memory in pigeons and

suggest that other isoforms besides PKCé&/all may play a role in those processes.

Keywords: classical aversive conditioning, hippocampus, PKC, memory.

12



SUMARIO

1 INTRODUGAO .........cooiieeeeeeeeeeeeeeeteeeee e ee e n et n et naneeee 17
1.1 Condicionamento classico aversivo, aprendizagem e memodria................... 18
1.2 O condicionamento classico aversivo € 0 hipocampo ..........cccuvveeeeeeeeeennnnee 22
1.3 Caracterizacao do sistema hipocampal de aves........cccccooviiiiiiiieiieieiinnnnees 25
1.4 A importancia da PKC nos processos de aprendizagem e memoria........... 27
1.5 PKC hipocampal € MemOIia ........ooouuiiiiiiiieaieeeiee e 33

2 OBUETIVOS.......oooieeee ettt et e et e e e st e e enne e e e nneeeennes 37
2.1 ODJELIVOS gBIAIS ... et e e e 38
2.2 Objetivos SPECITICOS. ...uiiiiiii it 38

3 MATERIAL E METODOS ........cocoovivieeeeeceeeeeeeeeeeeee e enen s 39
ST SUJBITOS ..t 40

.11 EXPerimento 1. 40
1.2 EXPEriMENTO 2. e 41
1.3 EXPerimento B ... 42
3.2 Drogas € REAgENtES. ....couuii it 42
3.3 EQUIPAMENTOS... .. 43
3.4 ProcedimentOs GEIraiS .....cceeiiiiiuiiiiiiiiee et 43
3.4.1 Adaptacéao as condicdes do bioterio ........cceevveveeeiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 43
3.4.2 Implante de eletrodos PUDICOS .........uuuiiiiiiiiiiiiieee e 44
3.4.3 Cirurgia para implante de CANUIAS. ... 44
3.4.4 Infusdo intra-cerebro-ventricular (i.C.V.).....cooiiiiiiiiiieee e 46

13



3.4.5 Adaptacéao as condigcdes do laboratdrio ..........coevveeeveieiiieeieiiieeee 46

3.4.6 Treino para condicionamento SOM-ChOQUE ............eeeveeeeiiiiiiiiiiiieeeeeenn. 47
3.4.7 Teste ao contexto de condiCioNaAmMENtO.......cceueeieeeeeeeeeeeee e 47

3.5 ANAliSE BIOQUIMICA ....eeeiiiiiiiiiiieiei et 48
3.6 Andlise dos dados comportamentais.........cccuuveiiiiriei i 51
3.7 ANALISE S At St Ca - e 54

4 RESULT ADOS ... e aaas 55
BDISCUSSAO ...t 70
B CONCLUSAO ... e 83
REFERENCIAS .. ..o 85
AN E X O S ... o 96

14



Lista de Figuras

Figura 1 Estrutura primaria das isoformas de PKC ........cccociiiiiiiiiiiiiiie e, 29
Figura 2 Modelo sumarizando a regulacdo espacial, estrutural e conformacional

da PKC por 1. Fosforilagdo, 2. Ligacdo ao cofator e 3. Interagdo a

proteina suporte (SCaffolal) ... 31
Figura 3 Valores percentuais dos comportamentos registrados durante as

sessoes de treino (superior) e de teste (inferior) do grupo tratado com

calfostina C (GCdCa; CA) e o grupo tratado com veiculo (GCdVe; VE) . 57

Figura 4 Valores médios dos comportamentos congelamento (freezing), vigilancia

e exploracao registrados em oito blocos de 150 s nas sessoes de treino

e de teste dos grupos tratados com calfostina C (GCdCa, CA) e com

veiculo (GCAVe, VE) ... 60
Figura 5 Corte coronal do encéfalo do pombo mostrando a coloragao do

ventriculo realizada através de infusdo do corante pela canula

implantada NO animal ........cooouuiiiii e 61
Figura 6 Valores percentuais dos comportamentos registrados durante as

sessdes de treino para os grupos condicionado (GCd), controle-

contexto (GCC) e controle-randdmico (GCR) .....cceeeviiiiiiiiiiiii s 62
Figura 7 Valores médios dos comportamentos congelamento (freezing), vigilancia

e exploracao registrados em oito blocos de 150 s nas sessdes de treino

dos grupos condicionado (GCd), controle-contexto (GCC) e controle-

FANAOMICO (GCR) wvvrovereeeeeeeeeeeeeeseseeseeeeseeeeeeeeses e seseses s eeseeee e eseeseseeeesen 64

15



Figura 8 Razao das densintometrias épticas das bandas imunorreativas para

pPKC &/all na fracdo de membrana e na fragao citoplasmatica Exp. 2 ... 65

Figura 9 Andlises densintométricas das bandas imunorreativas para pPKC &/all

nas porgdes de membrana e citoplasmatica EXp. 2 ......ccccceeeveveerreennne. 66
Figura 10 Razao das densintometrias épticas das bandas imunorreativas para

pPKC &/all na fracdo de membrana e na fragao citoplasmatica Exp. 3 ... 67
Figura 11 Andlises densintométricas das bandas imunorreativas para pPKC a/all

nas porgdes de membrana e citoplasmatica Exp. 3 ..., 68

Figura 12. Andlise densitométrica das bandas imunorreativas para pGAP-43 ........ 69

16



1. INTRODUCAO

17



Introdugdo

A sobrevivéncia de um ser vivo e, em ultima analise, a preservagdao da
espécie a que pertence dependem da manutencéo do equilibrio e da integridade
de seu organismo. Ao lado dos mecanismos homeostaticos essenciais para a
manutencdo do equilibrio interno do organismo frente as variagbes do meio
externo, a capacidade de aprender com as experiéncias e de armazenar as
informagdes resultantes dessa aprendizagem conduz o individuo a adaptagcéo ao
ambiente em que vive. A aprendizagem possibilita o desenvolvimento de
comportamentos que permitem a sobrevivéncia as adversidades apresentadas por
esse ambiente. Ao longo de todo o processo evolutivo, varios desses
comportamentos foram selecionados, dentre 0os quais a reagdo adequada aos
perigos e ameacas, prevendo ou antecipando eventos aversivos e organizando

respostas defensivas.

1.1 Condicionamento classico aversivo, aprendizagem e memoria.

O medo € uma resposta observada em situacdes de perigo presente ou
iminente que contribui para a auto-preservagdao do organismo, sendo, portanto,
considerada uma resposta defensiva (FENDT e FANSELOW, 1999; MAREN,
2001). Constitui uma resposta caracteristica, robusta e bem definida, altamente
conservada, que envolve vias e estruturas neuronais especificas, com acoes
centrais e reacdes vegetativas (FENDT e FANSELOW, 1999). Tal resposta pode
ser condicionada e controlada experimentalmente permitindo o estudo e

esclarecimento das vias e estruturas nela envolvidas. O medo condicionado é o
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Introdugdo

elemento central na maioria dos estudos de condicionamento aversivo,
possibilitando a andlise dos processos de aprendizagem e memaria aversiva.

O condicionamento pavloviano, também chamado classico, foi
primeiramente descrito pelo fisiologista russo Ivan Petrovitch Paviov, em 1927.
Esse condicionamento ocorre quando dois estimulos sdo associados: um estimulo
incondicionado (El) apetitivo (alimento) ou aversivo (choque) que elicia respostas
incondicionadas (RI) particulares e um estimulo (auditivo ou visual), considerado
neutro para essas respostas. Como resultado dessa associa¢ao ocorre 0 processo
de condicionamento, pelo qual o estimulo neutro adquire propriedade de estimulo
condicionado (EC) e passa a eliciar respostas similares aquelas controladas pelo
estimulo incondicionado (MAREN, 2001).

O condicionamento classico aversivo é uma forma de condicionamento
pavloviano onde o sujeito é treinado numa situacdo em que a apresentacéao de um
estimulo inécuo (neutro), como um som, antecede ou é pareada a um estimulo
incondicionado aversivo, como um choque elétrico. Estabelece-se uma relacao de
contingéncia e a repeticdo desse pareamento entre os dois estimulos resulta
numa alteracdo funcional de modo que o estimulo inicialmente in6cuo torna-se
condicionado (EC) ao estimulo aversivo (El), adquirindo a funcao de predizer a
ocorréncia do El e eliciar respostas defensivas condicionadas. A reacgao
comportamental de imobilidade tensa ou congelamento motor (freezing),
juntamente com respostas vegetativas diversas como dilatagdo da pupila e
aumento da pressao arterial e das freqiéncias cardiaca e respiratéria, é
considerada como uma resposta condicionada (RC) a estimulos previamente

associados a ocorréncia de riscos € ameacas reais. O ambiente ou contexto em

19



Introdugdo

que tais associacbes ocorrem também adquire propriedades aversivas
condicionadas (FENDT e FANSELOW, 1999; MAREN, 2001; MAREN e QUIRK,
2004; PEZZE e FELDON, 2004; KIM e JUNG, 2006). A expressdo ou
manifestacdo dessa resposta de medo condicionado é interpretada como
evidéncia de memoria aversiva. O condicionamento aversivo além de proporcionar
um tipo de aprendizagem simples que elicia no animal respostas evidentes e de
mensuragdo relativamente facil, permite a manipulacdo e o controle pelo
experimentador, constituindo um dos principais modelos de estudo da
aprendizagem associativa e memaoria em laboratério (LEDOUX, 2000; SANDERS,
WILTGEN e FANSELOW, 20083).

O estabelecimento e a manifestacdo da memodria dos eventos aversivos
condicionados ou incondicionados (memdria aversiva) envolvem diferentes
estagios, que dependem de diferentes substratos neurais (THOMPSON e KIM,
1996). A formacao de uma memdéria aversiva de longa duracdo compreende uma
fase de aquisicdo, de consolidacdo da memoéria de longa duracdo, de
recuperacao/evocacao, de persisténcia ou de extincdo (McGAUGH e IZQUIERDO,
2000; BEKINSCHTEIN et al., 2007). Frequientemente, é impossivel dissociar a
aquisicao da memdria e a fase inicial da consolidacao porque ambos 0s processos
ocorrem em grande proximidade temporal (ZHANG, BAST e FELDON, 2001). A
recuperacao e a persisténcia da memdria dependem de sua prévia consolidagao.
A recuperacdo da memoria aversiva envolve a ativacdo da representacdo da
associacdao EC-El — uma vez que tenha sido estabelecida pelo condicionamento —
em resposta ao EC sozinho. A expressdo da memoria aversiva necessariamente

envolve a recuperacao e também a traducdo da associacdo em uma resposta
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Introdugdo

apropriada e coordenada de medo. Com repetidas apresentacées do EC sozinho,
ap6s o condicionamento, ocorre atenuagdo e completo desaparecimento da
resposta aversiva, o que define a extingao (KIM e JUNG, 2006).

No processo de memoéria ha uma fase independente da sintese de RNA e
de proteina definida como memdria de curto prazo que dura de minutos a 1-3
horas e uma fase dependente de sintese de RNA e de proteinas que apresenta
maior duracdo, de muitas horas a dias, semanas, meses ou por toda vida e
constitui a meméria de longa duracao (McGAUGH, 1966; IZQUIERDO e MEDINA,
1998; McGAUGH, 2000). Bekinschtein et al. (2007) recentemente propuseram
que, a semelhanca do processo de formacao da memoéria de longa duracédo, a
persisténcia da memoria de longa duracao também depende de sintese proteica.
Também com relagdo a persisténcia da meméria, Eckel-Mahan et al. (2008)
consideraram a possibilidade de que as vias bioquimicas subjacentes a memoéria
devam ser reativadas repetidamente para sustentar os niveis de proteina que sao
requeridos para a persisténcia da memodria, sugerindo, para tanto, ciclos
recorrentes de consolidagao.

Quando se investigam os mecanismos neurais que medeiam a formacgéo da
memoria aversiva, ha trés diferentes momentos em que as manipulacées podem
ser feitas. Manipulacdes antes do treino afetam a aquisicio do medo
condicionado, enquanto manipulacées antes do teste afetam a expressédo do
medo condicionado. Se a consolidacdo é o alvo, a manipulacdo ¢é feita
imediatamente ou algum tempo apds a aquisicdo (FENDT e FANSELOW, 1999).

Sendo um processo complexo, a memoéria aversiva recruta muitas vias

neuronais para que as informacdes sejam armazenadas no sistema nervoso de
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Introdugdo

forma adequada e eficiente. A amigdala é uma estrutura essencial para a
formacdo e expressdo do medo condicionado (FENDT e FANSELOW, 1999;
LEDOUX, 2000; MAREN, 2001; KIM e JUNG, 2006). Outras estruturas neurais
como cértex medial pré-frontal, cortex insular, cértex perirrinal, cerebelo e nucleo
accumbens parecem participar desse processo (KIM e JUNG, 2006). O hipocampo
€ outra estrutura neural também relacionada a memoria aversiva no que diz

respeito ao contexto onde o condicionamento ocorreu.

1.2 O condicionamento classico aversivo e o hipocampo

O conhecimento sobre os mecanismos celulares e moleculares subjacentes
aos processos de aprendizagem e meméria teve um grande desenvolvimento por
meio de estudos com modelos animais e de diferentes situacbes de
aprendizagem, dentre as quais destacamos o condicionamento classico aversivo
(ANTONIADIS E McDONALD, 2000; SCHAFE et al., 2001).

A amigdala teve énfase inicialmente nos trabalhos de LeDoux (1990) e a
partir dai foi considerada um componente central do circuito neural do medo, um
lugar de plasticidade importante para a formacao e armazenamento de memorias
aversivas (LEDOUX et al., 1990; PHILLIPS e LEDOUX, 1994; MAREN,
AHARONOV e FANSELOW, 1997). Hall, Thomas e Everitt (2001) mostraram,
trabalhando com ratos, que os neurénios dos nucleos basal, lateral e central da
amigdala desempenham um papel importante na recuperacdo de memorias de
medo ao som.

Posteriormente aos estudos referentes a amigdala, o hipocampo passou a

receber maior atencdo quanto ao seu envolvimento no processo de aprendizagem
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e memoria aversiva (KIM et al., 1991; PHILLIPS e LEDOUX, 1992; IZQUIERDO e
MEDINA, 1993; FANSELOW e KIM, 1994; MAREN, AHARONOV e FANSELOW,
1997; HALL, THOMAS e EVERITT, 2001; PANG e LU, 2004). A amigdala e o
hipocampo desempenham um importante papel na organizacdo € no controle de
diversas respostas motoras e vegetativas, relativas ao condicionamento aversivo,
como por exemplo, a locomocéo, o congelamento (freezing), e as vocalizagbes
ultrassénicas (TEYLER e DISCENNA, 1985).

O trabalho de Kim e Fanselow (1992) foi um marco na andlise do papel do
hipocampo na consolidagdo da memdria emocional aversiva em ratos. Nesse
trabalho, foi usado o pareamento som-choque em ratos submetidos a lesdes
hipocampais, 1, 7, 17 ou 28 dias apos o treino. Os animais com lesdo 1 dia apds o
treino tiveram menor intensidade de congelamento (freezing) quando re-expostos
ao contexto. No teste realizado em outro contexto com reapresentagdo do som,
todos os grupos apresentaram congelamento (freezing). Esses dados mostraram o
papel do hipocampo na formacdo de memoérias contextuais e indicaram um
processamento diferente para o armazenamento das informacbes aversivas
relativas aos estimulos contextuais e ao estimulo discreto pareados ao choque.

Muitos trabalhos analisaram como o contexto influencia a aprendizagem e a
memoria, e principalmente as relagdes das fun¢des do hipocampo com a meméria
contextual (MAREN, AHARONOV e FANSELOW, 1997; HOLT e MAREN, 1999;
MAREN e HOLT, 2000; SMITH e MIZUMORI, 2006). Em nosso laboratério, Reis et
al. (1999) demonstraram a participagdo do hipocampo na memoéria contextual de
pombos submetidos ao condicionamento classico aversivo sendo esse dado

confirmado por trabalhos subseqiientes (SPERANDEO, 2005; BRITO, BRITTO e
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FERRARI, 2006; DENADAI, 2008). Na espécie humana, também ja é bem
conhecida a influéncia da informacao contextual sobre o comportamento (PENICK
e SOLOMON, 1991). A informacédo contextual é dada por um estimulo multimodal,
dessa forma, o contexto é caracterizado como uma configuragdo de estimulos
(MAREN, AHARONOV e FANSELOW, 1997). Assim, o condicionamento a um
contexto implica a aquisicao e retengdo do valor funcional de uma situagdo ou
contexto que foi associado a eventos particulares, podendo ambos, contexto e
eventos, adquirirem valores positivos ou negativos (ANTONIADIS e McDONALD,
2000). Portanto, foi proposto que uma funcdo do hipocampo seria montar uma
representacado contextual que, por ela mesma, poderia se tornar associada com o
estimulo incondicionado, tal como um choque (FANSELOW, 2000). Assim, os
mecanismos de plasticidade e de meméria no hipocampo seriam fundamentais no
circuito neural do condicionamento aversivo (IZQUIERDO e MEDINA, 1993;
PHILLIPS e LEDOUX, 1994; MAREN, AHARONOV e FANSELOW, 1997; PANG e
LU, 2004).

Embora muitos dos dados referentes a funcdo do hipocampo no
condicionamento de medo sejam provenientes de estudos com lesdes (KIM e
FANSELOW, 1992; CHOWDHURY, QUINN e FANSELOW, 2005; LEHMANN,
LACANILAO e SUTHERLAND, 2007; J| e MAREN, 2008) é necessario considerar
que as lesdes de uma estrutura neural causam danos estruturais nos corpos
celulares e também destroem fibras de passagem. Assim, mesmo as lesbes
excitotoxicas em uma regido podem causar alteracdes em estruturas para as
quais ela se projeta e resultar em disfungao no préximo estagio do circuito neural

especifico (ANAGNOSTARAS, GALE e FANSELOW, 2002). Desse modo, uma
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alternativa eficaz para as intervengcbes que utilizam lesbes de tecido neural é
mostrada pelos estudos que utilizam intervencao farmacolégica (JERUSALINSKY
et al., 1994; ZHAO et al., 1994; SERRANO et al., 1995; PARATCHA et al., 2000;
IZQUIERDO et al., 2002; SPERANDEO, 2005; AMARAL et al., 2007; BONINI et
al., 2007). De fato, por meio da inativacao temporaria e do bloqueio da agédo de
neurotransmissores ou de enzimas numa determinada regido, € possivel
investigar as funcdes de nudcleos especificos no circuito neural subjacente ao
condicionamento de medo (SANDERS, WILTGEN e FANSELOW, 2003).

Muitos estudos focalizaram os efeitos de alteracdes funcionais nas vias
neuroquimicas do hipocampo e abrangeram a analise dos diferentes
neurotransmissores que atuam nos circuitos hipocampais (STIEDL et al., 2000;
WALLENSTEIN, VAGO e WALBERER, 2002; GALE, ANAGNOSTARAS e
FANSELOW, 2001; IZQUIERDO et al., 2002; BAST, ZHANG e FELDON, 2003),
enquanto outros avaliaram o papel de diferentes enzimas e/ou da transcricao de
diferentes genes e os efeitos de intervengdes em suas vias bioquimicas que,
possivelmente, sustentam os processos de aprendizagem e memaoria no nivel
celular (SHEU et al., 1993; ZHAO et al.,, 1994; JERUSALINSKY et al., 1994;
SERRANO, et al., 1995; CAMMAROTA, et al., 1997; SWEATT et al., 1998;
PARATCHA et al., 2000; WEEBER et al., 2000; WALLENSTEIN, VAGO e

WALBERER, 2002; YOUNG et al., 2002; SPERANDEO, 2005).

1.3 Caracterizacao do sistema hipocampal de aves
O hipocampo, estrutura cerebral envolvida na formagdo da memodria,

encontra-se em mamiferos localizado bilateralmente no lobo temporal. Essa
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estrutura € formada por uma dobra interna da parte antero-medial do proéprio lobo
temporal, que se curva em diregdo ao ventriculo lateral. Em aves a formacao
hipocampal esté localizada bilateralmente no telencéfalo dorsomedial e é dividida
em duas regides: a area parahipocampal (APH) e o hipocampo (HP) propriamente
dito, apresentando uma organizagdo com camadas de células em forma de “V”
(CAMPBELL e HODOS, 1970). A relagédo anatémica mais direta entre a regido
hipocampal de mamiferos e aves apéia-se no fato de que nos dois grupos de
animais, a regidao considerada hipocampo fica as margens do ventriculo lateral.
Porém, a topografia apenas ndo garante relacbes de proximidade funcional.
Assim, as investigacdes sobre as relacdes de equivaléncia entre o hipocampo de
aves e de mamiferos também envolveram analises de sistemas neuroquimicos e
de neurotransmissores que resultaram em propostas de organizacdo do
hipocampo e da APH em diferentes regides e sub-regides (ERICHSEN, BINGMAN
e KREBS, 1991; KREBS, ERICHSEN e BINGMAN, 1991; SUAREZ et al., 2006).
Gagliardo, loalé e Bingman (1999), entre outros, mostraram que a formagao
hipocampal de aves e a de mamiferos tém papel similar na cognicdo espacial.
Paralelamente a essa semelhancga funcional, ha similaridades de dimensodes
neuroanatémicas e neurofisiolégicas incluindo morfologia neuronal (TOMBOL et
al., 2000), expressao génica durante o desenvolvimento (PUELLES et al., 2000),
perfil neuroquimico (ERICHSEN, BINGMAN e KREBS, 1991; ROSINHA,
FERRARI e TOLEDO, 2008), vias de conexdao com outras regides encefalicas
(ATOJI et al., 2002), propriedades neurofisiolégicas tais como a presenca de ritmo
theta (SIEGEL, NITZ e BINGMAN, 2000) e as caracteristicas eletrofisiolégicas dos

tipos neuronais (SIEGEL, NITZ e BINGMAN, 2000).
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Considerando a conectividade interna do hipocampo, Kahn et. al. (2003)
injetando marcadores retrogrados e anterégrados na regido da formacao
hipocampal de pombos sugeriu a existéncia de um circuito trissindptico
equivalente ao encontrado no hipocampo de mamiferos. Com relagdo a
conectividade com outras regides encefédlicas, observa-se que o hipocampo de
aves, através de suas aferéncias e eferéncias, faz parte de uma rede neural que
envolve area septal, nucleo taénia, nucleo amigdaléide palial posterior, talamo e
hipotalamo, envolvida com processos de aprendizagem e memdéria, cujas

estruturas recebem e processam informacdes somato-sensoriais.

1.4 A importancia da PKC nos processos de aprendizagem e memoria

O armazenamento de informagcées no cérebro envolve alteragcbes
persistentes, dependentes da atividade, na eficiéncia da transmissao sinaptica.
Diferentes vias de sinalizagdo tém sido identificadas e descritas como
participantes da transducdo de sinais nas vias celulares que sustentam a
formagdo da meméria.

A investigacdo dos mecanismos celulares e moleculares basicos do
processamento de sinais mostra que os neurénios seguem regras relativamente
elementares para traduzir os sinais em processos bioquimicos extremamente
complexos. A sinalizacao intracelular pode comecar pelo influxo de célcio que,
entre outras funcées (BERRIGDE, BOOTMAN e LIPP, 1998), gera reacbes de
fosforilagdo/desfosforilacdo (WANG e KELLY, 1996). O balanco entre esses dois
sistemas enzimaticos esta, supostamente, relacionado ao tamanho do sinal de

calcio (MALENKA, 1994; TEYLER et al.,, 1994; NEVEU e ZUCKER, 1996). A
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fosforilacdo € uma modificacdo quimica covalente usada pelas células para
controle das propriedades de uma ampla variedade de proteinas tais como
enzimas, receptores e canais idnicos. E um processo reversivel (como observado
inicialmente por FISCHER e KREBS em 1955, apud NISHIZUKA, 2003) que
depende da disponibilidade celular de quinases ou fosfatases, e seus substratos.
As proteinas quinases sao fosfotransferases que catalisam a transferéncia do
grupo a-fosforil do trifosfato de adenosina (ATP) para o grupo alcool da serina e
treonina, ou o grupo fenol da tirosina em cadeias laterais do peptideo (MICHEAU e
RIEDEL, 1999). Enquanto ativam e desativam seus substratos, as préprias
quinases estao sujeitas a regulacao, através de seus dominios regulatérios, que
liberam ou ndo o dominio catalitico para atividade.

Entre as quinases que estdo criticamente envolvidas nos processos
celulares de armazenamento de informagdes esta a proteina quinase C (PKC),
descoberta em 1977 pelo grupo de Nishizuka, na Universidade do Japao, em
Kobe (NISHIZUKA, 2003), clonada na década de 80 (segundo NEWTON, 2001) e
amplamente estudada (LIU, 1995; NEWTON, 1995, ¢ »; TOKER, 1998; NAKHOST
et al., 1999; PAREKH et al., 2000; NEWTON, 2001; NISHIZUKA, 2003; NEWTON,
2003; SEKI et al., 2005; CORBALAN-GARCIA e GOMEZ-FERNANDEZ, 2006;
MARTELLI et al., 2006).

PKC é uma familia de serina/treonina quinases, de aproximadamente
80kDa, que desempenham importante papel na transducdo de sinais e na
regulagédo de varias fung¢des celulares. Todos os membros possuem em comum
um dominio quinase conservado C-terminal e um dominio regulatério N-terminal.

O dominio regulatério tem uma sequéncia auto-inibitéria (pseudosubstrato) e um
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ou dois modulos de ligacdo a membrana (dominios C1 e C2) (NEWTON, 2001).
As isoformas, baseado na estrutura de seus dominios regulatérios, sao
classificadas em trés grupos (NISHIZUKA, 1995; NEWTON, 1995, ¢ n; PAREKH et
al., 2000; SEKI et al., 2005; CORBALAN-GARCIA e GOMEZ-FERNANDEZ, 2006):
I) PKCs convencionais ou classicas (cPKCs; 4, al, all e &), contém dois dominios
ricos em cisteina (C1A e C1B) seguidos por um dominio C2 que se ligam,
respectivamente, ao diacilglicerol (DG) e ao caélcio; Il) PKCs novas (nPKCs; &, 3,
¢/L e e), apresentam o dominio C2 nado responsivo ao calcio e precedendo os
dominios C1 (C1A e C1B) na seqiéncia primaria, sendo ativadas de forma DG-
dependente e cdélcio-independente; lll) PKCs atipicas (aPKCs; e e é€), sao
desprovidas de dominio C2, apresentam somente um dominio C1 n&o responsivo
ao DG, sendo, portanto, independentes de célcio e do DG (Figura 1). Além disso,
hd PKCu e i que alguns consideram constituir uma quarta classe e outros

consideram como membros de uma familia distinta chamada PKD (NEWTON,

2001).
Regulatério Catalitico B O
DG Ca?*
peeudozubstrato \ i i
Convencionais o B Il y ~— - =t il * +
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Atl'picas '\:lf'l N H_-'i e : S— : 4 _ _

Figura 1. Estrutura priméaria das isoformas de PKC. O sitio catalitico conservado em todas as
isoformas (em azul) e o sitio regulatorio constituido pelos dominios C1 (em laranja), C2 (amarelo) e
pseudosubstrato (verde). DG: diacilglicerol. (Modificado de NEWTON, 2001)
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As isoformas da PKC devem passar por trés fosforilagcbes ordenadas para
adquirir competéncia catalitica (NEWTON, 2001). A primeira fosforilacdo é
dependente da PDK-1 e ocorre em um /loop préximo ao sitio catalitico, o loop de
ativacao. Ela leva a autofosforilagdo de um dominio rico em prolina, seguida pela
autofosforilacdo do sitio hidrofébico, assim chamado por ser circundado por
residuos hidrofébicos. Para ser ativada a proteina fosforilada deve se ligar ao
segundo mensageiro lipidico, diacilglicerol (DG), o que resulta na translocacao da
maioria das isoformas do citosol, onde sdo mantidas na conformacao inativa, para
a membrana, onde ela se torna alostericamente ativa (NEWTON, 1995;), com o
sitio catalitico liberado pela saida do pseudo-substrato. O DG na membrana das
células neurais é disponibilizado a partir da interacdo de um neurotransmissor
(como por exemplo, o glutamato) a seu receptor acoplado a proteina G (receptor
metabotrépico — como o0 mGIuR no caso do glutamato) que leva a ativacao da
fosfolipase C e consequente hidrolise do fosfolipideo de membrana,
fosfatidilinositol-4-5-bifosfato, em inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e DG. Além dos
processos de fosforilacdo e ativacao alostérica, ha um terceiro mecanismo que é
central na funcionalidade da PKC: a interacdo com proteinas de suporte (scaffold)

que posicionam a enzima em locais intracelulares especificos (Figura 2).
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Figura 2. Modelo sumarizando a regulacao espacial, estrutural e conformacional da PKC por 1.
Fosforilacao, 2. Ligacdo ao cofator e 3. Interagéo a proteina suporte (scaffold). A PKC traduzida
(mostrada em azul) se associa a membrana em uma conformagado que expde o loop de ativacao
para fosforilagdo e o C-terminal para ligacdo da PDK-1. O primeiro passo na modificacdo pos-
traducional da PKC é a fosforilagdo do loop de ativacdo pela PDK-1 (os circulos em rosa
representam fosfatos). Essa fosforilacao alinha os residuos para catélise. A PDK-1 se desliga da
PKC e ocorre autofosforilagdo de dois sitios C-terminais (dominio hidrofébico e dominio rico em
prolina). A proteina fosforilada € liberada para o citoplasma, onde é mantida em sua conformacao
auto-inibida pelo pseudosubstrato (em verde) e em uma conformacao estavel, fosfatase-resistente,
pela re-estruturacao das interacées C-terminais. Geracao de diacilglicerol (DG) e, para as PKCs
convencionais, mobilizacdo de Ca®*, possibilitam a alteracéo alostérica, tornando a proteina ativa.
Isso é alcancado quando os dominios C1 (laranja) e C2 (amarelo) se ligam a membrana, assim
fornecendo energia para liberar o pseudosubstrato do sitio ativo, permitindo a ligacao do substrato
e catalise. Além disso, as proteinas suporte (scaffold) desempenham um papel chave na funcao da
PKC por posicionar isoformas especificas em locais intracelulares particulares (Modificado de

NEWTON, 2001).
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Uma das particularidades da PKC é a regularidade de sua associacéo a
processos de aprendizagem e memoria na evolugdo filogenética. Em
invertebrados, foi mostrada a participacdo da enzima nos mecanismos
intracelulares de plasticidade induzida pela aprendizagem. Schwartz, Calignato e
Sacktor (1990), trabalhando com Aplysia, observaram a ativacdo da PKC apoés a
sensibilizacdo comportamental do reflexo de retirada, o que também foi
demonstrado no condicionamento classico em Hermissenda (MATZEL,
LEDERHENDLER e ALKON, 1990). Os resultados desses trabalhos mostram o
envolvimento da PKC tanto nos processos de aprendizagem nao associativa
quanto naqueles de aprendizagem associativa.

Estudos realizados em aves, mostraram que o treino de esquiva passiva
(inibitéria) com pintainhos de 1 dia que aprendem a evitar contas embebidas em
substancia de sabor desagradavel, induziu ativacdo da PKC que foi demonstrada
in vitro através de imunomarcacao (BURCHULADZE, POTTER e ROSE, 1990).
Estudos conduzidos por Ali, Bullock e Rose (1988), Burchuladze, Potter e Rose
(1990), Zhao et al. (1994) e Serrano et al. (1995) confirmaram a participacao da
PKC no processo de memoéria in vivo, pela administracdo intracerebral de
inibidores da enzima antes ou apd6s o treino, visto que o inibidor foi capaz de
provocar efeitos amnésicos. O grupo de Routtenberg (SHEU et al., 1993) avaliou a
atividade da PKC em pintainhos treinados em imprinting (estampagem) a um
objeto, através da anadlise quantitativa de substratos fosforilados, mostrando que
houve um aumento apds o treino na regidao do mesopallium intermediomediale
(IMM — REINER et al., 2004 - anteriormente chamada IMHV), area relacionada a

memoria.
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Em mamiferos, a distribuicdo da PKC no cérebro esta estreitamente
correlacionada as estruturas cerebrais envolvidas nos processos de memoéria
(NOGUES, 1997), como cortex pré-frontal, cértex cingulado, neocértex,
hipocampo e amigdala. Embora o estudo da PKC no cérebro inteiro possa
fornecer muitos dados sobre a organizacao das estruturas cerebrais durante a
atividade cognitiva, grande parte dos estudos tem se voltado para a formacao

hipocampal.

1.5 PKC hipocampal e memoria

Um dos primeiros artigos publicados sobre a influéncia do comportamento
sobre a atividade da PKC hipocampal foi de Bank et al. (1988) e forneceu
resultados que estavam de acordo com o modelo de ativagdo da PKC. Este
estudo mostrou que o condicionamento classico da membrana nictante em
coelhos induziu a translocacado de 30% da PKC citosdlica para a membrana. A
partir disso, varios trabalhos, in vitro e in vivo, foram realizados investigando a
relacdo da PKC com os processos de aprendizagem e memoria no hipocampo
(revisao de VAN DER ZEE et al.,, 1997). Em 2000, Weeber et al. produziram
animais knock-out para o gene da PKCp. Verificaram déficit de aprendizagem
nesses animais submetidos ao condicionamento classico aversivo e ao
condicionamento contextual, apesar de nao exibirem déficits na transmissao
sinaptica ou potenciacdo de longa duracdo (LTP) no hipocampo, onde a

expressao de PKCp é pronunciada.
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Jerusalinsky et al. (1994) demonstraram que o bloqueio bilateral da PKC
hipocampal levou ratos a amnésia completa da tarefa de esquiva inibitéria quando
o inibidor seletivo da PKC, CGP 41321, foi injetado imediatamente ou 30 min apds
o treino, 0 que nao ocorreu quando administrado 120 ou 180 min apd6s o treino.
Utilizando essa mesma tarefa, Paratcha et al. (2000) também investigaram o
envolvimento da PKCal hipocampal na formacdo de memdria, observando que o
bloqueio intrahipocampal pré ou po6s-treino de PKCal e/ou &, através do inibidor
seletivo dessas isoformas, G6 6976, prejudicou a aprendizagem. Além disso,
encontrou um aumento seletivo da PKCal nas membranas sinapticas hipocampais
de ratos sacrificados 0, 30 e 120 min apéds o treino, realizando Western blot com
fracionamento de membrana e citoplasma. Nao houve alteragdo significativa na
quantidade de PKC4& entre os animais controles e treinados. Observou também
um aumento nos niveis de PKCall e a ligadas a membrana no hipocampo de ratos
treinados e sacrificados 120 min apo6s o treino. Esse aumento, porém, nao se
mostrou especifico para o treino de esquiva inibitéria, uma vez que ocorreu
também nos animais expostos somente ao choque. Esses resultados sugeriram o
requerimento da PKCal e/ou & hipocampais nas fases iniciais da formacao de
memoria na tarefa de esquiva inibitéria.

Em contrapartida, dados de Sweatt et al. (1998) indicaram um aumento de
fosforilacdo da PKC, em cortes hipocampais estimulados para indugéo de LTP, 45
a 60 min apds a estimulacdo. Atkins et al. (1998) realizando experimentos em
ratos, sacrificou os animais em diferentes intervalos de tempo apds o
condicionamento (1 min, 1h, 2h e 24h) e verificou maior fosforilagdo da PKCa/all

no hipocampo 1h apo6s o treino de condicionamento cldssico aversivo e 24h apés
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o condicionamento contextual. Outro trabalho com condicionamento aversivo
(YOUNG et al., 2002), mostrou um aumento na atividade da quinase 15 min apos
o treino, que permaneceu elevada por tempo consideravel, variavel de acordo com
a isoforma, apdés o condicionamento. Esse trabalho verificou que os niveis de
PKC4& na membrana aumentaram no intervalo compreendido entre 15 a 90 min
pds-treino, retornando entdo aos niveis basais, enquanto os niveis de PKCal na
membrana ndo mostraram alteracées significativas. A PKCa& aumentou
significativamente na membrana em diferentes tempos (30 e 90 min; 48 a 72h)
apdés o condicionamento. Wallenstein, Vago e Walberer (2002), utilizando um
potente inibidor de PKC e PKA em diferentes intervalos de tempo, verificaram um
significante prejuizo na consolidacdo da memodria do condicionamento aversivo,
que era maximo quando as quinases eram inibidas aos 90 min apos o treino.
Cammarota et al. (1997) e Young et al. (2002) avaliaram a atividade da PKC
hipocampal indiretamente pela analise da atividade da proteina dependente da
PKC ativada, GAP-43, confirmando a participagdo da quinase e seu substrato nos
mecanismos de plasticidade subjacentes aos processos de aprendizagem e
memoria. A GAP-43 é um substrato da PKC implicado na aprendizagem e
modelos de plasticidade sinaptica, também conhecida como B-50, proteina F1, P-
57 e neuromodulina. E uma proteina associada & membrana especifica das
células neurais, localizada em cones de crescimento e terminais pré-sinapticos, e
esta envolvida com crescimento de neuritos, regeneracdo e plasticidade. No
cérebro adulto sua expressao esta restrita ao hipocampo e estruturas
prosencefalicas (YOUNG et al, 2000). Alteracbes de sua fosforilacdo foram

demonstradas no cérebro de pintainhos submetidos ao imprinting (SERRANO et
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al., 1995) e a esquiva passiva (SHEU et al., 1993). Cammarota et al. (1997)
mostraram um aumento da fosforilacdo da GAP-43 no hipocampo de ratos 30 min
apos o treino para a tarefa de esquiva inibitéria.

Apesar de variados, considerando as tarefas de aprendizagem, as
isoformas da PKC envolvidas nos processos de aprendizagem e meméria e seu
curso temporal, os trabalhos sdo unanimes quanto a participacdo da PKC nesses
processos. A partir desses dados, decidiu-se investigar o envolvimento da PKC
nos processos de aprendizagem e memoria aversiva em pombos submetidos ao
condicionamento classico aversivo. Baseado no conhecimento prévio do
envolvimento da regido hipocampal na formagdo da memdria contextual (KIM et
al., 1991; PHILLIPS e LEDOUX, 1992; IZQUIERDO e MEDINA, 1993;
FANSELOW e KIM, 1994; MAREN, AHARONOV e FANSELOW, 1997; HALL,
THOMAS e EVERITT, 2001; PANG e LU, 2004) analisou-se a participacao da
PKC no hipocampo ap6s o treino. Para tanto, foi investigada a ativacao da
isoforma PKC&/all (de acordo com ATKINS et al., 1998) diretamente, através da
andlise semi-quantitativa por Western blot da proteina, e indiretamente, pela
analise da forma fosforilada da proteina dependente de PKC, GAP-43, na regiao
hipocampal de pombos submetidos e ndo submetidos ao pareamento de

estimulos caracteristico do condicionamento.
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2.1 Objetivos gerais

- Verificar a participagcdo da PKC nos processos de aprendizagem e memoria

aversiva em pombos submetidos ao condicionamento cldssico aversivo.

2.2 Objetivos especificos

Analisar os efeitos da administracao i.c.v. do inibidor da PKC sobre as
respostas comportamentais de pombos submetidos a uma sessao de treino
para condicionamento classico aversivo e testados 24h apds.

Verificar o envolvimento da isoforma PKCa/all nos processos de
aprendizagem e memdria aversiva no hipocampo de pombos submetidos
ao treino para condicionamento classico aversivo.

Identificar o curso temporal da ativacao da PKCa/all e da proteina substrato
da PKC, GAP-43, no hipocampo de pombos treinados para

condicionamento classico aversivo.

38



3. MATERIAL E METODOS

39



Material e Métodos

3.1 Sujeitos

Foram utilizados pombos, machos, adultos, com aproximadamente 18
meses de vida, peso médio de 350 g, da espécie Columba livia, adquiridos de um
unico criadouro local. No biotério, os animais tiveram seus olhos e bicos
examinados e, quando necessario, tratados. Foram alojados em grupos de 4 a 5,
em gaiolas-viveiro (50x50x50cm), por 7 dias. ApGs essa semana, 0S animais
foram alojados em gaiolas individuais (50x50x50cm). Durante todo o periodo de
experimento os animais receberam &agua e alimentacdo a vontade e foram
mantidos sob ciclo claro-escuro de 12:12h, com luz acesa as 06:00h e apagada as
18:00h. A alimentacao consistiu de uma mistura de quirera de milho, semente de
girassol, racdo para aves, areia e farinha de ostra. Além disso, receberam
complementagdo com complexo vitaminico diluido na agua do bebedouro, uma
vez por semana. Todos os procedimentos seguiram o protocolo experimental de
respeito aos principios éticos em experimentacao animal aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de

Campinas, sob o protocolo de numero 1193-1 (Anexo).

3.1.1 Experimento 1

Esse experimento teve como objetivo analisar os efeitos da administragao
i.c.v. do inibidor da PKC sobre as respostas comportamentais de pombos
submetidos a uma sessdo de treino para condicionamento classico aversivo e
testados 24h apds. Os pombos foram distribuidos, de forma aleatéria, em dois

grupos:
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| — Grupo Condicionado-Veiculo (GCdVe; n=5): administracdo via intra-cérebro-
ventricular (i.c.v.) de veiculo, 1h antes da sessédo de condicionamento.
Il — Grupo Condicionado-Calfostina C (GCdCa; n=6): submetidos a injecao i.c.v. do

inibidor da PKC, calfostina C, 1h antes da sessao de condicionamento.

3.1.2 Experimento 2

Esse experimento investigou o envolvimento da isoforma PKCa/all nos
processos de aprendizagem e memoéria aversiva no hipocampo de pombos
submetidos ao treino para condicionamento classico aversivo.

Os pombos foram distribuidos, de forma aleatéria, em quatro grupos:
| — Grupo Controle (GC; n=6): animais levados ao laborat6rio, mantidos por 5
minutos sobre a bancada, sem exposicao a camara experimental ou a qualquer
estimulo.

I — Grupo Controle-Contexto (GCC; n=6): animais expostos a camara
experimental, por 20 min, sem apresentacao de estimulos.

Il — Grupo Controle-Randémico (GCR; n=6): animais expostos a camara
experimental com apresentacdo de estimulos, som e choque, ndo pareados e
distribuidos ao acaso ao longo da sesséo.

IV — Grupo Condicionado (GCd; n=6): animais submetidos ao treino na camara
experimental, com exposi¢ao aos estimulos (som e choque) pareados.

Os animais foram sacrificados 2h ap6s os procedimentos experimentais.
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3.1.3 Experimento 3

O objetivo desse experimento foi identificar o curso temporal da ativacao da
PKCa/all e da proteina substrato da PKC, GAP-43, no hipocampo de pombos
treinados em condicionamento classico aversivo. Os pombos foram distribuidos,
de forma aleatéria, em grupos para determinacao da janela temporal de ativacao
da PKC e de fosforilagdo da sua proteina-substrato, GAP-43. Esses animais foram
submetidos ao treino na camara experimental e separados em quatro grupos de
acordo com o tempo aguardado para o sacrificio apds o treino — 1 min (G1min;
n=6); 1h (G1h, n=6), 2h (G2h, n=6) e 24h (G24h; n=6). Para andlise da GAP-43 foi

utilizado n=5.

3.2 Drogas e Reagentes

O composto calfostina C (Calbiochem, La Jolla, USA), inibidor seletivo da
PKC, foi dissolvido em DMSO e salina, resultando em uma solu¢ao de 60 ug/ml,
DMSO a 2%. Os animais experimentais (GCdCa) receberam 5 ul (800ng) da
droga via intra-cerebro-ventricular (i.c.v.). Os animais do GCdVe receberam 5 pl
de veiculo (DMSO 2% em solucéo salina). Os animais dos demais grupos nao
foram submetidos ao tratamento com calfostina C ou veiculo. A solugéo
administrada aos animais foi armazenada a -20 °C, em aliquotas de 50ul que
foram descongeladas e mantidas em geladeira (4°C) no periodo do experimento.

A dose de calfostina C foi definida a partir de trabalhos que usaram inibidor
da PKC. Foram analisadas as doses eficazes de um outro inibidor (queletrina)

utiizado em aves (SERRANO et al.,, 1995) e em roedores (FLEEGAL e
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SUMNERS, 2003) e as doses eficazes de calfostina C utilizadas em roedores
(GALEOTTI, BARTOLINI E GHELARDINI, 2003; KUMAR, KHISTI e MORROW,
2005), considerando-se as relacées entre espécies, peso corporal, regidao de

administracao e doses utilizadas.

3.3 Equipamentos

Para a realizacdo das sessdes experimentais de treino, foi utilizada uma
camara de observacao (30x30x40 cm), com teto, assoalho e paredes revestidas
por chapas galvanizadas e a porta frontal construida com espelho de visdo
unidirecional emoldurado por madeira.

Nessa camara, havia um alto-falante embutido no teto, ligado a um audio-
estimulador, com variacao de frequéncia entre 125 e 8000 Hz ; como também um
fio em espiral para entrada de energia. Os choques elétricos foram aplicados
através dos eletrodos, instalados bilateralmente no osso pélvico do animal,
utiizando uma fonte (Foringer, USA), controlada por marcadores de tempo
eletromecanicos. A camara experimental foi iluminada com uma lampada
vermelha de 25W, acoplada em sua parede lateral. Todas as sessbes foram

registradas em computador por um sistema de filmagem digital.

3.4 Procedimentos Gerais

3.4.1 Adaptacao as condicoes do biotério

Ap6s a mudanca para as gaiolas-viveiro individuais, os animais foram

submetidos a adaptacédo as condicées do biotério por um periodo minimo de 15
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dias, sendo mantidos sob temperatura média de 25 C, ciclo claro-escuro 12:12h e

com alimentacao ad libitum.

3.4.2 Implante de eletrodos pubicos

O animal foi retirado do biotério para o laboratério e manipulado de forma a
expor a protuberancia do osso da pelve, pelo afastamento das penas. Com um
algodao embebido em alcool etilico 70% foi feita assepsia local. Um fio de acgo
ortodéntico (0,5 mm de espessura, 10 cm de comprimento) foi introduzido ao redor
de cada 0sso pubico e conectado a fios ligados a uma pequena tomada fixa numa
jaqueta de couro sintético no dorso do animal. Essa jaqueta possui duas aberturas
destinadas a acomodar as asas do animal, o que faz com que ela se mantenha

presa a ele.

3.4.3 Cirurgia para implante de canulas

Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (Ketamina
Agener 10%, Agener Unidao) 100 mg/kg de massa corporal (1 ml/kg), e cloridrato
de xilazina (Rompun, Bayer) 20 mg/kg de massa corporal (1 mi/kg), via
intramuscular. Ap6s remocao das penas do dorso da cabeca, os animais foram
colocados em aparelho estereotaxico. Foi realizada assepsia da regido com
peréxido de hidrogénio a 3% e uma incisdo de aproximadamente 20 mm na pele,
para exposicdo da calota craniana, seguida de remocao do peridésteo. A seguir,
com auxilio de uma broca odontolégica de ago-carbono esférica (numero '2),
adaptada a um motor de baixa rotacdo, o cranio foi perfurado nas coordenadas

A9mm e L1mm (de acordo com atlas de Karten e Hodos, 1967). Uma canula-guia
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de aco inoxidavel 23G (gauge), com 10 mm de comprimento, foi entdo implantada
através desse orificio, atingindo a profundidade de 3 mm em relacdo a calota
craniana, e mantida em posicdo com auxilio de resina acrilica auto-polimerizavel
(L.D. Caulk, Milford, DE, USA). Uma agulha gengival 30G, com 10 mm de
comprimento, e espessura igual ao diametro interno da canula, foi introduzida na
canula-guia para que a mesma permanecesse obliterada até o momento da
administracao das solucées. Ao final destes procedimentos, os animais retornaram
para suas gaiolas-viveiro, la permanecendo por um periodo de sete dias para
recuperacao.

Para confirmar a localizacao da céanula, i.c.v., 3 yl de um corante (azul de
Evans) foi injetado ap6s os experimentos, sendo utilizados apenas os dados
daqueles animais em que foi observada, apds decapitacao e remocao do encéfalo,
a coloragao no interior do ventriculo.

Os animais do grupo controle foram levados ao laboratério, mantidos por 5
min sobre a bancada, em decubito dorsal, e devolvidos as suas gaiolas-viveiro,
sem exposicao a camara experimental ou aos estimulos. Esse procedimento foi
realizado por quatro dias consecutivos, sendo os animais sacrificados no quinto
dia, e teve por objetivo minimizar o estresse dos animais no dia da decapitacao.

Os animais de todos os outros grupos foram pesados e habituados por
quatro dias consecutivos precedentes ao dia do treino. Os animais foram
colocados em uma camara de 60x60x60 cm, com teto, assoalho e trés paredes
revestidas de formica branca, com parede frontal de vidro unidirecional e com
iluminacao feita por lampada fria, fosforescente, onde permaneceram por 40 min,

sem receber qualquer estimulo.
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3.4.4 Infusao intra-cerebro-ventricular (i.c.v.)

ApGs recuperagao da cirurgia e adaptacao ao laboratério, os animais com
as canulas implantadas foram selecionados, aleatoriamente, para administracao
de calfostina C (GCdCa) ou de veiculo (GcdVe). A administracao foi realizada 1h
antes do treino, através de uma seringa de 10 ul (Hamilton, Reno, NV, USA)
acoplada a um tubo de polietileno com uma agulha gengival 30G fixada em sua
extremidade. A seringa Hamilton foi adaptada a uma bomba de infusdo (Insight,
Ribeirdo Preto, Brasil) regulada para injecdo de 4 pl/min. Para infusédo, a agulha
30G foi inserida na canula-guia, passando 0,5 mm além do seu comprimento. A
agulha permaneceu posicionada por 30 s apds o término da infusédo para evitar um
possivel refluxo da solucao infundida.

O tempo de 1h previamente ao procedimento para administracdo da droga
foi escolhido baseado em trabalhos utilizando a calfostina C no sistema nervoso
central de ratos e camundongos (GALEOTTI, BARTOLINI e GHELARDINI, 20083;

MATSUSHITA et al., 2007) e que obtiveram o efeito inibitério desejado.

3.4.5 Adaptacao as condicoes do laboratorio

Todos o0s animais submetidos ao condicionamento classico com
associacdes som-choque foram pesados e habituados por quatro dias
consecutivos antes do treino. Apds a pesagem, os animais eram colocados em
uma camara (60x60x60 cm), com trés paredes revestidas em férmica branca,
parede frontal de vidro e iluminagdo com luz branca fluorescente, onde
permaneciam por quarenta minutos. Os animais que serviram como controles nos

Experimentos 2 e 3 eram apenas retirados da gaiola-viveiro, transportados até o
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laboratorio, pesados e reconduzidos ao biotério, ndo sendo habituados a camara

experimental.

3.4.6 Treino para condicionamento som-choque

O treino para condicionamento classico som-choque foi feito em uma
sessao de 20 min. Os pombos foram removidos de suas gaiolas individuais,
transportados até o laboratério, pesados e levados a camara experimental.
Durante essa sessao, ocorreu a apresentagcdo de um som (1000 HZ, 83 dB, 1s)
cujo término coincidiu com a apresentacdo de um choque (10 mA, 35 ms). Os
estimulos foram apresentados aos 5, 10 e 15 min da sessao de treino.

O treino dos animais do grupo controle randémico (GCR) consistiu numa
sessao de 20 min na camara experimental, onde os estimulos sonoros e 0s
elétricos foram apresentados sem relacao de contingéncia e/ou contigliidade na
seguinte sequéncia: aos 2 min, som; aos 5 min, choque; aos 9 min, choque; aos
12 min, som; aos 13 min, som e aos 17 min, choque. Os pombos do grupo
controle contexto (GCC) foram expostos somente ao contexto de
condicionamento, a cadmara experimental, por 20 min, e ndo receberam qualquer

estimulo. Apéds o treino os animais foram reconduzidos as suas gaiolas-viveiro.

3.4.7 Teste ao contexto de condicionamento

O teste de memoria aversiva ao contexto, ou de medo condicionado, foi
realizado 24h apo6s o treino. Nesse teste os animais, GCdCa e GCdVe, foram

recolocados na mesma camara de condicionamento som-choque durante 20 min
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sem apresentacao de qualquer estimulo. Apds o teste, todos foram reconduzidos

ao biotério.

3.5 Analise Bioquimica

A andlise bioquimica foi realizada para os animais dos grupos do
Experimento 2, GC, GCC, GCR e GCd, e Experimento 3, Gimin, G1h e G24h.

Para andlise da atividade da PKCa/all no hipocampo desses animais, foi
empregada a metodologia de Western Blot, com fracionamento das por¢des de
membrana e de citoplasma. O fracionamento foi o procedimento de escolha visto
que a ligacdo da PKC a membrana plasmatica sinaptica € um passo critico na
ativacao da proteina.

A regido hipocampal do pombo foi dissecada apds decapitacdo do animal e
remocao do encéfalo. A dissecacao foi realizada de acordo com as coordenadas
do atlas de Karten e Hodos (1967). Esse material foi imediatamente acondicionado
em nitrogénio liquido e posteriormente armazenado a temperatura de -80°C até
sua utilizacao.

Para a extracdo de proteinas, o tecido congelado foi pesado para
determinacao da quantidade de tampao necessaria para homogeneizacao, sendo
que o peso da amostra correspondeu a 10% da quantidade de tampéao adicionada
ao tecido. A extracao foi realizada em duas etapas, com tampdes 1 e 2. O tampéao
1 consistiu de 20 mM de tampao fosfato, 320 mM de sacarose, 2 mM de EDTA e
1% de coquetel inibidor de protease (P8340 Sigma). O tampéao 2 foi composto de
20 mM de tampao fosfato, 320 mM de sacarose, 2 mM de EDTA, 1% de inibidor

de protease e 0,5% de Triton X-100 (protocolo adaptado de YOUNG et al., 2002).
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O material foi homogeneizado em tampéao 1, a 4 °C, num gerador 20s Politron PTA
(Modelo PT 10/35, Brinkmann Instruments, Westbury, NY, USA) em velocidade
maxima por 15 s e, depois, centrifugado a 4 °C, 100g, por 4 min. O sobrenadante
foi transferido para outro tubo e o precipitado foi descartado. A amostra colhida foi
novamente centrifugada a 4°C, 17000g, por 20 min. O sobrenadante foi transferido
para um novo tubo, e correspondeu a fragao citoplasmatica; o pellet foi suspenso
em tampao 2 (metade do volume do tampao 1 colocado no tecido inicialmente) no
gerador Politron, e representou a fragdo de membrana. As concentracoes
protéicas de todas as amostras foram determinadas pelo método colorimétrico de
Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando como referencial uma curva padréo de
albumina.

As amostras foi adicionado tamp&do de amostra Laemmli (LAEMMLI, 1970),
numa proporcado 1:1 (50 pl Laemmli/50 pl de amostra). A seguir, as amostras
foram mantidas por 5 min em banho-maria a 95 °C. Para eletroforese, foi utilizado
gel bifasico de 1,5 mm de espessura: gel de empilhamento a 4% (Stacking; 4,48
ml de agua deionizada, 700 ul de acrilamida 40%, 1,75 ml de tampéao Tris-acido
fosférico 0,5M pH6,9, 70 wl de SDS 10%, 35 ul de APS 10% e 7 ul de Temed) e
gel de resolucdo a 8% (Resolving; 4,86 ml de agua deionizada, 1,8 ml de
acrilamida 40%, 2,25 ml de tampéao 1,5M pH 8,9 Tris-HCI, 90 ul de SDS 10%, 45
ul de APS 10% e 4,5 ul de Temed). As amostras foram aplicadas no gel em
volume correspondente a uma concentracao de 30 ug de proteina. A corrida
ocorreu a 200 V por aproximadamente 1h e 30 min em tamp&o de corrida (100 ml

de Tris-glicina, 300 ml de agua deionizada e 4 ml de SDS 10%). As proteinas
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foram eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose (0,45 mm, BioRad),
overnight (aproximadamente 12h), 90 mA, banhada com tamp&o de transferéncia
(200 ml de Tris-glicina, 440 ml de agua deionizada, 160 ml de metanol e 1,4 ml de
SDS 10%).

Apoés a transferéncia, a membrana foi corada com solu¢cdo de Ponceau
(0,05 g de Ponceau S, 47,5 ml de agua deionizada e 2,5 ml de acido acético) para
confirmagdo da presenga de bandas com proteinas. O corante foi removido
através de lavagem da membrana com NaOH 0,1M. A membrana foi, entao,
lavada com tampéao fosfato (PB) 0,05M e seus sitios de ligacdes inespecificas
bloqueados com uma solucao de 5% de leite em p6 desnatado (0,5 g de leite em
pd desnatado em 10 ml de solucao de PBS Tween — 50mM PB pH 7,4, 150mM
NaCl, 0,01% Tween 20) por 1h.

A PKCé&/all foi detectada na membrana de nitrocelulose por incubacao,
overnight, a temperatura de 4°C, com anticorpo primario (9375, anti-phospho-
PKCa/all Thr 638/641, polyclonal rabbit, Cell Signaling Technology, USA), diluicao
de 1:500 (20 ul de anticorpo diluidos em 10 ml de albumina 0,3% em solucdo de
PBS Tween). No dia seguinte, a membrana de nitrocelulose foi lavada por 5 min
com solucédo de PBS Tween e incubada com anticorpo secundario conjugado com
peroxidase (Zymax anti-rabbit, Zymed Laboratories, USA), diluido 1:2000 (5 pl de
anticorpo em 10 ml de leite em pé desnatado 0,3% em solugédo de PBS Tween),
por 1h, a temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi lavada 3 vezes por

5 min com solugcdo de PBS-Tween, sendo as bandas imunorreativas detectadas
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por autoradiografia em um filme Kodak GBX2 utilizando-se kit de
quimioluminescéncia SuperSignal West Pico (Pierce Biotechnology, USA).

Para deteccao da GAP-43 foram utilizados gel de resolucdo a 12% e
amostra total (membrana e citoplasma). A membrana de nitrocelulose foi incubada
com anticorpo primario (G8043, anti-phospho-GAP-43 pSer41, polyclonal rabbit,
Sigma-Aldrich, USA, 1:500) e com anticorpo secundario (Zymax anti-rabbit, Zymed
Laboratories, USA, 1:2000).

Para controle interno das membranas foi utilizada a marcacdo para a-
tubulina (anticorpo primario: T6199, anti-a-tubulina, monoclonal mouse, Sigma-
Aldrich, USA, 1:1000; anticorpo secundario: Zymax anti-mouse, Zymed
Laboratories,USA,1:2000).

A densidade éptica das bandas imunorreativas foi determinada por

densitometria digital (Scion Image Software).

3.6 Analise dos dados comportamentais

As gravacdes digitais das sessdes de treino dos GCC, GCR, GCd, GCdCa
e GCdVe, e de teste do GCdCa e do GedVe, foram transcritas com registros de
todos os comportamentos, no momento em que 0S animais 0s apresentavam,
utilizando-se o programa EthoLog 2.2 (Ethological Transcription Tool, 1995-99;
Ottoni, 2000).

A partir da seqUéncia comportamental obtida foram computados os
comportamentos registrados em intervalos de 30 s. A analise foi feita

considerando-se a frequéncia acumulada em blocos de cinco intervalos de
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registro, obtendo-se, assim, um total de oito blocos de intervalos de registro para
cada sesséo.

O registro dos comportamentos foi feito de acordo com a descricdo e
definicdo das categorias e itens comportamentais, contidas no catalogo de
comportamento de pombos (REIS et al., 1999). Essas categorias foram:

- Exploracdo (EXP): movimentos relacionados a orientagdo para investigagdo de
partes ou do ambiente como um todo. Compreende estender o0 pescogo
(alongamento do pescogo no eixo vertical — sentido cabeca-pé, aumentando a
distancia entre o tronco e a cabeca); explorar (movimentos sequenciais, rapidos e
repetidos de rotacdo, inclinagcdo e balangco da cabeca, combinados com
alongamento do pescoco. Postura em pé ou agachada.); alerta (postura ereta —
em pé, pescoco com extensdo total no sentido cabeca-pé; ocorre direcionamento
da cabeca para um ponto (fixar), seguido por movimentos de inclinacdo em varias
direcdes e oscilacdo da cabeca); rotar a cabeca (deslocamento lateral da cabeca
no plano horizontal em torno do eixo vertical, num angulo igual ou maior que 45°.
Postura em pé ou agachada.).

- Esquadrinhar (ESC): deslocamento lateral da cabec¢a no plano horizontal, com
rotacdo lenta da cabeca, percorrendo ponto a ponto um angulo de 180° em torno
do eixo vertical. Postura ereta ou agachada.

- Vigilancia (VIG): fixar. Orientacdo da cabeca para um ponto do ambiente, com
extensao restrita do pescoc¢o (angulo > 30° em relagédo ao tronco), permanecendo

imével ou com movimentos de pequena inclinagao e oscilagéo da cabeca.

52



Material e Métodos

- Exploracédo cautelosa (ECA): estando o animal em postura de congelamento,
ocorre extensao do pescoco e orientagdo da cabeca para uma determinada regidao
do ambiente, seguido por encolhimento do pescogo e retorno a condi¢cdo anterior
(periscdpio).

- Movimentos isolados (MOV): nesta categoria foram incluidos todos os
movimentos que resultam em mudancas restritas e/ou discretas de localizagao
espacial de partes do corpo do animal.

- Comportamentos pré-exploratérios (PRE): constituem reacbes reflexas que
foram geralmente observadas antecedendo o explorar, como o sobressalto e o
estremecimento.

- Locomocao (LOC): deslocamento do corpo no espaco, em relagdo a um ponto
qualquer que nado ele mesmo, envolvendo andar, pisotear, esvoacar, pular,
circular.

- Manutengdo (MAN): comportamentos relacionados com ajustes corporais e
vegetativos (bocejar, deglutir, piscar), auto-limpeza e estimulagao, cocar a cabeca
e 0 corpo.

- Parado (PAR): auséncia de movimentos observaveis do corpo ou parte desse; o
animal interrompe o movimento em curso ou fica sem se mover, em pé,
geralmente no centro da camara experimental e sem apoio peitoral, com o
pescoco encolhido ou em pequena extensao, com o bico voltado para a direcao
dos pés e com angulo entre o bico e o papo < 60°.

- Congelamento (freezing — FRZ): o comportamento de congelamento (freezing) foi

registrado cada vez que foram observados no minimo 5 dos seguintes critérios: a)

53



Material e Métodos

flexao total ou parcial das pernas (agachado ou encolhido); b) separacdo ampla
entre os pés (base de apoio alargada); c) cauda e asas desalinhadas; d) regido
ventral ou peitoral do corpo em contato com o piso ou com uma das paredes da
camara; e) pescoco com extensdo restrita ou encolhido; f) olhos totalmente
abertos; g) cabeca imével e direcionada para um unico ponto do ambiente; h)
respiracao acelerada e, i) auséncia de outros comportamentos observaveis.

Os registros foram discutidos e revistos por observadores-controles, para

fins de controle da validade dos dados.

3.7 Analise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados comportamentais percentuais nas
sessoes de treino e de teste, foi utilizada ANOVA de uma via, sendo o
comportamento, a variavel dependente e grupo, a variavel independente. Foi
utilizada ANOVA para medidas repetidas para comparar 0s grupos de animais e
os blocos de intervalos de registro (variaveis independentes) quanto aos
comportamentos de congelamento (freezing), vigilancia e exploracado (variaveis
dependentes) durante as sessdes de treino e de teste. As analises post hoc foram
realizadas com o teste para multiplas comparagdes de Tukey-Kramer.

Para a andlise estatistica dos dados moleculares, os valores de densidade
Optica obtidos por Western blot foram analisados utilizando-se o teste t pareado.

Considerou-se diferenca estatisticamente significativap 0,05.
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Experimento 1

Na Figura 3 sdo apresentados os dados percentuais de ocorréncia dos
comportamentos no GCdCa e no GCdVe, durante as sessbes de treino para
condicionamento e de teste ao contexto. Foi utilizada ANOVA para a andlise dos
dados. Na sessdo de treino o0s grupos apresentaram variabilidade
comportamental, indicada pela ocorréncia de diferentes comportamentos. Houve
maior ocorréncia dos comportamentos EXP, VIG e FRZ nos dois grupos, sem
diferenca significativa na ocorréncia desses comportamentos entre 0s grupos
(para EXP F19 = 0,78; p = 0,40; para VIG Fi19= 3,7; p = 0,08; para FRZ Fy ¢ =
0,01; p = 0,92). Os valores percentuais dos outros comportamentos registrados
(PRE, ESC, LOC, MOV e MAN) nao apresentaram diferenga significativa entre os
dois grupos (p > 0,05). Na sessdo de teste também foram observados varios
comportamentos com predominancia de EXP, VIG, FRZ nos dois grupos, sendo
FRZ significativamente mais observado no GCdVe (F19 = 9,40; p = 0,015) e EXP
no GCdCa (F19 = 20,62; p = 0,001). Os demais comportamentos ocorreram com
uma freqiéncia menor nos dois grupos e, de acordo com a analise estatistica

realizada, ndo apresentaram diferenca significativa entre eles.
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Figura 3. Valores percentuais (+EPM) dos comportamentos registrados durante as sessoes de
treino (superior) e de teste (inferior) do grupo tratado com calfostina C (GCdCa; CA; 5 ul — 300 ¢g
em DMSO 2% em salina) e o grupo tratado com veiculo (GCdVe; VE; 5 ul — DMSO 2% em salina).
PRE, pré-exploratorio; EXP, exploratério; ECA, exploracdo cautelosa; ESC, esquadrinhar; VIG,
vigilancia; FRZ, congelamento (freezing); PAR, parado; LOC, locomogdo; MOV, movimento
isolado; MAN, manutengéo. Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA de uma via: *p < 0,05.
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A Figura 4 apresenta os dados médios da ocorréncia dos comportamentos
de congelamento (freezing), vigilancia e exploracdo em funcdo dos blocos de
cinco intervalos de 30 s durante as sessdes de treino e de teste ao contexto para
0S grupos que receberam infusdo i.c.v. de calfostina C ou de veiculo. Na sessao
de treino, observa-se um aumento da ocorréncia de congelamento (freezing) ao
longo da sessdo e uma diminuicdo do comportamento de vigilancia, nos dois
grupos. A exploragdo mostra menores valores de ocorréncia que se mantém de
forma regular por toda a sesséo, nos dois grupos. A analise estatistica com o teste
ANOVA para medidas repetidas nao indicou diferenca significativa entre os grupos
para ocorréncia de congelamento (freezing) (F1. 9= 0,56; p = 0,47) e mostrou um
efeito significante de blocos (Fi, 7 = 5,71; p < 0,001). Andlises com mdltiplas
comparacdes feitas com o teste de Tukey-Kramer indicaram que o bloco 1 diferiu
significativamente dos blocos 6 e 8 (p < 0,05) e o bloco 2 diferiu significativamente
de todos os demais (p < 0,05), exceto do bloco 1. Com relagdo a ocorréncia de
vigilancia, a ANOVA néao evidenciou diferenca significativa entre os grupos (F1, ¢ =
0,14; p = 0,72), porém, mostrou um efeito significativo de blocos (F1 7= 3,17; p <
0,01). O teste Tukey-Kramer de multiplas comparac¢des indicou que o bloco 2 do
GCdVe foi significativamente diferente dos blocos 6, 7 e 8 (p < 0,05). Nao houve
diferenca significativa para a ocorréncia do comportamento exploratério entre os
grupos (F1, 9 = 0,88; p = 0,37) e nem entre os blocos (F1, 7= 1,52; p = 0,18). No
teste ao contexto observa-se uma diferenca entre os grupos nos valores de
ocorréncia de congelamento (freezing) e exploracdo, com valores mais elevados
de congelamento (freezing) no GCdVe e valores mais elevados de exploragdo no

GCdCa. As curvas com valores médios de ocorréncia de vigilancia nos dois
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grupos mostram sobreposicdo. A andlise estatistica com o teste ANOVA para
medidas repetidas indicou diferenca significativa entre os grupos para ocorréncia
de congelamento (freezing) (F1, 9= 5,57; p = 0,043), mas nao entre os blocos (F1, 7
=1,82; p = 0,1). Andlises com multiplas comparacdes feitas com o teste de Tukey-
Kramer indicaram diferenca significativa entre cada bloco do GcdVe em relacao
aos blocos correspondentes do bloco GCdCa (p < 0,05). Com relagédo a ocorréncia
de exploracdo, ANOVA evidenciou que houve diferenca significativa entre os
grupos (F1, 9= 18,29; p = 0,002) e um efeito significativo de blocos (F1,7=2,23; p =
0,043). O teste Tukey-Kramer de multiplas comparagdes indicou diferenca
significativa entre cada bloco do GCdVe em relacdo aos blocos correspondentes
do bloco GCdCa (p < 0,05). Nao houve diferenca significativa para a ocorréncia do
comportamento de vigilancia entre os grupos (F1, 9= 1,21; p = 0,30) € nem entre os

blocos (F1,7=1,07; p = 0,39).
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Figura 4. Valores médios (+EPM) dos comportamentos de congelamento (freezing), vigilancia e

exploracao registrados em oito blocos de 150 s nas sessdes de treino e de teste dos grupos
tratados com calfostina C (GCdCa, CA) e com veiculo (GCdVe, VE). Para analise estatistica foi
utilizada ANOVA para medidas repetidas. p < 0,05 * mostra diferenca entre os grupos; # diferenca
em relacao aos blocos 6 e 8; + diferengcas em relacdo a todos os blocos exceto o bloco 1 e #

diferenga em relagéao aos blocos 6, 7 e 8.

A Figura 5 ilustra secc¢des do encéfalo de pombos com coloragéao por azul

de Evans. Foram analisados apenas os dados dos animais que apresentaram

60



Resultados

coloracao no ventriculo apds injecdo do corante azul de Evans, indicando que a

canula estava posicionadai.c.v..

Figura 5. Corte coronal do encéfalo do pombo mostrando a coloragdo do ventriculo realizada
através de infusdo do corante pela canula implantada no animal. Esse procedimento foi realizado
em todos os animais do Experimento 1 para verificar a localizacdo da canula (i.c.v.). As setas
indicam os ventriculos corados com azul de Evans. A régua ilustrada permite uma referéncia de

medida do corte apresentado.

Experimento 2

Analise dos dados comportamentais

Os comportamentos exibidos na sessao de treino pelos trés grupos
manipulados (GCC, GCR e GCd) sdao mostrados na Figura 6. Os animais
experimentais apresentaram variabilidade comportamental, analisada por ANOVA.
A figura mostra que o GCC apresentou maior ocorréncia de PAR (Fz, 15 = 14,39; p

= 0,00083) durante a sessao de 20 min que o GCR e o GCd. Além disso, o GCC e
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o GCR apresentaram valores para ocorréncia de EXP significativamente maiores
(F2, 15 = 3,95; p = 0,0417) que aquele apresentado pelo GCd. Em contraste, FRZ
foi significativamente mais observado (F2, 15 = 7,53; p = 0,0054) no GCd e no GCR
em relacdo ao GCC. O GCR mostrou maior frequéncia de LOC (Fz, 15=4,81; p =
0,0243) comparado aos outros dois grupos. Os demais comportamentos
mantiveram baixos valores de ocorréncia e nao diferiram significativamente entre

os grupos (p > 0,05).
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Figura 6. Valores percentuais (+EPM) dos comportamentos registrados durante as sessoes de
treino para os grupos condicionado (GCd), controle-contexto (GCC) e controle-randémico (GCR).
PRE, pré-exploratorio; EXP, exploratério; ECA, exploracdo cautelosa; ESC, esquadrinhar; VIG,
vigilancia; FRZ, freezing; PAR, parado; LOC, locomogédo; MOV, movimento isolado; MAN,
manutencao. Para analise estatistica foi utilizada ANOVA de uma via. As diferencas estatisticas (p
< 0,05) sao indicadas pelos simbolos # em relagdo ao grupo condicionado; e em relagdo ao GCC;

x em relacdo ao GCd e ao GCC e * em relacdo ao GCd e GCR.
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A Figura 7 mostra as médias dos comportamentos de congelamento
(freezing), vigilancia e exploracdo para os grupos GCC, GCR e GCd, em funcao
dos blocos de cinco intervalos de 30 s, durante sessdo de 20 min. O GCC néo
mostrou congelamento (freezing) durante a sessdo e a exploracdao foi o
comportamento com maior ocorréncia nesse grupo. Por outro lado, o GCd exibiu
menores valores médios de exploragdo, em relacdo ao GCC e GCR, e um valor
crescente de congelamento (freezing) ao longo da sessao. As curvas que mostram
os valores médios de vigilancia para os trés grupos se sobrepdem. A andlise
estatistica com o teste ANOVA para medidas repetidas indicou diferenca
significativa entre os grupos para ocorréncia de congelamento (freezing) (Fz15 =
7,34; p = 0,0059) e mostrou um efeito significante de blocos (F1, 7 = 4,54; p <
0,001). Andlises com multiplas comparacoes feitas com o teste de Tukey-Kramer
indicaram que o bloco 2 do GCd diferiu significativamente dos blocos 5 e 8 (p <
0,05). A exploragdo apresentou uma diferenca significativa entre grupos (Fz,15 =
4,11; p = 0,038) e entre blocos (F1, 7 = 3,85; p < 0,05) quando analisada por
ANOVA. O teste Tukey-Kramer de multiplas comparacdes indicou que o bloco 2 e
o bloco 5 do GCR foram significativamente diferentes (p < 0,05). Com relagédo a
ocorréncia de vigilancia, a ANOVA néao evidenciou diferenca significativa entre os
grupos, embora p tenha valor marginal (Fz15 = 3,61; p = 0,052), e nem entre
blocos (F1, 7= 0,70; p = 0,68), mas, houve uma interacao significativa entre grupos

e blocos (F2,14=0,70; p = 0,032).
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Figura 7. Valores médios (+EPM) dos comportamentos congelamento (freezing), vigilancia e
exploragao registrados em oito blocos de 150 s nas sessdes de treino dos grupos condicionado
(GCd), controle-contexto (GCC) e controle-randémico (GCR). Legenda:  (condicionado),
(contexto) e o (randémico). Para analise estatistica foi utilizada ANOVA para medidas repetidas. p
< 0,05 * mostra diferenca entre os grupos; # diferenca em relagao aos blocos 5 € 8 e * diferenca
em relagéo ao bloco 5.
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Analise dos dados moleculares

Como a ativacao da PKC depende de sua translocacao para a membrana,
ela foi analisada por Western blot com fracionamento de membrana e citoplasma,
nos grupos GC, GCC, GCR e GCd. A Figura 8 mostra a razao entre os valores de
densitometria 6ptica encontrados para a pPKC4&/all ligada a membrana e aqueles
encontrados para pPKCa/all citoplasmatica. A analise dos dados por teste t

pareado nao mostrou diferenca significativa entre os grupos.

pPKC de Membranaf pPKC Citoplasmatica

1.8 1

0,5 4

D.0. membrana f D.0O. citoplasma
_|

Controle Contexto Fanddrico Condicionado

Figura 8. Razao das densintometrias pticas das bandas imunorreativas para pPKC &/all na fragao
de membrana e na fragao citoplasmatica (+EPM). Andlise estatistica utilizada: teste f pareado.

Na Figura 9 observa-se os dados médios da densitometria éptica referentes
ao Western blot, fracbes de membrana e citoplasmatica, dos grupos GC, GCC,
GCR e GCd. Os dados sao expressos como uma porcentagem do grupo Controle
e representam a média +EPM. De acordo com teste t pareado, ndo houve

diferenca significativa entre os grupos (p>0,05).
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Figura 9. Andlises desintométricas das bandas imunorreativas para pPKC &/all nas porcées de
membrana e citoplasmatica. Os dados foram expressos como porcentagem dos valores do controle
e representam as médias (+EPM). Bandas imunorreativas representativas para pPKC &/all e a-
tubulina sdo mostrados na parte inferior do grafico. Analise estatistica utilizada: teste t pareado.
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Experimento 3

Para determinar o curso temporal de ativacdo da pPKCa/all, foi realizado
Western blot com fracionamento de membrana e citoplasma com as amostras dos
animais pertencentes aos grupos G1 min (sacrificado 1 min apés o treino), G1h
(sacrificado 1h apds o treino), G2h (sacrificado 2h apds o treino) e G24h
(sacrificado 24h apéds o treino). Os animais controle (GC) nao foram treinados. Os
valores meédios da densitometria, tanto para a razdo entre pPKC&/all na
membrana e pPKCa/all citoplasmatica (Figura 10), quanto para a pPKCa/all ligada
a membrana ou pPKCa/all citoplasmatica (Figura 11), ndo mostraram diferenca

significativa quando analisados por teste t pareado (p > 0,05).
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Figura 10. Razao das densintometrias opticas das bandas imunorreativas para pPKC&/all na
fracdo de membrana e na fracao citoplasmatica (+EPM). Andlise estatistica utilizada: teste t pareado.
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Figura 11. Analises densintométricas das bandas imunorreativas para pPKC &/all nas porgoes de
membrana e citoplasmatica. Os dados foram expressos como porcentagem dos valores do controle
e representam as médias (+EPM). Bandas imunorreativas representativas para pPKC a/all e o-
tubulina sdo mostrados na parte inferior do grafico. Analise estatistica utilizada: teste t pareado.

A Figura 12 apresenta os dados médios da densitometria 6ptica das bandas
imunorreativas para pGAP-43, nas amostras totais (membrana e citoplasma) dos
grupos GC, Gimin, G1h, G2h e G24h. Os dados sdo expressos como uma
porcentagem do grupo Cont. e representam a média +EPM. De acordo com teste ¢
pareado, houve diferenca significativa entre GC e G1min (& = 6,296; p < 0,01) e
uma diferenca com significancia marginal entre GC e G24h (4 = 2,655; p =

0,0567).
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Figura 12. Andlise densitométrica das bandas imunorreativas para pGAP-43. Os dados foram
expressos como porcentagem dos valores do controle e representam as médias (+EPM). Bandas
imunorreativas representativas para pGAP-43 e a-tubulina na parte inferior do grafico. A analise
estatistica utilizada foi teste t pareado e mostrou diferencga significativa do grupo G1min em relacao
ao GC. "p < 0,05.
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Discussdo

Os resultados do presente trabalho indicam o envolvimento da PKC nos
processos de aprendizagem e memédria em pombos submetidos ao
condicionamento classico aversivo, e, assim, confirmam dados da literatura
obtidos com outras aves e roedores e também com outras tarefas de
aprendizagem (ALI, BULLOCK e ROSE,1988; BANK et al.,1988; BURCHULADZE,
POTTER e ROSE,1990; SHEU et al., 1993; ZHAO et al., 1994; JERUSALINSKY et
al., 1994; SERRANO et al., 1995; CAMMAROTA et al., 1997; SWEATT et al. 1998;
PARATCHA et al., 2000; YOUNG et al., 2002). Neste trabalho, a participacédo da
PKC foi evidenciada através dos efeitos amnésicos provocados pela injecao i.c.v.
do inibidor dessa proteina, calfostina C, e observados pela menor expressao de
congelamento (freezing) quando os animais que receberam a droga foram re-
expostos ao contexto de treino. O envolvimento da PKC hipocampal pbéde ser
verificada por meio da fosforilagdo do substrato da PKC, GAP-43, observada por
Western blot. Contudo, as analises semi-quantitativas de immunoblot pés-treino
da PKCa/all no hipocampo nao indicaram diferencas significativas em relacédo aos
grupos controles.

A calfostina C, potente inibidor seletivo da PKC, é um composto
fotossensivel produzido pelo fungo Cladosporium cladosporioides. Ela interage de
modo irreversivel com uma regidao no dominio regulatério que € comum a todas as
isoformas da PKC (KOBAYASHI et al., 1989), impedindo sua translocacao para a
membrana. Os dados indicam que a administracao de calfostina C 1h antes do
treino interferiu com a expressao da resposta de medo condicionado avaliada no

teste 24h apds o treino, o que nao ocorreu nos animais tratados com veiculo.
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Esses resultados estdo em acordo com trabalhos realizados em mamiferos que
demonstraram os efeitos amnésicos de outros inibidores da PKC sobre a memoria
para diferentes tarefas de aprendizagem (JERUSALINSKY et al., 1994;
PARATCHA et al., 2000; BONINI et al, 2007). Zhao, Sedman e Gibbs (1994) e
Serrano et al.(1995) também observaram prejuizo da memodria para esquiva
inibitéria em pintainhos submetidos ao tratamento com inibidores da PKC.

No condicionamento classico aversivo ha uma associacdo entre um EC
(som) e um EI (choque). Como resultado o EC adquire a propriedade de eliciar a
resposta antes eliciada pelo choque. O El também se associa ao contexto em que
ocorreu o condicionamento (MAREN, AHARONOV e FANSELOW, 1997; REIS et
al., 1999; MAREN e HOLT, 2000). Os animais dos grupos GCdCa e GCdVe foram
expostos ao pareamento som-choque, na sessao de treino para condicionamento
classico aversivo e nao mostraram diferencas comportamentais quando
comparados entre si. Os comportamentos de exploracdo, vigilancia e
congelamento (freezing) foram os mais evidentes durante o treino. Isso se deve ao
fato de que quando é exposto a um ambiente novo o animal faz uma avaliagdo
desse ambiente expressando comportamentos de exploracdo, que diminuem ao
longo da sesséao de treino. A vigilancia é inferida como uma avaliagao de risco que
constitui, segundo Blanchard & Blanchard (1988), o primeiro nivel de
comportamento defensivo e ocorre quando o ambiente € novo, implicando
potencial perigo ou ameaga, ou quando o perigo nao esta presente no ambiente
onde ele foi apresentado previamente (SHUHAMA et al., 2007). No decorrer da
sessao de treino, a medida que o estimulo aversivo (choque) é apresentado, 0s

comportamentos de exploracéo e vigilancia dao lugar a uma maior expressao da
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resposta de congelamento (freezing), que constitui 0 segundo nivel de defesa
(BLANCHARD & BLANCHARD, 1988). O congelamento (freezing) € usualmente
caracterizado em roedores por uma total auséncia de movimentos, exceto aqueles
requeridos para a respiracado. Essa resposta € usada como um indice de medo em
estudos experimentais, quando ocorre em ambientes fechados que ndo permitem
a fuga em resposta ao estimulo que sinaliza o estimulo nocivo (SHUHAMA et al.,
2007). As estratégias basicas de defesa sdo conservadas através das espécies,
determinadas por sua funcado adaptativa comum. Sao observadas em estudos
realizados com os mais diversos animais, contudo, a maneira com que cada
espécie executa a mesma estratégia defensiva varia consideravelmente. Em
pombos o0 congelamento (freezing) é caracterizado por: flexao total ou parcial das
pernas (agachado ou encolhido); separacdo ampla entre os pés (base de apoio
alargada); cauda e asas desalinhadas; regido ventral ou peitoral do corpo em
contato com o piso ou com uma das paredes da camara; pesco¢o com extensao
restrita ou encolhido; olhos totalmente abertos; cabeca imovel e direcionada para
um unico ponto do ambiente; respiracdo acelerada e auséncia de outros
comportamentos observaveis (REIS et al., 1999; BRITO, BRITTO e FERRARI,
2006).

Na sessao de teste ao contexto, os animais foram re-expostos ao ambiente
do treino, local que apresenta propriedades aversivas condicionadas. Esse teste
constitui, na realidade, um teste de evocacgao/recuperacdo das informacoes
aversivas, 24h apés o treino. Assim sendo, 0os animais apresentam uma resposta
condicionada de medo ao contexto anteriormente associado a experiéncia

aversiva, indicando a evocagao da memoria aversiva.

73



Discussdo

O GCdVe apresentou uma maior ocorréncia de congelamento (freezing)
durante a sesséo de teste comparado ao GCdCa, evidenciando que a memoria
aversiva ao contexto de condicionamento nesses animais, que receberam apenas
veiculo, ndo foi prejudicada. O GCdVe demonstrou, portanto, uma consolidacao
da memédria de associacdo do evento aversivo ao contexto em que foi
apresentado (MAREN e HOLT, 2000; SANDERS, WILTGEN e FANSELOW,
2003). Por outro lado, o GCdCa mostrou maior ocorréncia de exploragdo e menor
ocorréncia de congelamento (freezing) quando re-exposto ao contexto, o que pode
ser interpretado como evidéncia de prejuizo na memoria aversiva provavelmente
devido aos efeitos do inibidor da PKC, administrado antes do treino. Considera-se
que essa interferéncia negativa sobre o condicionamento aconteca devido a acao
inibitéria da calfostina C sobre a PKC. A ligagdo da calfostina C com o sitio
regulatério da PKC impede a translocacao da proteina para a membrana, a sua
mudanca para a forma ativa e a fosforilagdo dos seus substratos. Dessa forma,
ocorre um bloqueio dos mecanismos de sinalizagao intracelular que sdo mediados
pela PKC e que participam dos processos de aprendizagem e meméria. E
interessante notar que durante a sessao de treino ambos os grupos, GCdVe e
GCdCa, exibiram a mesma variabilidade comportamental, tornando evidente que a
droga nao estaria interferindo na capacidade geral de expressdao dos
comportamentos nos animais tratados. E importante considerar, no entanto, uma
possivel interferéncia do inibidor da PKC sobre as areas paliais, em intima relagao
com os ventriculos, e ligadas a aspectos motivacionais do animal. Essa possivel

interferéncia pode ter colaborado para a intensificagdo da atividade motora e
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consequente expressivo aumento do comportamento exploratério, como
evidenciado pelo GCdCa durante a sessao de teste.

Através de intervencdes antes do treino tanto a aquisicdo quanto a fase
inicial da consolidagdo da memdria podem ser afetadas. A andlise dos dados
comportamentais no presente estudo n&o evidenciou efeitos da calfostina C sobre
a expressao de comportamentos durante a sessdo de treino, fundamentando a
interpretacdo de que a fase de aquisicdo ndo foi afetada. Assim, pode ser
considerado que a infus&o i.c.v. de calfostina C 1h antes do treino utilizada no
Experimento 1 afetou a memdria contextual possivelmente por interferir na fase
inicial de consolidacao da memodria.

Serrano et al. (1995) investigaram os efeitos amnésicos da queleritrina
injetada no IMM (Mesopallium intermediomediale, anteriormente chamado IMHV,
Intermediomediale hiperstriatum ventrale) 15, 10 ou 5 min antes do treino de
esquiva inibitéria em pintainhos e 5 ou 10 min apds o treino. Os resultados
mostraram que a queleritrina prejudicou a formacao da memdria quando injetada 5
min antes do treino, fornecendo evidéncia de que a ativagdo da PKC é necessaria
para a formagdo da memoria. Esses resultados sdo consistentes com conceitos
relativos aos estagios de formacdo de meméria (GIBBS e NG, 1977; apud
SERRANO, 1995) e com a sequUéncia de ativacdo das vias de sinalizacao
intracelular (ROSE, 1991; apud SERRANO, 1995). Os resultados do Experimento
1 estdo em acordo com essas consideracgoes.

A observacdao dos efeitos amnésicos da calfostina C sobre a meméria
contextual aversiva poderia estar relacionada com alteracées em circuitos do

hipocampo que envolvem sinalizagdo via PKC. No Experimento 2, portanto, foi
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analisada a participacao da PKCa/all no hipocampo de pombos apdés o treino em
condicionamento classico aversivo. Apesar das evidéncias comportamentais e
diferencas entre os grupos, a andlise molecular por Western blot realizada com
fracionamento de membrana e citoplasma no Experimento 2, ndo mostrou
diferenca significativa na ativagdo da PKCa/all entre os grupos GCC, GCR e GCd.

O grupo GCC, submetido a uma sessdo de 20 min de exposigdo ao
contexto de condicionamento apenas, sem apresentacao de estimulos, mostrou
uma discreta resposta inicial de congelamento (freezing) e alta incidéncia de
exploragdo. Isso € justificavel pelo fato de estar sendo exposto a um ambiente
novo, mas, inécuo, sem qualquer valor aversivo que mantenha a resposta de
congelamento (freezing). Apresentou, também, grande ocorréncia do
comportamento parado que se deve provavelmente a uma habituagdo ao contexto
ao longo da sessao. O GCR foi exposto a uma sessdo de 20 min no contexto de
condicionamento com apresentacdo dos estimulos (som e choque) de forma
aleatéria, sem relacéo de contingéncia. Apesar de apresentarem altos valores de
ocorréncia de exploragdo e congelamento (freezing), os animais desse grupo
mostraram um padrdo de comportamento diferente daqueles apresentados tanto
por GCC quanto por GCd, com uma alta incidéncia de locomocéao. Devido a falta
de contingéncia e contiglidade, esses animais ndo conseguem prever a
apresentacdo do estimulo, nem formar uma relagdo funcional entre eles,
diferentemente do GCd. O GCd passou por uma sessao de treino para
condicionamento classico aversivo, exibindo variabilidade comportamental e
valores crescentes de congelamento (freezing) ao longo da sessao. E interessante

notar que esse grupo exibiu padrdo de comportamento semelhante aquele
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apresentado pelos grupos GCdVe e GCdCa durante a sessao de treino, no
Experimento 1.

Varios trabalhos descrevem diferentes picos de ativacao para a PKC ap6s o
treino (JERUSALINSKY et al., 1994; CAMMAROTA et al., 1997; ATKINS et al.,
1998; PARATCHA et al., 2000; WALLENSTEIN, VAGO e WALBERER, 2002;
YOUNG et al., 2002). No trabalho de Atkins (1998), o sacrificio dos animais foi
realizado em diferentes pontos temporais ap6s o treino: imediatamente (1 min),
1h, 2h e 24h, sendo verificada maior fosforilacdo da PKC no hipocampo 1h apés o
treino de condicionamento classico aversivo e 24h apds o condicionamento
contextual. Num outro trabalho com condicionamento aversivo (YOUNG et al.,
2002) mostrou-se um aumento na atividade da PKC 15 min ap6s o treino que se
manteve por um periodo de tempo variavel de acordo com a isoforma. Os niveis
de PKC4& na membrana aumentaram no intervalo compreendido entre 15 a 90 min
pds-treino, retornando entdo aos niveis basais, enquanto os niveis de PKCal na
membrana ndo mostraram alteracées significativas. A PKCa& aumentou
significativamente na membrana em diferentes tempos (30 e 90 min; 48 a 72h)
apo6s o condicionamento. Por outro lado, Paratcha et al. (2000) relataram um
aumento significante de PKCpI ligada a membrana 0, 30 e 120 min apés o treino,
mas, nenhuma alteracdo significante de PKCoa. Cammarota et al. (1997)
analisaram a atividade da PKC através do estudo in vitro da fosforilacdo de seu
substrato especifico, B-50/GAP-43, que aconteceu aos 30 min, mas nao aos 10 ou

60 min pos-treino.
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Outros trabalhos analisaram o intervalo de tempo para ativacdao da PKC
apos o treino indiretamente pela administracdo de inibidores. Jerusalinsky et al.
(1994) observaram que quando CGP 41321 foi infundido no hipocampo
imediatamente ou 30 min apds o treino ocorreu amnésia completa da tarefa de
esquiva inibitéria diferentemente do que aconteceu quando a infuséo foi realizada
aos 120 ou 180 min ap6s o treino. Wallenstein, Vago e Walberer (2002)
encontraram que H-7, inibidor de PKC e PKA, produziu déficits na memoria
aversiva de ratos, avaliados no teste, quando administrado 90 ou 180 min apds o
treino para condicionamento classico aversivo, sendo que o efeito maximo foi
observado no grupo em que a administracao ocorreu 90 min apds o treino.

Considerando a diversidade dos resultados encontrados na literatura em
relacdo ao ponto temporal de ativacdo da PKC no hipocampo e os resultados
obtidos no Experimento 2, é possivel questionar se o intervalo de 2h pdés-treino
utilizado para analise da ativacao da PKCa/all na regidao hipocampal foi adequado.
Desse modo, seria interessante verificar a ativacdo da PKC em outros intervalos
de tempo.

O Experimento 3 seguiu a mesma seqiéncia de intervalos temporais
utilizada por Atkins et al. (1998) em seu experimento com ratos submetidos ao
condicionamento classico aversivo. Assim, foi realizada analise por Western blot
para verificar a ativacdo da PKCa/all no hipocampo de pombos sacrificados
imediatamente (1 min), 1h, 2h e 24h apds o treino. Nao houve diferenca entre os
grupos condicionados e nem entre esses e 0 grupo controle. Esse resultado esta
em acordo com aqueles obtidos por Paratcha et al. (2000) que, trabalhando com

ratos submetidos a tarefa de esquiva inibitdéria, mostraram nao haver aumento

78



Discussdo

significativo especifico do treino da PKC a, Bll e y na fracdo de membrana em
qualquer ponto temporal analisado (0, 30 e 120 min). Observaram também que a
PKCBI teve seus niveis aumentados na fragdo de membrana aos 0, 30 e 120 min
pds-treino indicando que essa isoforma participa na fase inicial de formacao da
memoria de esquiva inibitéria. No entanto esses dados s&o contraditérios aqueles
apresentados por Young et al. (2002) para o condicionamento aversivo de que 0s
niveis de PKCa estdo aumentados na membrana dos 15 aos 90 min apés o treino
e que os niveis de PKCBII na fragdo de membrana diminuem de 15 a 30 min apés
o treino. Esses autores ainda observaram que nao houve alteracao significativa na
quantidade de PKCBI na membrana, exceto por um pequeno decréscimo 48h
depois do treino e que a PKCy aumentou significativamente de 30 a 90 min e 48-
72h ap6s o treino. Sugeriram, assim, que PKCa, PKCBI e PKCy sdo responsaveis
pela fase inicial da formagcdo de memoria.

Considerando essa diversidade nos resultados relativos as isoformas da
PKC envolvidas na formagdo de memoéria para diferentes tarefas de
aprendizagem, poderia ser questionado se a ativacdo de uma determinada
isoforma seria especifica para uma determinada tarefa. Outra explicacdo para
essa diversidade de resultados poderia ser a regionalizacdo na expressao das
isoformas. Van der Zee et al. (1995) realizaram um trabalho mostrando a
distribuicdo diferencial das células imunorreativas para as isoformas da PKC no
cérebro de pintainhos e evidenciaram a presenca de PKCo/ em partes restritas
da regido hipocampal. Essa regionalizacdo restrita na expressdo da PKCo/p

poderia proporcionar uma diferenga sutil entre os niveis da proteina ligada a
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membrana nas condicdes basal e pos-treino, suficiente para desencadear a
cascata bioquimica envolvida na formacdo da memoria, mas, ndo para ser
detectada pelo método utilizado nesse trabalho.

As cascatas bioquimicas de sinalizacao intracelular amplificam os sinais
que chegam até a célula. Por essa razdo é possivel que o substrato de uma
determinada enzima esteja presente na célula em uma quantidade maior que
aquela da enzima em questdo, upstream a ele. Alguns trabalhos avaliaram a
atividade da PKC através da analise de proteinas cuja ativacdo é dependente da
PKC como MARCKS (SHEU et al.,, 1993) e GAP-43 (SHEU et al., 1993;
CAMMAROQOTA et al.,, 1997; YOUNG et al., 2002). Partindo desse principio foi
analisada a ativacdo da GAP-43, proteina pré-sindptica substrato da PKC,
especifica do tecido neural e importante para os mecanismos de plasticidade
sinaptica envolvidos com a aprendizagem e memoéria. A analise semi-quantitativa
por Western blot mostrou um aumento significativo da GAP-43 fosforilada no
G1min em relagdo ao GC fornecendo uma evidéncia indireta da ativacdo da PKC
no hipocampo de pombos submetidos ao condicionamento classico aversivo, na
fase inicial da formacdo da memoria. Também foi observado um aumento
marginalmente significativo no grupo 24h em relacdo ao GC. Young et al. (2002)
que indicaram uma alteracao bifasica na fosforilacdo da GAP-43 no hipocampo de
ratos, com uma reduc¢ao no periodo logo apds o condicionamento — 15 a 30 min,
seguida por uma volta ao nivel basal aos 60 min e um aumento duradouro a partir
dos 90 min até 72h pos-treino. Esses autores ainda propuseram uma diferenca
espécie-especifica na fosforilacdo da GAP-43, visto que os mesmos estudos

realizados em ratos e em camundongos nao apresentaram os mesmos resultados.
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lzquierdo e seu grupo (CAMMAROQOTA et al., 1997) relataram aumento da GAP-43
fosforilada 30 min ap6s o treino para a tarefa de esquiva inibitéria. Devem,
portanto, ser levadas em consideracdo para interpretacdo desses diferentes
resultados, as diferentes espécies de animais e tarefas de aprendizagem
utilizadas nos estudos.

Com relacéo a isoforma da PKC envolvida, segundo Sheu et al. (1990) e
Benowitz e Routtenberg (1997) a GAP-43 é preferencialmente fosforilada pela
PKCa. Paratcha et al. (2000) encontraram pontos temporais semelhantes para
ativacao da PKCal e fosforilacdo da GAP-43 no hipocampo de ratos submetidos a
tarefa de esquiva inibitéria. Em contraste, Young et al. (2002) trabalhando com
condicionamento aversivo em ratos propuseram que a PKCall seria responsavel
pela fosforilacdo da GAP-43, por apresentarem um curso temporal de ativagao
similar. Diante do exposto, e considerando que a GAP-43 é preferencialmente
fosforilada pela isoforma & da PKC, é possivel que a PKC&/all hipocampal esteja
envolvida na ativagdo da GAP-43, 1min pds-treino observada no Experimento 3,
apesar da variagdo em sua atividade nao ter sido demonstrada pelos
experimentos utilizando Western blot. Também pode ser considerado o
envolvimento de outras isoformas da PKC nesse processo, que nao a PKCa/all.

Os dados do presente trabalho tomados em conjunto, sugerem o
envolvimento da PKC nos mecanismos subjacentes aos processos de
aprendizagem e memoria aversiva em pombos. Particularmente, o aumento
significativo da GAP-43 fosforilada no hipocampo indica a participacao da PKC
hipocampal. Contudo, ndo evidencia precisamente o envolvimento da PKCa/all

sugerindo que outras isoformas da PKC podem estar atuando. Dessa forma,
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esses resultados contribuem para o conhecimento sobre o condicionamento
aversivo em pombos com evidéncias experimentais inéditas quanto a seus
mecanismos moleculares subjacentes e levantam questées para serem avaliadas,

analisadas e respondidas por trabalhos subsequientes.
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O presente trabalho insere-se numa sequéncia de estudos sobre
condicionamento classico aversivo em pombos desenvolvidos em nosso
laboratério, acrescentando informagcbes que contribuem para a andlise dos
fundamentos comportamentais, celulares e moleculares dos processos de
aprendizagem e memdria de eventos aversivos. Os resultados obtidos em
conjunto indicam que:

1. 0 processo de memoria contextual aversiva em pombos submetidos ao
condicionamento classico aversivo envolve mecanismos de plasticidade sinaptica
mediados pela PKC.

2. a administragdo i.c.v. de calfostina C, inibidor da PKC, resulta em
prejuizo na consolidacao da memdria contextual aversiva, evidenciado por menor
expressao da resposta condicionada de medo ao contexto.

3. 0 processo de memodria contextual aversiva em pombos envolve a
ativacao da PKC no hipocampo como indicado pelo aumento significativo de seu
substrato, GAP-43, fosforilado.

4. a participacdo da PKC hipocampal estaria relacionada com a fase inicial

da consolidagdo da memoria contextual aversiva em pombos.
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