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RESUMO

O neuropeptideo PACAP (polipeptideo ativador da adenilato ciclase pituitaria)
possui um amplo espectro de fungdes bioldgicas, como neurotransmissor, neuromodulador,
neuroprotetor e fator neurotrofico. Além disso, estudos sugerem que o PACAP desempenha
um importante papel na modula¢do do comportamento social, aprendizagem e memoria, bem
como na estimulagdo da producao de 6xido nitrico (NO) e na modulacao da atividade dos
receptores glutamatérgicos do tipo NMDA. O presente estudo teve como objetivo investigar,
na regido CAl do hipocampo dorsal e na amigdala basolateral (BLA), a participagdo do
PACAP nas memorias de medo condicionado ao contexto (MCC) e de reconhecimento social
(RS). Para isso, ratos Wistar machos adultos, com canulas implantadas bilateralmente na
regido CA1 do hipocampo ou na BLA, foram treinados nas tarefas de medo condicionado ao
contexto ou reconhecimento social. Verificou-se que, o antagonista do PACAP (PACAP 6-
38; 40 pg/lado), quando infundido intra-CA1 ou intra-BLA imediatamente apds a sessdo de
treino do MCC, prejudica a consolidagdo dessa memoria. Contudo, esse efeito ndo foi
observado quando o agonista dos receptores NMDA (D-serina; 50 pg/lado) foi infundido
concomitantemente com o PACAP 6-38. Verificou-se também que, quando infundido intra-
CA1 imediatamente apos a sessdo de treino da extingdo do MCC, o PACAP 6-38 prejudica a
memoria de extingdo, entretanto, esse efeito ndo foi observado na BLA ou quando o PACAP
6-38 foi infundido intra-CA1l concomitantemente com D-serina. Ainda, verificou-se que,
quando infundido intra-CAl ou intra-BLA imediatamente apds a tarefa de reconhecimento
social, o PACAP 6-38 prejudica a consolidagdo dessa memoria, porém, esse efeito ndo foi
observado quando o doador de o6xido nitrico (SNAP; 5 pg/lado) foi infundido
concomitantemente com o PACAP 6-38. Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem
que o PACAP participa da consolidacdo e da extincdo da memoria de MCC, e que esse efeito
parece ocorrer através dos receptores NMDA. Além disso, os resultados também indicam que
o PACAP participa da consolidagdo da memoria de reconhecimento social, e que esse efeito

parece ocorrer através da agdo do 6xido nitrico.

Palavras-chave: PACAP, consolidagdo, extingdo, medo condicionado ao contexto, receptores

NMDA, reconhecimento social, 6xido nitrico.



ABSTRACT

The PACAP neuropeptide (pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide) has
a wide spectrum of biological functions, such as neurotransmitter, neuromodulator,
neuroprotective and neurotrophic factor. Furthermore, studies suggest that PACAP plays an
important role in the modulation of social behavior, learning and memory, as well as the
stimulation of nitric oxide (NO) production and modulation of the activity of the NMDA -type
glutamatergic receptors. This study aimed to investigate, in the CA1l region of the dorsal
hippocampus and the basolateral amygdala (BLA), the participation of PACAP in the
contextual fear conditioning memory (CFC) and social recognition memory (SR). For this,
adult male Wistar rats with cannulas implanted bilaterally in the CAl region of the
hippocampus or the BLA, were trained in contextual fear conditioning or social recognition
tasks. It was observed that the PACAP antagonist (PACAP 6-38, 40 pg/side), when infused
intra-CA1 or intra-BLA immediately after the training session of the CFC, impairs
consolidation of memory. This effect was not observed when NMDA receptor agonist (D-
serine, 50 pg/side) was infused concomitantly with PACAP 6-38. It was also found that when
infused intra-CA1 immediately after the training session the extinction of the CFC, the
PACAP 6-38 impairs memory of extinction, however, this effect was not observed in BLA or
when the PACAP 6-38 was infused intra-CA1 concomitantly with D-serine. Further, it was
found that when infused intra-CA1 or intra-BLA immediately after the social recognition task,
PACAP 6-38 impairs consolidation of memory and this effect was not observed when nitrous
oxide donor (SNAP; 5 pg/side) was infused concomitantly with PACAP 6-38. The results
obtained in this study suggest that PACAP participates in the consolidation and extinction of
CFC memory, and that this effect seems to occur through NMDA receptors. Furthermore, the
results also indicate that PACAP participates in the consolidation of the social recognition

memory, and that this effect seems to occur through the action of nitric oxide.

Keywords: PACAP, consolidation, extinction, contextual fear conditioning, NMDA receptors,

social recognition, nitric oxide.
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1. INTRODUCAO

1.1. Memoria: Conceito e Classificacao

Memoéria € a capacidade de aquisicdo, armazenamento e conservacdo de
informacdes, as quais podem ser evocadas e utilizadas posteriormente (IZQUIERDO, 2011).
Pode-se dizer que as memorias formam um conjunto de sistemas neurais que mantém a
histéria pessoal de cada individuo, possibilitando que este modifique seu comportamento ao
longo da vida (IZQUIERDO, 2011; SQUIRE; KANDEL, 2003). A maior parte do que um ser
humano sabe sobre o mundo foi adquirida por meio de suas experiéncias e mantida pela sua
memoria, entretanto, quando a memoria € perdida, como na doenga de Alzheimer, o individuo
perde a capacidade de recriar o passado e, em consequéncia disto, perde a conexdo consigo
mesmo e com os outros (SQUIRE; KANDEL, 2003).

A memoria pode ser classificada em relagdo a natureza de seu contetido ou em
relagdo ao seu tempo de duragdao. Quanto a natureza de seu contetido, as memorias podem ser
divididas em memorias explicitas (declarativas) ou implicitas (ndo declarativas)
(BADDELEY; ANDERSON; EYSENCK, 2011; IZQUIERDO, 2011; KANDEL, 2001).

As memorias explicitas podem ser subdividas em episddica e semantica
(IZQUIERDO et al., 2006; SQUIRE; KNOWLTON; MUSEN, 1993; STERN; ALBERINI, 2013).
As memorias episodicas possuem um contexto espacial e temporal (SQUIRE; KNOWLTON;
MUSEN, 1993). Referem-se a eventos aos quais o individuo assiste ou participa, como por
exemplo uma viajem, a formatura do filho, ou a sua prorpia formatura. Por sua vez, as memorias
semanticas referem-se a conhecimentos de ordem geral, tais como a lingua portuguesa, medicina,
historia, etc (BURIANOVA; MCINTOSH; GRADY, 2010; CONWAY, 2009; IZQUIERDO,
2011; KOMPUS et al., 2009; RENOULT et al., 2012).

As memorias implicitas compreendem as memorias de ‘“como executar
determinada atividade”, como por exemplo as memorias de habilidades motoras
(MAYFORD:; SIEGELBAUM; KANDEL, 2012; STERN; ALBERINI, 2013). Também sao
memorias implicitas a habituacdo (decréscimo da resposta a estimulos benignos repetidos), o
priming (evocacdo de memorias sob a apresentacdo de uma dica) e as memorias decorrentes do
treinamento em tarefas de condicionamento classico (memorias associativas) (BEAR;
CONNORS; PARADISO, 2007; IZQUIERDO, 2011; SCHUCHARD; THOMPSON, 2014;
SQUIRE; KNOWLTON; MUSEN, 1993).
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A formagdo das memorias explicitas e implicitas depende de estruturas
encefalicas diferentes (ALBRIGHT; KANDEL; POSNER, 2000; IZQUIERDO, 2011,
KANDEL, 2001; KOLB; WHISHAW, 2002; SQUIRE; WIXTED; CLARK, 2007). As
memorias explicitas requerem a integridade do lobo temporal medial, que compreende o
hipocampo, o giro denteado e o complexo subicular, juntamente com os cortices entorrinal,
perirrinal e parahipocampal. Em contrapartida, as memdrias implicitas independem do lobo
temporal e envolvem diferentes estruturas, como a amigdala, os ganglios da base e o cerebelo
(ALBRIGHT; KANDEL; POSNER, 2000; BAILEY; BARTSCH; KANDEL, 1996;
BALDERAS et al., 2008; IZQUIERDO, 2011; LEES; JONES; KANDEL, 2000; SQUIRE;
WIXTED; CLARK, 2007). E importante ressaltar que as memorias implicitas e explicitas ndo
sdo entidades distintas atuando sozinhas, elas coexistem e interagem frequentemente
(STERN; ALBERINI, 2013).

Quanto a perdurabilidade, a memoria pode ser classificada em memoria de
trabalho, memoria de curta duragdo e memoria de longa duragdo. A memoria de trabalho
possibilita que o individuo compreenda o ambiente externo que lhe cerca, exercendo uma
funcdo executiva que auxilia 0 mesmo nas tomadas de decisdes (BADDELEY; ANDERSON;
EYSENCK, 2011; BEAR; CONNORS; PARADISO, 2007). Este tipo de memoria parece
depender basicamente da atividade elétrica dos neuronios do cortex pré-frontal (IZQUIERDO,
2011; IZQUIERDO et al., 1998; ZANTO et al., 2011), ndo perdura mais do que 1 - 3 minutos
e ndo forma “arquivos” (BADDELEY, 1992; D’ESPOSITO et al., 1995; IZQUIERDO, 2011;
SCHUCHARD; THOMPSON, 2014).

As memorias de curta e de longa duracdo utilizam as mesmas estruturas cerebrais
para seu processamento, como hipocampo, cortex entorrinal e amigdala, porém envolvem
mecanismos moleculares independentes (IZQUIERDO, 2011). As memorias de curta duracao
(STM; do inglés: short-term memory) persistem por poucos minutos até no maximo seis
horas, ndo requerem sintese de mRNA (do inglés: messenger ribonucleic acid) e/ou de
proteinas e, sua formagdo ocorre a partir da memoria de trabalho (ALBERINI; MILEKIC;
TRONEL, 2006; BADDELEY; ANDERSON; EYSENCK, 2011; IZQUIERDO, 2011;
IZQUIERDO et al., 1998; KANDEL, 2001). Forma-se memorias de curta duragdo
continuamente, visto que as mesmas sdo utilizadas para lembrar algo que aconteceu ha
algumas horas atras e dar continuidade ao tempo presente (IZQUIERDO, 2011; SQUIRE et
al., 2003). Por sua vez, as memorias de longa duracdo (LTM; do inglés: long-term memory)

duram muitas horas, dias ou meses e, quando perduram por muitos anos, costumam ser
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denominadas de memorias remotas. A formacdo desse tipo de memoria requer sintese de
mRNA e sintese de novas proteinas, além da participagdo de diversas vias de sinaliza¢ao
vinculadas a esses processos (ABEL; KANDEL, 1998; ALBERINI; MILEKIC; TRONEL,
2006; ALBRIGHT; KANDEL; POSNER, 2000; IZQUIERDO, 2011; KANDEL, 2001;
LEES; JONES; KANDEL, 2000; MAYFORD; KANDEL, 1999; MCGAUGH, 2000).

Debateu-se durante muitos anos se a STM e a LTM eram processos consecutivos,
isto ¢, se a STM era uma fase da LTM, ou se as mesmas eram processos independentes.
Izquierdo e colaboradores (1998) demonstraram que alguns tratamentos farmacologicos sao
capazes de suprimir a STM sem interferir na formagdo da LTM. Desta forma, mesmo que
estes sistemas de memoria compartilhem algumas estruturas cerebrais para o seu
processamento, tais como a regido CA1l do hipocampo dorsal, o cortex entorrinal e o cortex
parietal, eles sdo separados em algum grau (IZQUIERDO et al., 1999; QUEVEDO et al.,
2003).

1.2. Aquisicao, Consolidacao, Evocacio e Extingao da Memoria

O processo de formagao e conservacao da memoria envolve diferentes etapas. Em
um primeiro momento ocorre a fase de aquisi¢ao, na qual novas informagoes, habilidades ou
experiéncias sdo adquiridas através da exposi¢do a um estimulo (SQUIRE, 1987). Cabe aqui
ressaltar que o aprendizado e a memoria estdo intimamente conectados (SQUIRE et al.,
2003). Nao hd memoria sem que antes ocorra o aprendizado, entretanto, nem todo
aprendizado ¢ capaz de formar uma memoria. A diferenca entre ambos ¢ sutil. O aprendizado
refere-se a aquisicdo de novos saberes ou novas capacidades, contudo, nem sempre
armazenamos todas as informacgdes aprendidas ao longo da vida, muitas sdo filtradas pelo
nivel de alerta, ansiedade e estado de animo (IZQUIERDO, 2011). As informagdes que sdo
registradas pelo sistema nervoso central e, posteriormente podem ser lembradas, referem-se a
memoria (BEAR; CONNORS; PARADISO, 2007; IZQUIERDO, 2011; SQUIRE et al.,
2003).

Apods a aquisi¢do de uma informacgdo, a mesma ¢ processada pelos sistemas
sensoriais e retida temporariamente (minutos, horas) como memoria de curta duragdo,
podendo posteriormente ser armazenada em um sistema de memoria mais estavel, de longa
duragdo. A etapa em que ocorre o armazenamento dessas informagdes recém-adquiridas €

chamado de consolida¢do (IZQUIERDO et al., 2006; MCGAUGH, 1966, 2000), processo
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pelo qual um novo trago de memoria ¢ gradualmente formado (BADDELEY; ANDERSON;
EYSENCK, 2011). Enquanto estdo sendo consolidadas, as memorias encontram-se labeis e
sao sensiveis a inibidores de sintese protéica, eventos traumaticos ou a incorporacao de novas
informagodes (DA SILVA et al., 2008; IZQUIERDO, 2011; MYSKIW et al., 2008; SQUIRE;
KANDEL, 2003; TAUBENFELD et al., 2001).

Mesmo ja consolidadas, as memdorias tornam-se novamente labeis e susceptiveis a
novas interferéncias quando evocadas (DEBIEC; LEDOUX; NADER, 2002; MILEKIC;
ALBERINI, 2002; PRZYBYSLAWSKI; SARA, 1997). O processo de evocagdao ¢ também
conhecido como reativagdo, lembranga ou recuperagdo. A evocagdo de uma memdoria envolve,
portanto, a recordacdo de uma informagdo previamente armazenada, o que comprova que o
aprendizado realmente deu origem a uma memoria (IZQUIERDO, 2011).

A evocagdo de uma memoria previamente consolidada pode também ser inibida,
processo este denominado de extingdo (IZQUIERDO, 2011; PAVLOV, 1927; RESCORLA,
2001). Apesar de representar um ‘“desaparecimento comportamental”, a extingdo nado ¢
sindbnimo de esquecimento, mas um processo ativo de aprendizagem decorrente da
reexposicao a informagao/situagio na auséncia do seu reforco, o qual leva a formagdo de uma
nova memoria que se sobrepde a original (FIORENZA et al., 2011). Assim, por tratar-se de
um novo aprendizado, a formag¢ao da memoria de extingao envolve mecanismos celulares e
moleculares semelhantes aqueles inicialmente recrutados para a consolidagdo da memoria
original (SZAPIRO et al., 2003; VIANNA et al., 2001). Estudos tém demonstrado que a
formagdo da memoria de extingdo requer a ativacdo dos receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA (N-metil D-Aspartato), podendo ser modulada pelos receptores histaminérgicos,
noradrenérgicos e dopaminérgicos no hipocampo, amigdala basolateral e cortex pré-frontal
ventromedial, além de necessitar de sintese de proteinas nestas trés estruturas logo apds a sua
aquisicdlo (BURGOS-ROBLES et al., 2007, DE CARVALHO MYSKIW; BENETTI;
IZQUIERDO, 2013; DE CARVALHO MYSKIW et al., 2014; FIORENZA et al., 2012;
LAURENT; WESTBROOK, 2008; SZAPIRO et al., 2003).

1.3. Condicionamento Classico

Um excelente modelo para se estudar a extingdo de uma memoria é o
condicionamento cléssico, o qual baseia-se no fato de que muitas memorias sdo adquiridas

por meio da associagdo entre diferentes estimulos. Essa relacdo foi primeiramente proposta no
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inicio do século XX pelo fisiologista e médico russo, Ivan Pavlov. O condicionamento
classico, também conhecido como condicionamento Pavloviano, consiste na apresentagdo de
um estimulo inicialmente neutro (estimulo condicionado - CS; do inglés: conditioned
stimulus), seguido da apresentacdo de um estimulo biologicamente significativo (estimulo
incondicionado - US, do inglés: unconditioned stimulus). A apresentacdo desse pareamento
por diversas vezes gera uma resposta condicionada (CR, do inglés: conditioned response), a
qual evidencia que a associacdo entre o CS e o US foi aprendida (IZQUIERDO, 2011;
PAVLOV, 1927; VANELZAKKER et al., 2014).

Conforme mencionado acima, a exposi¢ao repetida do estimulo condicionado sem
o seu reforco, ou seja, sem o estimulo incondicionado, ¢ o que desencadeia o processo de
extingdo da memoria (FURINI; MYSKIW; IZQUIERDO, 2014; IZQUIERDO, 2011;
PAVLOV, 1927, VURBIC; BOUTON, 2011). Clinicamente, a extincdo € conhecida como
terapia de exposicdo, sendo amplamente utilizada para tratar distdrbios motivados pelo medo
(BECKETT, 2002; DAVIS et al., 2006; QUIRK et al., 2010). Durante as sessdes de extin¢ao,
o individuo aprende a inibir a evocacdo de uma memodria aversiva (DE CARVALHO
MYSKIW; BENETTI; IZQUIERDO, 2013; DE CARVALHO MYSKIW et al., 2014;
IZQUIERDO et al., 1965; RESCORLA, 2001, 2004). Apesar dessas memorias serem
essenciais para a sobrevivéncia, quando evocadas fora de seu contexto, elas podem
desencadear distlrbios de ansiedade, sindrome do péanico e, em alguns casos, transtorno de
estresse pds-traumatico (PTSD; do inglés: posttraumatic stress disorder). O PTSD é um
distdrbio que provoca a recordacdo espontanea de memorias traumaticas, impedindo que o
individuo tenha uma vida normal (PIZZORUSSO, 2009). Nos altimos 30 anos, o PTSD foi
reconhecido como 0 mais grave e prevalente transtorno motivado pelo medo (BECKETT,
2002; SHER; VILENS, 2010), sendo que a terapia de exposicdo é reconhecida atualmente
como o seu tratamento mais eficaz (BRISCIONE; JOVANOVIC; NORRHOLM, 2014).

1.4. Reconhecimento Social

As memorias de reconhecimento sdo extremamente importantes para a
sobrevivéncia. Referem-se a capacidade dos animais em identificar e distinguir entre odores,
gostos, objetos ou faces, familiares e nao familiares (BERMUDEZ-RATTONI, 2014;
BROWN; XIANG, 1998; ENNACEUR; DELACOUR, 1988; FEINBERG et al., 2012;
GHEUSI et al., 1994; RICHTER; WOLF; ENGELMANN, 2005; RUETTI et al., 2014;
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WARBURTON; BROWN, 2014; WILMER; GERMINE; NAKAYAMA, 2014), enquanto
que a habilidade de identificar e reconhecer seres da mesma espécie ¢ chamada de
reconhecimento social (GABOR et al., 2012; GHEUSI et al., 1994). Reconhecer o co-
especifico ¢ essencial para a escolha de respostas comportamentais adequadas, sejam elas do
tipo agressiva, de esquiva, competitiva, cooperativa ou sexual (COLGAN, 1983; VAN DER
KOOUJ; SANDI, 2012).

Estudos tém demonstrado que a memoria de reconhecimento social pode ser
modulada por diferentes hormonios, tais como a ocitocina, a vasopressina, o estrogénio e a
testosterona (BLUTHE; GHEUSI; DANTZER, 1993; BYCHOWSKI; MENA; AUGER,
2013; EVERTS; KOOLHAAS, 1997; POPIK; VAN REE, 1998; POPIK; VETULANI; VAN
REE, 1992; VAN WIMERSMA GREIDANUS; MAIGRET, 1996). Evidéncias sugerem que
a ocitocina ¢ importante para o processo de aquisi¢ao da memoria de reconhecimento social,
enquanto que a vasopressina parece atuar tanto na aquisi¢do quanto na consolidagdo dessa
memoria (GABOR et al., 2012; [IZQUIERDO, 2011; TAUBENFELD et al., 2001).

Sao diversos os estudos que relatam a participacdo da ocitocina na memoria de
reconhecimento social. Em 1998, Engelmann e seus colaboradores observaram que a
administracdo intracerebroventricular de um antagonista de ocitocina prejudicou o
reconhecimento social em ratas. Outras pesquisas, realizadas com camundongos KO para
ocitocina, demonstraram que esse hormodnio ¢é essencial para o reconhecimento de
familiaridade (CHOLERIS et al., 2003, 2006; FERGUSON et al., 2000) e, que o prejuizo no
reconhecimento social em animais knockout (KO) para ocitocina, poderia ser revertido através
da infusdo desse hormdnio na amigdala medial (CHOLERIS et al., 2007; FERGUSON et al.,
2001). No hipocampo ventral de ratos, a infusdo de ocitocina também foi capaz de melhorar o
reconhecimento social (VAN WIMERSMA GREIDANUS; MAIGRET, 1996).

Quanto aos efeitos do estrogénio, uma melhora na memoria de reconhecimento
social foi observada em ratas na fase de proestro, periodo em que ocorre um aumento da
liberagdo de estrogénios (ENGELMANN et al., 1998). Além disso, a administracdo de
estrogénios foi capaz de reverter o prejuizo no reconhecimento social de ratas
ovariectomizadas (TANG et al., 2005). Tais efeitos podem ser parcialmente atribuidos ao
papel regulador do estrogénio na producao da ocitocina e de seus receptores (HO; LEE, 1992;
SARKAR; FRAUTSCHY; MITSUGI, 1992). Por sua vez, a testosterona parece atuar de
forma indireta sobre a memoria de reconhecimento social, visto que o seu efeito se da através

da a¢do do hormonio estradiol (PIERMAN et al., 2008).
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Além do envolvimento do sistema neuroenddcrino na formagdo da memoria de
reconhecimento social, Hlindk e Krejci (2002) sugeriram também a participagdo do sistema
glutamatérgico. Isto ¢ devido ao fato da estimulagao do receptor NMDA ter sido capaz de
melhorar potencialmente a memoria de reconhecimento social em animais adultos, além de
prolongar a reten¢do de informacgdes olfativas previamente armazenadas.

Estudar os mecanismos moleculares e celulares envolvidos no processo de
formagdo da memoria de reconhecimento social ¢ impressindivel para o entendimento dos
fatores que podem interferir na constru¢do e manutencao das relagdes sociais, além de
contribuir para a compreensdo dos sistemas de modulagdo do reconhecimento social. Em
conjunto, tais informacdes podem fornecer dados importantes sobre o desenvolvimento e
regulacdo de transtornos caracterizados por prejuizos no comportamento social e na
comunicagdo, tais como os transtornos do espectro autista (BANERJEE et al., 2014;
MARKHAM; JURASKA, 2007).

Segundo alguns estudos, parece que as estruturas do lobo temporal medial estdo
implicadas na memoria e adaptagao social (CAHILL; MCGAUGH, 1998; DOLCOS;
LABAR; CABEZA, 2004; ROOZENDAAL; MCGAUGH, 2011; SERGERIE; LEPAGE;
ARMONY, 2006). At¢ o momento, sabe-se que individuos autistas apresentam uma
desregulacdo na atividade da amigdala, bem como uma alteragdo no volume desta estrutura
durante o periodo de desenvolvimento dos mesmos (ABELL et al., 1999; AYLWARD et al.,
1999; KEMPER; BAUMAN, 1993; RADELOFF et al., 2014; SCHULKIN, 2007). Além
disso, individuos autistas de diferentes faixas etarias apresentam um aumento no volume do
hipocampo, estrutura cerebral envolvida no comportamento social (SCHULKIN, 2007).
Ainda, estudos com roedores demonstraram que lesdes na regido hipocampal prejudicam a
memoria de reconhecimento social (STEVENSON; CALDWELL, 2014; UEKITA;
OKANOYA, 2011).

1.5. Peptideo PACAP

Mais de 20 anos apds a sua primeira caracterizagdo, o PACAP (do inglés:
pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide) ainda permanece como um dos mais
fascinantes neuropeptideos ja identificados (VAUDRY et al., 2000). Originalmente isolado a
partir de extratos hipotaldmicos de ovinos com base na sua capacidade de estimular a

formag¢do de AMPc (do inglés: adenosine monophosphate cyclic) em células da hipofise
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(MIYATA et al., 1989; RESSLER et al, 2011; VAUDRY et al, 2000), o PACAP ¢
amplamente expresso nos sistemas nervoso central e periférico sob duas formas, PACAP-38 e
PACAP-27, com 38 e 27 aminodacidos, respectivamente (MIYATA et al., 1989, 1990). Ambos
possuem atividade bioldgica semelhante (MIYATA et al., 1990), contudo, o PACAP-38 ¢ a
forma predominante nos mamiferos (ARIMURA, 1992).

O PACAP ¢ membro da super familia de hormoénios peptidicos
secretina/Glucagon/VIP (do inglés: vasoactive intestinal peptide), estando relacionado
estruturalmente com este ultimo (HARMAR et al., 2012; LEE; SEO, 2014). O PACAP exerce
multiplas atividades como neurotransmissor, neuromodulador, neuroprotetor e fator
neurotrofico (ARIMURA, 1998; HANNIBAL, 2002; HATTORI et al., 2012; SHERWOOD;
KRUECKL; MCRORY, 2000), contribuindo assim com diferentes processos
comportamentais, tais como a ingestdo de alimentos, atividade psicomotora, resposta ao
estresse, aprendizagem ¢ memoria (HAMMACK et al., 2009; HASHIMOTO; SHINTANI;
BABA, 2006; HASHIMOTO et al., 2001; OTTO et al., 2001).

Sua acdo se d4 através da interacdo com trés receptores; o PACI, que ¢ especifico
para PACAP, e o VPACI e VPAC2, os quais possuem afininades semelhantes para PACAP e
VIP (ARIMURA, 1998; HASHIMOTO; SHINTANI; BABA, 2006; HATTORI et al., 2012;
VAUDRY et al., 2000). No sistema nervoso central, o PACAP ¢ seu receptor PACI sao
altamente expressos em varias regidoes do cérebro que sdo importantes para a fungdo
cognitiva, como o hipocampo, a amigdala, o cortex entorrinal e o cortex cingulado
(HASHIMOTO,; SHINTANI; BABA, 2006; HATTORI et al., 2012; JOO et al., 2004;
ROBERTO; BRUNELLI, 2000; SAUVAGE et al., 2000; YANG et al., 2010).

Recentemente, o aumento dos niveis sanguineos de PACAP circulante, bem como
a presenca de um polimorfismo no gene que codifica o receptor PAC1 (ADCYAPI1R1), foram
propostos como biomarcadores para o Transtorno de Estresse Pos-Traumatico (ALMLI et al.,
2013; RESSLER et al., 2011; UDDIN et al., 2013; WANG et al., 2013). Além disso, um
estudo de neuroimagem mostra que o polimorfismo do receptor PACI influencia nas
respostas neurais frente a estimulos ameacadores, além de estar associado a um aumento da
atividade da amigdala e do hipocampo (STEVENS et al., 2014).

Trabalhos realizados com camundongos KO para PACAP relatam ainda que esses
animais apresentam anormalidades comportamentais importantes, como hiperatividade

(HASHIMOTO et al., 2001) e diminui¢do da intera¢do social (ISHIHAMA et al., 2010). Em

19



camundongos deficientes do receptor PACI1, também observou-se uma alteragdo nos
comportamentos sociais, além de uma elevada hiperatividade (OTTO et al., 2001).

Alguns estudos sugerem que o PACAP exerce um papel modulatorio na
sinalizagdo do glutamato, visto que ele ¢ sintetizado e liberado a partir de neurdnios
glutamatérgicos (FAHRENKRUG; HANNIBAL, 2004; HANNIBAL et al., 2000; RESCH et
al., 2014). Essa evidéncia esta baseda no fato de que o PACAP, através do seu receptor PACI,
aumenta as correntes de NMDA e AMPA (alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-
1soxazolpropiénico) na regido hipocampal (COSTA et al., 2009; HANNIBAL et al., 2000;
MACDONALD et al., 2005; YAKA et al., 2003).

A ativacao dos receptores NMDA produz diversos efeitos, entre eles a inducao da
sintese de 0xido nitrico (NO; do inglés: nitric oxide) (BREDT; SNYDER, 1989; YAMADA;
NABESHIMA, 1997a, 1997b), um radical livre, gasoso e inorganico, sintetizado a partir da
L-arginina por um grupo de enzimas denominadas oxido nitrico sintases (NOS 1 — 3). No
sistema nervoso central, o NO atua como um mensageiro retrogrado (SON et al., 1996),
regulando a liberagdo de neuropeptideos e neurotransmissores (BLISS; COLLINGRIDGE,
1993; HANBAUER et al., 1992; O’DELL et al., 1991). Por esse motivo, o NO esta envolvido
no processamento de varias formas de plasticidade sinaptica, especialmente na potenciacao
de longa duragao (LTP; do inglés: long-term potentiation), a qual pode ser definida como um
aumento estavel e duradouro na eficiéncia da transmissdo sinaptica (BLISS;
COLLINGRIDGE, 1993; EDWARDS; RICKARD, 2007; GARTHWAITE; BOULTON,
1995; O’DELL et al., 1991, 1994; PRAST; PHILIPPU, 2001; SCHUMAN; MADISON,
1991). Ha evidéncias de que a producao de 6xido nitrico pode ser coordenada pelo PACAP
através de mecanismos que requerem a ativagio da NOS1 e da PKA, além do influxo de Ca2”
na célula nervosa (JAYAKAR et al.,, 2014). A entrada deste ion através dos receptores
NMDA parece ser o que provavelmente desencadeia a ativagdo da NOSI, sendo que a
fosforilagdo da PKA também "sensibiliza" esta enzima (BREDT; FERRIS; SNYDER, 1992;
HURT et al., 2012). Além disso, Jayakar e colaboradores verificaram que a sinalizacdo
PACAP/PACI induz a plasticidade sindptica através de um aumento na produgdo de NO e,

que esse aumento necessita o recrutamento de receptores nicotinicos de acetilcolina.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Verificar a participagdo do neuropeptideo PACAP nas memorias de

reconhecimento social e medo condicionado ao contexto.

2.2, Objetivos especificos

Verificar a participagdo do PACAP, na regido CAl do hipocampo dorsal e

amigdala basolateral, na consolida¢cdo da memoria de medo condicionado ao contexto.

Verificar a participagdo do PACAP, na regido CAl do hipocampo dorsal e

amigdala basolateral, na extingdo da memoria de medo condicionado ao contexto.

Investigar a participacdo do PACAP, através da modulacdo dos receptores
NMDA, na regido CA1l do hipocampo dorsal e amigdala basolateral, na consolidagdo e

extingdo da memoria de medo condicionado ao contexto.

Verificar a participagdo do PACAP, na regido CAl do hipocampo dorsal e

amigdala basolateral, na consolidagdo da memoria de reconhecimento social.
Investigar a participagdo do PACAP, através da modulagao do 6xido nitrico, na

regido CAl do hipocampo dorsal e amigdala basolateral, na consolidacio da memoria de

reconhecimento social.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos juvenis (22-30 dias) e adultos (3 meses),
provenientes do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio
(CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Durante toda a fase
experimental, os animais foram mantidos na sala de alojamento do Centro de Memoria do
Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS, em caixas plasticas especiais forradas com
maravalha. As mesmas possuiam capacidade para 4 animais e eram limpas duas vezes por
semana. Os animais foram submetidos a um ciclo claro/escuro de 12 horas (luz a partir das
7:00 horas e escuro a partir das 19:00 horas), com 4gua e comida a vontade, a uma
temperatura ambiente constante de 23°C.

O tamanho da amostra foi definido com base em estudos da area publicados em
revistas internacionais indexadas (qualis Al), os quais utilizam 8-12 animais por grupo
experimental (ATSAK et al., 2012; CLARKE et al., 2010; DE CARVALHO MY SKIW et al.,
2014; DIEKELMANN et al., 2011). Os procedimentos experimentais apresentados nesta
dissertagdo foram aprovados pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da PUCRS,
sob o registro: CEUA 0104/12 (ANEXO A).

3.2 Cirurgia estereotaxica

Os animais adultos foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantacao
bilateral de canulas guia de 0,2 mm de calibre posicionadas a 1,0 mm acima da regido CAl do
hipocampo dorsal (Anterior -4.2, Lateral +£3.0, Ventral -1.8 mm) ou da amigdala basolateral
(Anterior -2.4, Lateral +£5.1, Ventral -7.5 mm), segundo o Atlas de Paxinos e Watson (1986)
(Figura 1). Todo o procedimento de cirurgia estereotaxica foi realizado com os animais
previamente anestesiados com ketamina e xilazina, ambos administrados intra-

peritonealmente (i.p.) nas doses de 75 mg/Kg e 10 mg/Kg, respectivamente.
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Figura 1: Desenho esquematico da area atingida pelas infusdes farmacolégicas

Nota: A colocacéo correta das canulas foi verificada através da infusdo da solucdo de azul de metileno 4% (1,0
ul/lado) na regido CA1 do hipocampo dorsal (A) ou (0,5 ul/lado ) na amigdala basolateral (B).

3.3. Manipula¢io dos animais

Nos trés dias que antecederam os experimentos comportamentais, os animais
adultos e juvenis foram submetidos a uma sessao didria de manipulagdo. Durante cada sessdo,
os animais foram levados da sala de alojamento até a sala onde os experimentos seriam
realizados, retirados da caixa moradia e manuseados durante 2 minutos. Apos 24 horas da
ultima sessdo de manipulacdo, os animais foram submetidos aos paradigmas

comportamentais.
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34. Intervencoes farmacologicas

As drogas e as doses utilizadas neste estudo foram o peptideo PACAP-38 (Sigma-
Aldrich), 40 pg/lado; o antagonista PACAP 6-38 (Tocris Bioscience), 40 pg/lado
(SACCHETTI et al., 2001); o co-agonista dos receptores NMDA, D-serina (Sigma-Aldrich),
50 pg/lado (FIORENZA et al., 2012); e o doador de NO, SNAP (Calbiochem), 5 pg/lado
(FURINI et al., 2010). Todas as drogas foram dissolvidas em solugdo salina 0,9% e mantidas
em aliquotas a uma temperatura de -20°C.

Para o tratamento farmacoldgico foi utilizada uma micro seringa acoplada a um
tubo de polietileno contendo em sua extremidade uma agulha de 0,05 mm de didmetro. Os
animais foram infundidos bilateralmente, na regido CA1l do hipocampo dorsal (1 pl/lado) ou
na amigdala basolateral (0,5 pl/lado) com veiculo (Veh; solucdo salina 0,9%), PACAP-38,
PACAP 6-38, PACAP 6-38 juntamente com D-serina ou PACAP 6-38 juntamente com
SNAP. Ao término das micro infusdes, as agulhas eram mantidas no interior das canulas-guia

por 60 segundos, a fim de evitar refluxo de liquido.

3.5. Tarefas comportamentais

3.5.1. Medo condicionado ao contexto (MCC)

O aparato utilizado para a realizacdo da tarefa de medo condicionado ao contexto
(Panlab®) consiste de uma caixa (35 x 35 x 35 cm) cujas paredes sdo formadas de aluminio e
a parte frontal em acrilico transparente. O assoalho € constituido por barras metélicas que
conduzem corrente elétrica. A caixa de condicionamento estd acoplada a um
microcomputador que possui um software especifico para a realizagdo da tarefa de medo
condicionado ao contexto, o qual foi previamente programado de acordo com o protocolo

experimental utilizado.

3.5.1.1.  Protocolo de consolidagao da memoria de MCC

No dia 1 (sessao de treino), os animais foram colocados individualmente na caixa
de condicionamento e, ap6s um periodo de 120 s, receberam 2 estimulos elétricos (0.5 mA, 2

s) nas patas, em intervalos de 30 s cada. Sessenta segundos apds o ultimo estimulo elétrico, os
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animais foram retirados do aparato e infundidos bilateralmente, na regido CA1 do hipocampo
dorsal (1 pl/lado) ou na amigdala basolateral (0,5 pl/lado), com um dos diferentes tratamentos
farmacologicos. Vinte e quatro horas depois (dia 2), os animais foram submetidos a uma
sessdo de teste (Figura 2), na qual foram recolocados na caixa de condicionamento por 180 s
na auséncia do estimulo elétrico. O tempo total de completa imobilidade (freezing), exceto
pelos movimentos respiratorios, foi medido como resposta condicionada durante a sessdo de

teste (FIORENZA et al., 2012).

Figura 2: Desenho do protocolo experimental utilizado para a consolidagdo da memoria de medo condicionado
ao contexto
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3.5.1.2.  Protocolo de extingdo da memoria de MCC

No dia 1 (sessdo de treino), os animais foram colocados individualmente na caixa
de condicionamento e, apdés um periodo de 120 s, foram apresentados 2 estimulos elétricos
(0.5 mA, 2 s) nas patas, em intervalos de 30 s cada. Sessenta segundos apos o ultimo estimulo
elétrico, os animais foram retirados do aparato e recolocados na caixa moradia. Vinte e quatro
horas depois (dia 2), os animais foram novamente colocados na caixa de condicionamento por
20 minutos para uma sessdo de treino da extin¢do, na auséncia do estimulo elétrico.
Imediatamente apods, os mesmos foram retirados do aparato e receberam um dos diferentes
tratamentos farmacologicos intra regido CA1 do hipocampo dorsal (1 pl/lado) ou amigdala
basolateral (0,5 pl/lado). No dia 3 (sessao de teste), os animais foram recolocados na caixa de
condicionamento pelo periodo de 180 s (Figura 3), na auséncia do estimulo elétrico. O tempo
total de completa imobilidade (freezing) do animal, exceto pelos movimentos respiratorios,
foi medido como resposta condicionada durante as sessdes de treino da extingdo e teste

(FIORENZA et al., 2012).
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Figura 3: Desenho do protocolo experimental utilizado para a extingdo da memdria de medo condicionado ao
contexto
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3.5.2. Reconhecimento social (RS)

A tarefa de reconhecimento social foi desenvolvida hd mais de 20 anos a fim de
estudar a memoria de reconhecimento social em roedores, a qual reflete a habilidade de um
animal identificar e lembrar de seus co-especificos (SHAHAR-GOLD; GUR; WAGNER,
2013). Esta capacidade ¢ medida através do decréscimo do comportamento de investigagdao
observado em animais reexpostos a um co-especifico familiar (KOGAN; FRANKLAND;
SILVA, 2000; THOR; HOLLOWAY, 1982).

O aparato utilizado para a tarefa de reconhecimento social consiste de um campo
aberto retangular com 60 cm de comprimento, 40 cm de profundidade e 50 cm de altura, cuja
parte frontal ¢ de vidro transparente para a melhor visualizagdo do animal. Dentro do campo
aberto foram colocados dois cilindros de acrilico, medindo 9 ¢cm de didmetro € 13 cm de
altura, com buracos de 1 cm de didmetro espagados 1 cm entre si. O aparato encontra-se em
uma sala com iluminacao fraca e indireta.

Para a tarefa de reconhecimento social utilizou-se animais juvenis de 22-30 dias e
animais adultos de 3 meses de idade. A fim de garantir que os adultos fossem os responsaveis
pelo inicio do comportamento exploratorio e, com o intuito de evitar comportamentos
agressivos durante a realizacdo da tarefa comportamental, os juvenis foram colocados
individualmente dentro dos cilindros de acrilico. Ainda, para evitar que os adultos movessem
os cilindros de lugar ou permanecessem sentados sobre os mesmos, foram colocados sobre os
cilindros béqueres de 250 mls cheios de agua.

Para avaliar a retengdo da memoria de reconhecimento social foi cronometrado o
tempo que o animal adulto dispendia explorando o juvenil. A exploracdo foi definida como
cheirar os juvenis através dos buracos do cilindro. Para evitar pistas olfativas, os dois juvenis

(familiar e novo) eram provenientes de caixas moradia diferentes, além do campo aberto e dos
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cilindros de acrilico serem higienizados com uma solucao de alcool 70% entre a passagem de

cada animal.

3.5.2.1.  Protocolo de consolidacao da memoria de RS

Durante 4 dias consecutivos os animais foram submetidos a uma sessdo diaria de
20 minutos de habituagdo ao aparato experimental. Para isso, os mesmos foram colocados
individualmente no centro do campo aberto, o qual continha somente os dois cilindros de
acrilico, para que os animais explorassem o campo livremente. No 4° dia, os animais juvenis
também foram habituados ao aparato experimental e, para isso, foram colocados dentro dos
cilindros de acrilico por um periodo de 20 minutos (Figura 4). Vinte e quatro horas apos a
ultima sessdo de habituacdo, os animais foram individualmente colocados no centro do campo
aberto, na presenga de um juvenil e um cilindro vazio (sessdo de treino/primeiro encontro/dia
5). Apos 1 hora de livre exploracao, os animais adultos receberam um dos diferentes
tratamentos farmacologicos intra regido CA1 do hipocampo dorsal (1 pl/lado) ou amigdala
basolateral (0,5 pl/lado). Vinte e quatro horas depois (dia 6), os animais foram submetidos a
uma sessao de teste (segundo encontro) de 5 minutos, na qual os mesmos foram recolocados
no centro do campo aberto, na presen¢a do juvenil familiar e de um juvenil desconhecido
(novo) (Figura 4). Durante a sessdo de teste, o tempo total de exploracdo foi medido por um
avaliador com o auxilio de um crondmetro e, posteriormente, expresso como porcentagem de

tempo total de exploracao.

Figura 4: Desenho do protocolo experimental utilizado para a consolidagdo da memdria de reconhecimento
social
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3.6. Avaliacgao histologica da regido estudada

Apos o término dos experimentos comportamentais, os animais foram avaliados
histologicamente quanto a colocagdo de suas canulas e quanto as regides cerebrais atingidas
pela infusdo. Para isso, apos os procedimentos comportamentais os animais foram infundidos
bilateralmente, intra-CA1 ou intra-BLA, com uma solu¢do de azul de metileno 4% e, quinze
minutos depois, foram eutanasiados. Seus cérebros foram removidos e colocados em uma
solugdo de formol 4% por um periodo de quatro dias, quando entdo se procedeu a analise
histolégica. Somente os animais com a localizagio das canulas dentro de 2 mm? dos locais

desejados foram incluidos na analise estatistica.

3.7. Analise estatistica dos dados

Na andlise estatitica foi utilizado os softwares Prism Graph-Pad 5.1 e Microsoft
Office Excel. Os dados obtidos na tarefa de medo condicionado ao contexto foram analisados
mediante estatistica ndo paramétrica (ANOVA de uma via seguido de Teste de Newman-
Keuls). Para a analise dos dados obtidos na tarefa de reconhecimento social utilizou-se o teste
t de Student e ANOVA de uma via seguida de Bonferroni de Multipa Comparagdo. Valores

de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Participacdo do PACAP na consolida¢cido da meméria de MCC

Com o objetivo de verificar a participacdo do PACAP na memoria de medo
condicionado ao contexto, animais foram submetidos a uma sessdo de treino na tarefa de
MCC e, imediatamente apos, foram infundidos bilateralmente, na regido CA1 do hipocampo
dorsal (1 pl/lado) ou na amigdala basolateral (0,5 pl/lado) com Veh (salina 0,9%), PACAP-38
(40 pg/lado) ou PACAP 6-38 (40 pg/lado). Apos 24 horas, os animais foram submetidos a
uma sessao de teste no mesmo aparato experimental (FIORENZA et al., 2012).

Como pode ser observado na Figura 5, durante a sessdo de teste, o tempo de
imobilidade dos animais que receberam infusdo intra-CA1l de PACAP-38 (Fig. 5A) foi
significativamente maior quando comparado com o grupo controle, enquanto que, os animais
que receberam infusdo intra-CA1 do antagonista do PACAP (PACAP 6-38) apresentaram um
menor tempo de imobilidade quando comparados com o grupo controle. Ainda, os animais
que receberam infusdo intra-BLA de PACAP-38 (Fig. 5B) apresentaram um tempo de
imobilidade similar ao do grupo controle durante a sessdo de teste, ao contrario dos animais
tratados com PACAP 6-38, que apresentaram um menor tempo de imobilidade quando
comparados com o grupo controle. Esses resultados indicam que, na regido CAl do
hipocampo e na BLA, o PACAP participa da consolidacdo da memoria de medo condicionado
ao contexto.

Com o objetivo de investigar se o efeito do PACAP sobre o MCC ocorre devido a
uma interacdo com os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, animais foram submetidos
a tarefa de MCC e, imediatamente apds, infundidos intra-CA1 ou intra-BLA, com Veh (salina
0,9%) ou PACAP 6-38 juntamente com D-serina (50 ug/lado). Como pode ser observado na
Fig. 5A, os animais que receberam PACAP 6-38 e D-serina intra-CA1l apresentaram um
tempo de imobilidade, durante a sessdo de teste, significativamente maior que o grupo
controle, ao contrario dos animais que receberam o mesmo tratamento intra-BLA (Fig. 5B),
0s quais expressaram um comportamento similar ao grupo controle.

Todos os resultados apresentados acima sugerem que o PACAP modula a
consolidacdo da memoria de medo condicionado ao contexto na regido CAl do hipocampo
dorsal e na amigdala basolateral, e que esta modulagdo se da através dos receptores

glutamatérgicos do tipo NMDA.
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Figura 5: Participacdo do PACAP na consolidagdo da memoéria de medo condicionado ao contexto
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Nota: Animais foram submetidos a uma sessdo de treino na tarefa de MCC (Tr) e, imediatamente apos,
receberam infusdes bilaterais intra-CA1 (A) ou intra-BLA (B) de Veh (salina 0,9%), PACAP-38 (40 pg/lado),
PACAP 6-38 (40 pg/lado) ou PACAP 6-38 (40 pg/lado) mais D-serina (50 ug/lado). 24 h depois os animais
foram submetidos a um teste de retengdo (Teste) de 3 min. Os dados estdo apresentados como média + erro
padrdo da porcentagem de tempo total de freezing. **p<0,01 e *** p<0,001 vs. grupo controle. ANOVA de uma
via seguido de Teste de Newman-Keuls (n = 10 - 12 animais por grupo).
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4.2, Participacio do PACAP na extin¢cdo da memoria de MCC

Com o objetivo de verificar a participacdo do PACAP na extingdo da memoria de
medo condicionado ao contexto, animais foram submetidos a uma sessdo de treino na tarefa
de MCC. Vinte e quatro horas ap6s, foram submetidos a uma sessao de treino de extingdo do
MCC, com duragdo de 20 min e, imediatamente depois, os animais foram infundidos
bilateralmente, na regido CA1l do hipocampo dorsal (1 pl/lado) ou na amigdala basolateral
(0,5 pl/lado), com Veh (salina 0,9%), PACAP-38 (40 pg/lado) ou PACAP 6-38 (40 pg/lado).
A retengdo da memoria de extingdo foi avaliada através de uma sessao de teste realizada 24 h
depois (FIORENZA et al., 2012). Os animais que receberam a infusdo, intra-CA1 (Fig. 6A)
ou intra-BLA (Fig. 6B) de PACAP-38 apresentaram tempo de imobilidade, durante a sessdao
de teste, similar ao grupo controle. O mesmo resultado foi obtido quando os animais
receberam a infusdo de PACAP 6-38 intra-BLA (Fig. 6B), no entanto, os animais que
receberam a infusdo de PACAP 6-38 intra-CAl (Fig. 6A), apresentaram um tempo de
imobilidade, durante a sessdo de teste, superior ao grupo controle.

Com o objetivo de verificar se o efeito do PACAP, na regido CA1 do hipocampo,
sobre a memoria de MCC ¢ devido a uma interagdo com os receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA, animais foram submetidos a uma sessao de treino de extingdo da memoria de MCC
e, imediatamente depois, foram infundidos intra-CA1 com Veh ou PACAP 6-38 juntamente
com D-serina (50 ug/lado). Como pode ser observado na Figura 6A, durante a sessdo de teste,
o grupo controle e o grupo PACAP 6-38 mais D-serina expressaram um tempo total de
imobilidade semelhante.

Os resultados apresentados acima sugerem que, na regiao CAl do hipocampo
dorsal, o PACAP participa da extingdo da memoria de medo condicionado ao contexto, e que

esta a¢do ocorre através dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA.
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Figura 6: Participacdo do PACAP na extingdo da meméria de medo condicionado ao contexto
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Nota: Animais foram submetidos a uma sesséo de treino (Tr) na tarefa de MCC. Vinte e quatro horas depois, 0s
animais foram submetidos a uma sesséo de treino da extincao (Ext) do MCC e, imediatamente depois, receberam
infusBes bilaterais, intra-CAL (A) ou intra-BLA (B), de Veh (salina 0,9%), PACAP-38 (40 pg/lado), PACAP 6-
38 (40 pg/lado) ou PACAP 6-38 (40 pg/lado) mais D-serina (50 ug/lado). Depois de 24 h os animais realizaram
um teste de retencdo (Teste). Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da porcentagem de tempo

de freezing *** p <0,001 vs. os primeiros 3 min do treino de extingdo. ANOVA de uma via seguido do Teste de
Newman-Keuls (n = 10-12 animais por grupo).
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4.3. Participacdo do PACAP na consolida¢cido da memdria de RS

Com o objetivo de verificar a participacdo do PACAP na consolidacao da
memoria de reconhecimento social, animais foram habituados por 4 dias ao campo aberto,
conforme descrito anteriormente e, no 5° dia, foram colocados no mesmo aparato na presenca
de um animal juvenil (primeiro encontro) por um periodo de 1 hora. Imediatamente depois,
foram infundidos bilateralmente, na regido CA1l do hipocampo dorsal (1 ul/lado) ou na
amigdala basolateral (0,5 pl/lado) com Veh (salina 0,9%), PACAP-38 ou PACAP 6-38. No 6°
dia (segundo encontro), os animais foram recolocados no campo aberto na presenca do juvenil
familiar e de um novo (nunca apresentado antes), por 5 minutos.

Como pode ser observado na Figura 7A, os animais que receberam Veh ou
PACAP-38 na regido CA1 do hipocampo imediatamente apds o primeiro encontro, passaram
significativamente mais tempo explorando o juvenil novo (one sample #-test para o grupo
veiculo t(11=5,95; p<0,0001 e para o grupo PACAP-38 t5=2,34; p<0,05). O mesmo resultado
foi observado quando os animais foram infundidos com Veh ou PACAP-38 na amigdala
basolateral (one sample #-test para o grupo veiculo t;1)=3,59; p<0,01 e para o grupo PACAP-
38 t=2,74; p<0,05) (Fig 7B). Por outro lado, os animais que receberam a infusdao de PACAP
6-38 intra-CAl (Fig. 7A) ou intra-BLA (Fig. 7B), ndo mostraram diferenga entre o tempo
gasto na exploracdo do juvenil familiar e o novo (CAl: one sample t-test para o grupo
PACAP 6-38 t7=0,21; p>0,05; e BLA: one sample #-test para o grupo PACAP 6-38 t(5=0,87;
p>0,05).

Com o objetivo de verificar se a participagdo do PACAP na memoria de
reconhecimento social se da através do oxido nitrico, animais foram habituados ao campo
aberto por 4 dias e, no 5° dia, foram expostos a um juvenil por 1 hora. Imediatamente depois,
foram infundidos intra-CA1 ou intra-BLA com Veh ou PACAP 6-38 juntamente com SNAP
(doador de NO). No dia 6, os animais foram expostos por 5 min ao juvenil familiar e a um
juvenil novo. Os animais que receberam a infusao de PACAP 6-38 juntamente com SNAP,
intra-CA1 ou intra-BLA, passaram mais tempo explorando o juvenil novo (CAl: one sample
t-test para o grupo PACAP 6-38 + SNAP t(;)=2,49; p<0,05; BLA: one sample ¢-test para o
grupo PACAP 6-38 + SNAP t)=2,59; p<0,05).

Os resultados apresentados acima sugerem que, na regido CAl do hipocampo
dorsal e na amigdala basolateral, o PACAP participa da formacdo da memoria de

reconhecimento social, e que esta participagdo se dé4 através da a¢do do 6xido nitrico.
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Figura 7: Participacdo do PACAP na consolidagdo da memdria de reconhecimento social
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Nota: Animais foram habituados ao campo aberto por 4 dias e, no 5° dia, foram expostos a um juvenil (F) por 1
hora. Imediatamente depois, os animais receberam infusdes bilaterais intra-CA1 (A) ou intra-BLA (B) de Veh,
PACAP-38 (40 pg/lado), PACAP 6-38 (40 pg/lado) ou PACAP 6-38 (40 pg/lado) mais SNAP (5 ug/lado). No
dia 6, os animais foram expostos ao juvenil familiar (F) e um juvenil novo (N), por 5 min. Os dados estéo
apresentados como porcentagem média + erro padrdo do tempo total de explora¢do. *p<0,05, **p<0,01 e ***
p<0,001 vs. valor tedrico de 50% (n = 8-12 animais por grupo).
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5. DISCUSSAO

Os dados obtidos no presente trabalho demonstram que o peptideo PACAP
participa da consolidagdo e da extingao da memoria de medo condicionado ao contexto, € que
esse efeito parece ocorrer através de uma interacdo com os receptores NMDA. Além disso, os
resultados também demonstram que o PACAP participa da consolidagdo da memoria de
reconhecimento social, e que esse efeito parece ocorrer através da agdo do 6xido nitrico.

Evidéncias experimentais sugerem que o PACAP desempenha importantes
fungdes fisiolégicas como neurotransmissor, neuromodulador, neuroprotetor e fator
neurotréfico (BRENNEMAN et al., 1990; FAHRENKRUG, 1993; LIOUDYNO et al., 1998;
PINCUS; DICICCO-BLOOM; BLACK, 1990; VAUDRY et al., 2000), além de possuir um
importante papel na modulacdo da aprendizagem e memoria, bem como na modula¢do da
resposta do cérebro ao estresse (HASHIMOTO; SHINTANI; BABA, 2006; HATTORI et al.,
2012; SACCHETTI et al., 2001; YANG et al., 2010). Ainda, estudos demonstram que o
PACAP e seu receptor PAC1 s3o altamente expressos no hipocampo e amigdala
(HANNIBAL, 2002; HASHIMOTO et al., 1996; JAWORSKI; PROCTOR, 2000), regides
cerebrais que estdo diretamente envolvidas no processamento das memorias
(ANAGNOSTARAS; GALE; FANSELOW, 2001; BALDI; BUCHERELLI, 2010; DE
CARVALHO MYSKIW; BENETTI; IZQUIERDO, 2013; DE CARVALHO MYSKIW et al.,
2014; FIORENZA et al., 2012; FISCHER et al., 2004, 2007; KIM; FANSELOW, 1992;
MYERS; DAVIS, 2007; QUIRK; MUELLER, 2008; SANANBENESI et al., 2007).

Em concordancia com estas observagdes, os resultados do presente trabalho
demonstram que o peptideo PACAP ¢ necessario para que ocorra a consolidacdo da memoria
de medo condicionado ao contexto, uma vez que a infusdo do antagonista do receptor PAC1
(PACAP 6-38), tanto na regido CA1 do hipocampo como na BLA, levou a um prejuizo desta
memoria, enquanto que seu agonista (PACAP-38) ocasionou uma facilitagdo da consolidagao
da memoria quando infundido na regido CAl. Com relagdo ao processo de extingdo, a
participagdo do PACAP parece ser mais complexa, visto que o antagonista PACAP 6-38
prejudicou a extingdo da memodria de medo condionado ao contexto apenas quando
administrado na regido CA1 do hipocampo, enquanto que a administracio de PACAP 6-38
intra-BLA nao interferiu no processo de extingdo desta memoria.

Sauvage e colaboradores (2000) ja haviam demonstrado, em camundongos

Knockout, que o receptor PACI1 ¢ importante para a aprendizagem do medo condicionado.
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Além disso, recentes trabalhos demonstraram um aumento na expressdo do gene para o
receptor PAC1 (ADCYAPIR1) na amigdala duas horas apés o MCC (HAMMACK et al.,
2009; RESSLER et al., 2011).

Durante muito tempo, se acreditou que as mesmas estruturas cerebrais envolvidas
na consolidacdo deveriam estar também envolvidas na extingdo de diferentes tarefas
comportamentais, porém, embora isto possa ser verdade em alguns casos, ndo é o0 que
acontece na grande maioria (FURINI; MYSKIW,; 1ZQUIERDO, 2014; MYSKIW et al.,
2010). Nas memorias aversivas, evidéncias sugerem que a BLA € o sitio da associacao entre o
estimulo condicionado e o estimulo incondicionado (GOOSENS; MAREN, 2001), enquanto
que o hipocampo esté relacionado com a construcdo das representacdes contextuais da tarefa
aversiva, além de outras informacgdes simultaneas (LEDOUX, 2014; MAREN, 2001;
ORSINI; MAREN, 2012; PHILLIPS; LEDOUX, 1992). Assim, tem sido proposto que cada
regido cerebral estd relacionada com um aspecto diferente da extingdo ou da tarefa a ser
extinta (ORSINI; MAREN, 2012). Além disso, ja se demonstrou que diferentes sistemas
modulatorios podem ou ndo serem requeridos para a extingdo do MCC na regido CAL do
hipocampo ou na BLA (FIORENZA et al., 2012). Outra questdo relevante esté relacionada
com o fato do efeito positivo do PACAP na memdria seguir uma curva dose-resposta em
forma de U invertido (SACCHETTI et al., 2001), como ja descrito previamente para muitas
outras drogas que melhoram a memoria (PARSONS; GOLD, 1992). Ainda, diferentes
concentragdes de PACAP podem inibir (CIRANNA; CAVALLARO, 2003; ROBERTO;
SCURI; BRUNELLI, 2001; STER et al., 2009), aumentar (MICHEL et al., 2006; ROBERTO;
BRUNELLI, 2000; ROBERTO; SCURI; BRUNELLI, 2001; STER et al.,, 2009), ou
apresentar um efeito bifasico (ROBERTO; SCURI; BRUNELLI, 2001) sobre a transmissao
sinaptica basal na regido CAl do hipocampo. Em conjunto, estes dados podem ser uma
possivel explicacdo para o fato do PACAP ndo ter efeito na extingdo do MCC quando
infundido intra-BLA.

Nossos resultados também demonstram que a acdo do PACAP na consolidacdo e
extingdo do MCC na regido CA1, bem como na consolidagdo do MCC na BLA, ¢ mediada
pelos receptores glutamatérgicos NMDA, uma vez que a administragdo de D-Serina foi capaz
de reverter o prejuizo induzido pela administracdo de PACAP 6-38.

Estudos in vitro ja haviam sugerido que o PACAP melhora os potenciais do
receptor NMDA nos neur6nios hipocampais (KIDANE; ROUBOS; JENKS, 2008; YAKA et

al., 2003), além de outros estudos demonstrarem que o receptor PAC1 modula a atividade dos
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receptores NMDA através da proteina quinase A (PKA) (YAKA et al., 2003), proteina
quinase C (PKC) e proteina quinase Src (MACDONALD et al., 2005), trés vias de sinalizagdo
conhecidas por participar do processamento das memorias (IZQUIERDO et al., 2006).
Também ha evidéncias de que o PACAP atue através de outros sistemas de
neurotransmissores, como o colinérgico. Em 1993, Masuo e seus colaboradores
demonstraram que o PACAP estimula a atividade colinérgica no hipocampo dorsal de ratos,
uma vez que a liberagdo espontanea de acetilcolina aumentou apds a administragdo do
peptideo. Alguns anos mais tarde, Roberto e Brunelli (2000) observaram que o PACAP induz
a facilitacdo da transmissdo sindptica no hipocampo através da ativagdo do sistema
colinérgico, e que esta agdo ocorre através dos receptores muscarinicos.

Além da participagdo do PACAP no processamento da memoria aversiva de
MCC, o presente trabalho também demonstra que o peptideo PACAP participa da
consolidacdo da memoria de reconhecimento social na regido CAl do hipocampo e na
amigdala basolateral, visto que a administracio do antagonista PACAP 6-38 levou a um
prejuizo na consolidacdo desta memoria. Em estudos prévios, realizados com camundongos
Knockout para PAC1 e PACAP, observou-se que esses animais apresentavam alteracdes no
comportamento social (OTTO et al., 2001) e prejuizos na intera¢ao social (ISHIHAMA et al.,
2010), respectivamente. Em contrapartida, Hattori e seus colaboradores (2012) observaram,
em camundongos Knockout para PACAP, uma melhora no contato social, entretanto, segundo
os pesquisadores, esta melhora pode ser atribuida ao fato desses animais terem apresentado
um aumento da procura pela novidade.

Ainda, verificou-se que o efeito do PACAP na consolidacio da memoria de
reconhecimento social ocorre através da agcdo do 6xido nitrico, uma vez que a infusdo do
doador de NO, SNAP, foi capaz de reverter o prejuizo causado pela infusdo do antagonista do
PACAP, o PACAP 6-38, tanto na regido CA1 do hipocampo quanto na BLA. Estes resultados
estdo de acordo com o recente trabalho de Jayakar e colaboradores (2014), no qual verificou-
se que a sinalizagdo de PACAP/PACI induz a plasticidade sinaptica através de um aumento
na producdo de NO.

Dessa forma, os resultados da presente dissertacdo demonstram que o peptideo
PACAP participa da consolidacdo e da extincdo da memoria de medo condicionado ao
contexto, bem como da memoria de reconhecimento social. Também demonstrou-se que o
efeito do PACAP nas memorias de MCC e de RS ocorre, respectivamente, através dos

receptores NMDA e da agdo do 6xido nitrico. Tomados em conjunto, esses dados ampliam o
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conhecimento sobre os mecanismos moleculares que modulam as memorias de medo

condicionado ao contexto e de reconhecimento social.
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6. CONCLUSAO

Os resultados desta dissertacao de mestrado demonstram que:

e O PACAP participa da consolidacao da memoria de medo condicionado ao contexto
na regido CA1 do hipocampo dorsal e na amigdala basolateral.

e O PACAP participa da extingdo da memodria de medo condicionado ao contexto na
regido CA1 do hipocampo dorsal.

e A acdo do PACAP na consolidagao ¢ extingdo da memoria de medo condicionado ao
contexto na regido CAl do hipocampo dorsal ¢ mediada pelos receptores
glutamatérgicos NMDA.

e A agdo do PACAP na consolidagdo da memoria de medo condicionado ao contexto na
regido da amigdala basolateral ¢ mediada pelos receptores glutamatérgicos NMDA.

e O PACAP participa da consolidacdo da memoria de reconhecimento social na regido
CA1 do hipocampo dorsal e amigdala basolateral.

e A ac¢do do PACAP na consolidagdo da memoria de reconhecimento social na regido
CA1 do hipocampo dorsal e na amigdala basolateral ¢ mediada através da acdo do

0xido nitrico.

Desta forma, o presente trabalho constitui um importante complemento para o
conhecimento da modulagdo da consolidacao e extingdo da memoria de medo condicionado
ao contexto, bem como da consolidacdo da memoria de reconhecimento social. Além disso,
os resultados aqui apresentados podem auxiliar no desenvolvimento de novas drogas que
atuem diretamente sobre 0 PACAP e que, no futuro, possam vir a auxiliar no tratamento de
distarbios motivados pelo medo e de transtornos do comportamento social, como o PTSD e o

autismo, respectivamente.
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Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAF) has a broad spectrum of biological functions
including neurotransmitter, neurotrophic and neuroprotective. Moreover, it has been suggested that
PACAP plays a role in the modulation of leaming and memory as well as on the modulation of glutamate
signaling. Thus, in the current study we investigated in the CA1 region of hippocampus and in the
basolateral amygdala (BLA) the role of PACAP in the consolidation and extinction of contextual fear con-
ditioning (CFC) and the interaction between PACAP and NMDA receptors. Male rats with cannulae

ﬁyc‘::“k: implanted in the CA1 region of the hippocampus or in the BLA received immediately after the training
Consolidation or extinction training of the CFC infusions of the Vehicle, PACAP-38 (40 pg/side), PACAP 6-38 (40 pg/side)
Extinction or PACAP 6-38 plus D-serine (50 pg/side). After 24 h, the animals were subjected to a 3-min retention
Contextual fear conditioning test. The results indicated that in the CA1 region of hippocampus, PACAP participates in the consolidation
NMDA receptors and extinction of the CFC, and in the BLA, PACAP participates only in the consolidation of the CFC. Addi-

tionally, the results suggest that the action of PACAP on the consolidation and extinction of the CFC is

mediated by the glutamate NMDA receptors.

© 2014 Published by Elsevier Inc.

1. Introduction

Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) is a
pleiotropic bioactive peptide that belongs to the secretin/gluca-
gon/vasoactive intestinal polypeptide (VIP) superfamily (Harmar
et al, 1998; Lee & Seo, 2014). Originally isolated from ovine hypo-
thalamic extracts, PACAP is widely expressed in the central and
peripheral nervous systems in two different forms, PACAP-38 and
PACAP-27, which have 38 and 27 amino acids respectively
(Miyata et al., 1989, 1990).

In the brain, PACAP and its receptor subtype 1 (PAC1) are
expressed in several regions that play a key role in learning and
memory, such as the hippocampus, amygdala, and cingulate and
entorhinal cortices (Sauvage, Brabet, Holsboer, Bockaert, &
Steckler, 2000). It has been suggested that PACAP is synthesized
and released from glutamate neurons (Fahrenkrug & Hannibal,
2004; Hannibal, Meller, Ottersen, & Fahrenkrug, 2000), allowing
PACAP to have a potential modulatory role on glutamate signaling
(Resch et al, 2014). This is supported by the fact that PACAP

*# Corresponding author at: Av. Ipiranga, 6690, IPB, 2nd Floor, HSL, Pontifical
Catholic University of Rio Grande do Sul (PUCRS), 90.610-000 Porto Alegre, RS,
Brazil. Fax: +55 51 3320 3312

E-mail address: izquier@terra.com (L lzquierdo)

http:/ /dx.doiorg/10.1016{j.nlm.2014.11.014
1074-7427|@ 2014 Published by Elsevier Inc.

enhances both NMDA and AMPA currents in the hippocampus
through PAC1 receptors (PACIR) (Costa, Santangelo, Li Volsi, &
Ciranna, 2009; Hannibal et al, 2000; Macdonald et al, 2005;
Yaka, He, Phamluong, & Ron, 2003).

Recently, the increase in circulating PACAP and a polymorphism
in its PAC1R have been proposed as biomarkers for Post-Traumatic
Stress Disorder (PTSD) (Almli et al., 2013; Hammack et al., 2009;
Ressler et al., 2011; Uddin et al., 2013; Vaudry et al., 2009; Wang
et al,, 2013), one of the most serious and prevalent disorder moti-
vated by fear (Beckett, 2002; Sher & Vilens, 2010). The most effec-
tive treatment for PTSD is exposure therapy, which is based on
extinction learning. During the extinction sessions, subjects learn
to inhibit the retrieval of previously acquired memories
(Briscione, Jovanovic, & Morrholm, 2014; De Carvalho Myskiw,
Benetti, & lzquierdo, 2013; De Carvalho Myskiw, Furini, Benetti,
& lzquierdo, 2014; Myskiw, lzquierdo, & Furini, 2014).

Extinction is an active learning process that requires the
activation of the glutamate NMDA receptor and can be modulated
by H2-histaminergic, p-noradrenergic and D1-dopaminergic
receptors in the hippocampus, basolateral amygdala and prefrontal
cortex (Burgos-Robles, Vidal-Gonzalez, Santini, & Quirk, 2007;
Fiorenza, Rosa, lzquierdo, & Myskiw, 2012; Laurent & Westbrook,
2008; Szapiro, Vianna, McGaugh, Medina, & lzquierdo, 2003).
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Based on fact that PACAP appears to play a role in the modula-
tion of learning and memory as well as on the modulation of
glutamate signaling, in the current study, we investigated whether
PACAP is involved in consolidation and extinction of contextual
fear conditioning in the CA1 region of hippocampus and in the
basolateral amygdala.

2. Material and methods
2.1. Animals

Male Wistar rats (3 months old, 300-330g) purchased from
Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio
of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul (our regular
provider) were used. The animals were housed four to a cage and
kept with free access to food and water, under a 12-h light/dark
cycle (lights on at 7:00 a.m.). The temperature of the animals’ room
was maintained at 22-24 °C. All procedures are in accordance with
the National Institutes of Health's Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals and were approved by Bioethics Committee
of the Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul.

2.2. Surgery

Animals were anesthetized with intraperitoneal injections of a
mixture of ketamine (75 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) and
implanted with a 22-gauge bilateral guide cannula 1 mm above
of the dorsal CA1 area of the hippocampus (anterior, —4.2 mm; lat-
eral, +3.0 mm; ventral, —1.8 mm) or the basolateral amygdala
(BLA; anterior, —2.4; lateral, £5.1; ventral, —7.5 mm) (. [zquierdo
et al, 1997; Paxinos & Watson, 1986). Acrylic cement was used
to affix the cannulae to the skull. Animals were allowed 7 days to
recover from surgery prior to behavioral procedures. Animals were
handled once daily for 3 consecutive days and all behavioral proce-
dures was conducted between 8:00 and 11:00 a.m.

2.3. Contextual fear conditioning apparatus

Contextual fear conditioning (CFC) and extinction was per-
formed in the same conditioning chamber (Panlab, Barcelona,
Spain) with aluminum walls (35 = 35 = 35 cm) and a clear front
lid. The floor of the chamber consisted of parallel stainless-steel
grid bars, spaced 0.8 mm between them. The grid was connected
to a device to deliver the foot shocks presentations. The condition-
ing chamber was placed inside a sound-attenuating box (Panlab,
Barcelona, Spain) with a ventilating fan. The chamber was cleaned
with 70% ethanol before and after each use. The percentage of the
time that the animals spent freezing in the apparatus were mea-
sured automatically by a counter connected to photocells. Freezing
(no visible movement except for respiration) was scored and
converted into a percentage.

2.4. Behavioral procedures

2.4.1. Consolidation of the contextual fear conditioning

On the training day the animals were placed into the condition-
ing chamber and after 2 min two electrical foot shocks (0.5 mA, 2 s)
were delivered at a 30 s interval. Animals were removed from the
conditioning chamber 30 s after the last foot shock and placed back
in their home cages. After 24 h, the animals were placed in the
same apparatus for a 3-min retention test with no foot shocks
(de Carvalho Myskiw et al,, 2013; Fiorenza et al., 2012).

2.4.2. Extinction of the contextual fear conditioning

The training session of the contextual fear conditioning was
performed as described above and, 24 h later the animals were
placed in the same conditioning chamber for a 20-min extinction
training of contextual fear, in the absence of the foot shocks. After
24 h the animals were placed again in the same apparatus for a
3-min extinction retention test, again with no foot shocks (de
Carvalho Myskiw et al., 2013; Fiorenza et al., 2012).

2.5. Pharmacological treatments

Microinjections were carried out less than 1 min after the con-
textual fear conditioning training or extinction training sessions.
The animals were gently restrained by hand, and the injection
needle (30 gauge) was fitted tightly into the guides, extending
1 mm from the tip of the guide cannulae. The injection needle
was connected to a 10 pul Hamilton microsyringe and the infusions
were performed at a rate of 0.5 pul/30 s. The microinfusion volume
used was 1.0 pl per side into the dorsal CA1 area of the hippocam-
pus and 0.5 pl per side into the BLA. At the end of the microinfu-
sion, the injection needle was left in place 1 min, to allow the
solution to diffuse away from the cannula tip, then carefully with-
drawn and placed on the other side.

The drugs and the doses used were the peptide PACAP-38
(Sigma-Aldrich; St Louis, MO, USA), 40 pg/side; the antagonist
PACAP 6-38 (Tocris), 40 pg/side (Sacchetti et al., 2001) and; the
agonist of the NMDA receptor glycine site, D-Serine (Sigma-
Aldrich; St Louis, MO, USA), 50 ng/side (Fiorenza et al, 2012;
Sacchetti et al, 2001). All drugs were freshly dissolved in sterile
saline 0.9%.

2.6. Cannula placement

Correct cannulae placements were verified 2-4 days after the
end of the last behavioral procedure. Animals were infused with
a 4% methylene blue solution over 30 s into the CA1 region of the
dorsal hippocampus (1.0 plfside) or into the BLA (0.5 pl/side) at
the coordinates mentioned above. Thirty min later, the animals
were sacrificed by excess anesthesia and the brains were removed
and kept in 10% formalin. The extension of the spread of the dye
was considered to represent an estimate of the amount of drug
infused. Cannula placement was considered correct when the
spread was <1 mm from the intended infusion site; this occurred
in 98% of the animals (Fig. 1).

2.7. Statistical analysis

Data are presented as means # standard errors, and were ana-
lyzed statistically by one-way ANOVA followed by Newman-Keuls
Test using Graphpad Prism® software. P<0.05 was considered
statistically significant.

3. Results
3.1. Effects of PACAP on contextual fear conditioning

Immediately after CFC training, rats received bilateral intra-CA1
or intra-BLA infusions of Vehicle (Veh), PACAP-38 (40 pg/side),
PACAP 6-38 (40 pg/side) or PACAP 6-38 (40 pg/side) plus D-serine
(50 png/side) and 24 h later they were subjected to a 3-min reten-
tion test (Fiorenza et al,, 2012).

As shown in Fig. 2, animals that received PACAP-38 into the CA1
region of hippocampus (Fig. 2A), but not into the BLA (Fig. 2B) after
the CFC training exhibited higher levels of freezing during the
retention test than the animals that received Veh. On the other
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Fig. 1. Schematic drawing shows the area reached by the infusions. The correct
cannula placement was verified by infusion of a 4% methylene blue solution
(1.0 plfside) into the CA1 region of the dorsal hippocampus (A) or (0.5 plfside) into
the BLA (B) at the coordinates derived from Atlas Paxinos and Watson { 1986).

hand, the animals that received PACAP 6-38 intra-CA1 or intra-BLA
after the CFC training exhibited lower levels of freezing than the
Veh group during the retention test. Thus, the animals that
received PACAP 6-38 plus D-serine intra-CA1 but not intra-BLA
after the CFC training expressed higher levels of freezing than the
Veh group during the retention test. These results indicate that
PACAP modulates the CFC and the NMDA receptors activity in
the CA1 region of the dorsal hippocampus and in the BLA.

3.2. Effects of PACAP on the extinction of contextual fear conditioning

Rats trained in CFC were subjected to an extinction training
24 h later, and immediately after the animals received bilateral
intra-CA1 or intra-BLA infusions of Vehicle (Veh), PACAP-38
(40 pg/side), PACAP 6-38 (40 pg/side) or PACAP 6-38 (40 pg/side)
plus D-serine (50 pg/side). 24 h later they were subjected to a 3-
min extinction retention test (Fiorenza et al., 2012).

As shown in Fig. 3, animals that received PACAP-38 into the CAl
(Fig. 3A) or into the BLA (Fig. 3B), after the extinction training
exhibited similar levels of freezing than the Veh group during the
extinction retention test. On the other hand, animals that received
PACAP 6-38 into CA1 but not intra-BLA after the extinction training
exhibited higher levels of freezing than the Veh group during the
extinction retention test. Thus, the animals that received PACAP
6-38 plus D-serine intra-CA1 after the extinction training
expressed lower levels of freezing than the Veh group during the
extinction retention test. These results indicate that in the CAl
PACAP modulates the extinction of CFC and suggest that this effect
relies on an interaction between PACAP and NMDA receptors.
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Fig. 2. The effect of PACAP in the CAl and in the BLA on the consolidation of
contextual fear conditioning Immediately after CFC training animals received
bilateral intra-CAl1 (A) or intra-BLA (B) infusions of Veh, PACAP-38 (40 pg/side),
PACAP 6-38 (40 pg/side) or PACAP 6-38 (40 pg/side) plus D-serine (50 pg/side) and
24h later they were subjected to a 3-min retention test. Data are presented as
mean + SEM of the percentage of time spent freezing. “p <0.05, *"p < 0001 vs.
control group. New man-Keuls test after one-way ANOVA; n =11 or 12 animals per
group. (Upper) Schematic representation of the behavioral protocol used.

4. Discussion

PACAP has a broad spectrum of biological functions including
neuromodulator, neurotransmitter, neurotrophic and neuroprotec-
tive (Brenneman, Nicol, Warren, & Bowers, 1990; Fahrenkrug,
1993; Lioudyno, Skoglosa, Takei, & Lindholm, 1998; Pincus,
DiCicco-Bloom, & Black, 1990; Vaudry et al., 2000). More recently,
PACAP has been suggested to also play a role in the modulation of
learning and memory.

Here we show that in the CA1 region of hippocampus and in the
basolateral amygdala PACAP modulates the consolidation and
extinction of CFC, through an interaction with glutamatergic
NMDA receptors.

PACAP and its PACIR are highly expressed in hippocampus and
amygdala (Hannibal, 2002; Hashimoto et al, 1996; Jaworski &
Proctor, 2000), brain regions that are involved in both consolida-
tion and extinction of the contextual fear conditioning
(Anagnostaras, Gale, & Fanselow, 2001; Baldi & Bucherelli, 2010;
de Carvalho Myskiw et al, 2013, 2014; Fiorenza et al, 2012;
Fischer, Sananbenesi, Schrick, Spiess, & Radulovic, 2004; Fischer
et al, 2007; Kim & Fanselow, 1992; McGaugh, 2000; Myers &
Davis, 2007; Quirk & Mueller, 2008; Sananbenesi et al., 2007). In
the current study we demonstrated that PACAP in the CA1 acts
as a modulator in the consolidation and extinction of the CFC,
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Fig. 3. The effect of PACAP in the CA1 and in the BLA on the extinction of contextual
fear conditioning. Immediately after the extinction training of the CFC animals
received bilateral intra-CA1 (A) or intra-BLA (B) infusions of Veh, PACAP-38
(40 pgfside), PACAP 6-38 (40 pg/side) or PACAP 6-38 (40 pgfside) plus D-serine
(50 pgfside) and 24h later the animals were subjected to a 3-min extinction
retention test. Data are presented as mean = SEM of the percentage of time spent
freezing. "p< 005 *“p<0.000 vs the first 3 min of the extinction training.
Newman-Keuls test after one-way ANOVA; n = 11 or 12 animals per group. (Upper)
Schematic representation of the behavioral protocol used.

furthermore in the BLA PACAP modulates only the consolidation of
the CFC. The results fit with previous findings that mice without
PAC1 receptor present deficit in the CFC and in the passive avoid-
ance learning (Telegdy & Kokavszky, 2000).

Recently it was shown that the levels of the PACIR mRNA
(ADCYAP1R1) are increased in the amygdala 2 h after the classical
fear conditioning (Hammack et al., 2009; Ressler et al., 2011). In
the current study we demonstrated that PACAP in the BLA acts
as a modulator in the CFC consolidation but not in the extinction.
The possible explanations for this result lays on the fact that it
has been reported that positive effect of PACAP in memory follows
an inverted U-shaped dose-response curve, as described for many
others memory enhancing drugs (Parsons & Gold, 1992).

Additionally, the results presented here suggest that the PACAP
action in the CA1 on the consolidation and extinction of the CFC is
mediated by glutamatergic NMDA receptors. It has been suggested
that PACIR modulates NMDA receptors activity through processes
mediated by protein kinase A (PKA) (Yaka et al, 2003), protein
kinase C (PKC) and Src (Macdonald et al., 2005). The three sets of
signaling enzymes are known to participate in memory processes,
particularly in fear-motivated tasks (see lzquierdo et al., 2006).
One possible explanation of why PACAP had no effect on extinction
when given into the BLA, a region clearly involved both in the ori-
ginal consolidation and in the extinction of CFC (Fiorenza et al.,
2012) is that the signaling enzymes mentioned or the effect of
PACAP thereon are activated to a different degree by both behav-
ioral procedures; a topic that deserves further research.

The present work provides an important addition to the knowl-
edge of modulation of consolidation and extinction of CFC. The
results may support the development of new drugs that act
directly on PACAP and that will help in the treatment of disorders
motivated by fear like PTSD.

Acknowledgment

Work supported by Grants and fellowships from the National
Research Council of Brazil (CNPq) and CAPES.

References

Almli, L. M., Mercer, K. B, Kerley, K, Feng, H., Bradley, B, Conneely, K. N, et al
(2013). ADCYAPIR1 genotype associates with post-traumatic stress symptoms
in highly traumatized African-American females. American Journal of Medical
Genetics. Part B, Neuropsychiatric Genetics: The Official Publication of the
International  Society of Psychiatric Genetics, 162B(3), 262-272. http://
dx.doi.org/10.1002{ajmg.b.32145

Anagnostaras, 5. G, Gale, G. D., & Fanselow, M. 5. (2001). Hippocampus and
contextual fear conditioning: Recent controversies and advances. Hippocampus,
11(1), 8-17. http:[dxdoiorg/10.1002/1098-1063(2001)  11:1<8::AID-
HIPO1015>3.0.C0;2-7.

Baldi, E., & Bucherelli, C. (2010). Substantia nigra, nucleus basalis magnocellularis
and basolateral amygdala roles in extinction of contextual fear conditioning in
the rat. Neurobiology of Leaming and Memory, 94{2), 199-205. hitp://dx doi.org/
10.1016/j.n1m.2010.05.007

Beckett, W. 5. (2002). Post-traumatic stress disorder. The New England fournal of
Medicine, 346(19), 1495-1498 (author reply 1495-1498).

Brenneman, D. E., Nicol, T., Warren, D., & Bowers, L. M. (1990). Vasoactive intestinal
peptide: A neurotrophic releasing agent and an astroglial mitogen. fournal of
Neuroscience Research, 25(3), 386-394. http:jfdx.doi.org 101002/
jnr.490250316.

Briscione, M. A,, Jovanovic, T., & Norrholm, S. D. (2014). Conditioned fear associated
phenotypes as robust, translational indices of trauma-, stressor-, and anxiety-
related behaviors. Frontiers in Psychiatry, 5, 88. htip://dxdoi.org/10.3389/
fpsyt.2014.00088

Burgos-Robles, A., Vidal-Gonzalez, L, Santini, E.. & Quirk, G. ). (2007). Consolidation
of fear extinction requires NMDA receptor-dependent bursting in the
wventromedial prefrontal cortex. Newron, 53(6), 871-880. http:/jdx.doiorg/
10.1016/j.neuron. 2007.02.021.

Costa, L, Santangelo, F., Li Volsi, G, & Ciranna, L (2009). Modulation of AMPA
receptor-mediated ion current by pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide (PACAP) in CA1 pyramidal neurons from rat hippocampus.
Hippocampus, 19(1), 99-109. http:[/dx.doiorg/10.1002/hipo. 20488

De Carvalho Myskiw, ). Benetti, F.. & lzquierdo, 1. (2013). Behavioral tagging of
extinction learning. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America,  110{3), 1071-1076.  http: [jdx doi.org/10.1073
pnas. 1220875110

De Carvalho Myskiw, ], Furni, C. R G, Benetti F, & lzquierdo, L (2014)
Hippocampal molecular mechanisms involved in the enhancement of fear
extinction caused by exposure to novelty. Proceedings of the Notional Academy of
Sciences of the United States of America, 111(12), 4572-4577. hitp:/[dx.doiorg/
10.1073/pnas. 1400423111

Fahrenkrug, ] (1993). Transmitter role of vasoactive intestinal peptide.
Pharmacology & Toxcology, 72(6), 354-363.

Fahrenkrug, |, & Hannibal, |. (2004). Neurotransmitters co-existing with VIP or
PACAP. Peptides, 25(3), 393-401 http: jfdx doi.org[10.1016/
j.peptides.2004.01.010.

Fiorenza, N. G., Rosa, |, lzquierdo, L, & Myskiw, J. C. (2012). Modulation of the
extinction of two different fear-motivated tasks in three distinct brain areas.
Behavioural Brain Research, 232(1), 210-216. htp://dxdoi.org/10.1016/
j.bbr.2012.04.015.

Fischer, A, Radulovic, M., Schrick, C., Sananbenesi, F., Godovac-Zimmermann, J., &
Radulovic, ). (2007). Hippocampal MekjErk signaling mediates extinction of
contextual freezing behavior. Neurobiology of Learning and Memory, 87(1),
149-158. http: {dx.doi.org/10.1016/j.nlm.2006.08.003.

Fischer, A., Sananbenesi, F., Schrick, C., Spiess, |, & Radulovic, J. (2004). Distinct roles
of hippocampal de novo protein synthesis and actin rearrangement in
extinction of contextual fear. The fournal of Neuroscience. The Official Journal of
the Society for Neuroscience, 24{8), 1962-1966. http://dxdoi.org/10.1523]
JNEUROSCL5112-03.2004.

Hammack, 5. E, Cheung, J., Rhodes, K. M, Schutz, K. C, Falls, W. A, Braas, K. M., et al
(2009). Chronic stress increases pituitary adenylate cyclase-activating peptide
(PACAP) and brain-derived neurotrophic factor (BDNF) mRMA expression in the
bed nucleus of the stria terminalis (BNST): Roles for PACAP in anxiety-like
behavior. Psychoneurnendocrinology, 34(6). 833-843. http: (/dxdoi.org/ 10,1016/
j-psyneuen.2008.12.013

Hannibal, . (2002). Pituitary adenylate cyclase-activating peptide in the rat central
nervous system: An immunohistochemical and in situ hybridization study. The
Journal of Comparative Neurology, 453(4), 389-417. http://dx.doi.org/10.1002]
cne. 10418

59



124 5.D. Schmidt et al / Neurobiology of Leaming and Memory 118 (2015) 120-124

Hannibal, J., Meller, M., Ottersen, O. P,, & Fahrenkrug, J. (2000). PACAP and
glutamate are co-stored in the retinchypothalamic tract. The journal of
Comparative Neurology, 418(2), 147-155.

Harmar, A. ., Arimura, A., Gozes, L, Journot, L., Laburthe, M., Pisegna, ]. R, et al
(1998). International union of pharmacology. XVII. Nomenclature of receptors
for vasoactive intestinal peptide and pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide. Pharmacological Reviews, 50(2), 265-270.

Hashimoto, H., Nogi, H., Mori, K., Ohishi, H., Shigemoto, R, Yamamoto, K., et al
(1996). Distribution of the mRNA for a pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide receptor in the rat brain: An in situ hybridization study. The Journal
of Comparative Newrology, 371(4), 567-577. http://dxdoiorg/10.1002/
(SIC1)1096-9861(19960805)371:4<567::AID-CNEG>3.0.C0; 2-2.

Izquierdo, 1., Bevilagua, L. R M. Rossato, ). I, Bonini, J. S, Medina, ). H. &
Cammarota, M. (2006). Different molecular cascades in different sites of the
brain control memory consolidation. Trends in Neurosciences, 29(9), 496-505.
http://dxdoiorg/10.1016/j.tins.2006.07.005.

Izquierdo, L, Quillfeldt, ]. A., Zanatta, M. 5., Quevedo, ]., Schaeffer, E., Schmitz, P. K,
et al (1997). Sequential role of hippocampus and amygdala, entorhinal cortex
and parietal cortex in formation and retrieval of memory for inhibitory
avoidance in rats. The European fournal of Neuroscience, 9(4), 786-793.

Jaworski, D. M., & Proctor, M. D. (2000). Developmental regulation of pituitary
adenylate cyclase-activating polypeptide and PAC{ 1) rece ptor mRNA expression
in the rat central nervous system. Brain Research. Developmental Brain Research,
120(1), 27-39,

Kim, ]. ], & Fanselow, M. S. (1992). Modality-specific retrograde amnesia of fear
Science (New York, N.Y.), 256(5057), 675-677.

Laurent, V., & Westbrook, R. F. (2008). Distinct contributions of the basolateral
amygdala and the medial prefrontal cortex to learning and relearning extinction
of context conditioned fear. Learning & Memory (Cold Spring Harbor, N.Y.} (pp.
657-666). Vol. 15{(9), doi: 10.1101/Im.1080108.

Lee, E. H., & Seo, 5. R. (2014). Neuroprotective roles of pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide in neurodegenerative diseases. BMEB Reports, 47(7),
369-375.

Lioudyno, M., Skogléisa, Y., Takei, N., & Lindholm, D. {1998). Pituitary adenylate
cyclase-activating polypeptide (PACAF) protects dorsal root ganglion neurons
from death and induces calcitonin  gene-related peptide (CGRP)
immunoreactivity in vitro. fournal of Neuroscience Research, 51(2), 243-256.

Macdonald, D. S, Weerapura, M., Beazely, M. A, Martin, L., Czerwinski, W, Roder, ].
C., et al. (2005). Modulation of NMDA receptors by pituitary adenylate cyclase
activating peptide in CA1 neurons requires G alpha g, protein kinase C, and
activation of Src. The Journal of Neuroscience. The Official Journal of the Society for
Neuroscience, 25(49), 11374-11384. http://dxdoiorg/10.1523/
JNEUROSCL3871-052005.

McGaugh, ). L. (2000). Memory - A century of consolidation. Science, 287, 248-251.

Miyata, A, Aimura, A, Dahl, R R, Minamino, N., Uehara, A, Jiang, L, et al. (1989).
Isolation of a novel 38 residue-hypothalamic polypeptide which stimulates
adenylate cyclase in pitvitary cells. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 164(1), 567-574.

Miyata, A, Jiang, L., Dahl, R. D,, Kitada, C,, Kubo, K, Fujino, M., et al. (1990). Isolation
of a neuropeptide corresponding to the N-terminal 27 residues of the pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide with 38 residues (PACAP38).
Biochemical and Biophysical Research Communications, 170(2), 643-648.

Myers, K. M., & Davis, M. (2007). Mechanisms of fear extinction. Molecular
Psychiatry, 12(2), 120-150. http: /dx doi.org/10.1038/5).mp 4001939,

Myskiw, ). C., Izquierdo, L, & Furini, C. R G.(2014). Modulation of the extinction of
fear learning. Brain Research Bulletin, 105, 61-69. http://dxdoiorg/10.1016/
Jj.brainresbull 2014.04.006.

Parsons, M. W., & Gold, P. E. (1992). Glucose enhancement of memory in elderly
humans: An inverted-U dose-response curve. Neurobiology of Aging. 13(3),
401-404,

Paxinos, G., & Watson, C. (1986). The rat brain in stereotaxic coondinates. San Diego:
Academic Press.

Fincus, D. W., DiCicco-Bloom, E. M., & Black, I. B. (1990). Vasoactive intestinal
peptide regulates mitosis, differentiation and survival of cultured
sympathetic neuroblasts. Nature, 343(6258), 564-567. http://dx.doi.org/10
1038/343564a0.

Quirk, G. ]., & Mueller, D. (2008). Neural mechanisms of extinction learning and
retrieval. Neuropsychopharmacology: Offidial  Publication of the American
College of Neuropsychopharmacology, 33(1), 56-72. http://dx.doi.org/10.1038/
sinpp.1301555.

Resch, ). M., Albano, R, Liu, X, Hjelmhaug, ], Lobner, D, Baker, D. A, et al. (2014).
Augmented cystine-glutamate exchange by pituitary adenylate cydase-
activating polypeptide signaling via the VPACT receptor. Synapse (New York,
N.Y.). http://dxdoi.org/10.1002/syn.21772.

Ressler, K. J. Mercer, K. B, Bradley, B., Jovanovic, T., Mahan, A., Kerey, K, et al.
(2011). Post-traumatic stress disorder is associated with PACAP and
the PAC1 receptor. Nature, 470(7335), 492-497. http:|/dx.doi.org/10.1038]
nature09856.

Sacchetti, B., Lorenzini, C. A, Baldi, E, Bucherelli, C, Roberto, M., Tassoni, G., et al.
(2001). Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide hormone { PACAP) at
very low dosages improves memory in the rat. Neurobiology of Learning and
Memory, 76(1), 1-6. hitp:{/dx.doi.org/10.1006/nlme. 20014014,

Sananbenesi, F., Fischer, A., Wang, X, Schrick, C, Neve, R, Radulovic, ., et al. (2007).
A hippocampal Cdk5 pathway regulates extinction of contextual fear. Nature
Neuraseience, 10(8), 1012-1019. http:[dx.doiorg/ 10.1038/nn1943,

Sauvage, M., Brabet, P, Holsboer, F., Bockaert, |, & Steckler, T. (2000). Mild deficits in
mice lacking pituitary adenylate cydase-activating polypeptide receptor type 1
(PACT) performing on memory tasks. Brain Research. Molecular Brain Research,
84(1-2), 79-89.

Sher, L., & Vilens, A. (2010). Neurobiology of post-traumatic stress disorder. New York:
Nova Biomedical.

Szapim, G., Vianna, M. R. M., McGaugh, J. L., Medina, J. H., & Izquierdo, L. (2003 ). The
role of NMDA glutamate receptors, PKA, MAPK, and CAMKIlin the hippocampus
in extinction of conditioned fear. Hippocampus, 13(1), 53-58. http://dxdoiorg/
10.1002/hipo. 10043,

Telegdy, G., & Kokavszky, K. (2000). The action of pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide (PACAP) on passive avoidance learning. The role of
transmitters. Brain Research, 874(2), 194-199.

Uddin, M., Chang, 5.-C., Zhang, C., Ressler, K., Mercer, K. B., Galea, 5., et al. (2013).
Adcyap1rl genotype, posttraumatic stress disorder, and depression among
women exposed to childhood maltreatment. Depression and Anxiety, 30(3),
251-258. http://dx.doi.org/10.1002(da 22037,

Vaudry, D., Falluel-Morel, A, Bourgault, 5., Basille, M., Burel, D., Wurtz, O, et al.
(2009). Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide and its receptors: 20
years after the discovery. Pharmacological Reviews, 61(3), 283-357. hup://
dx.doi.org{10.1124/pr.109.001370.

Vaudry, D., Gonzalez, B. . Basille, M., Yon, L., Fournier, A., & Vaudry, H. (2000)
Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide and its receptors: From
structure to functions. Pharmacological Reviews, 52(2), 269-324.

‘Wang, L., Cao, C,, Wang, R, Qing, Y., Zhang, ], & Zhang, X. Y. (2013). PAC1 receptor
(ADCYAPIR1) genotype is associated with PTSD's emotional numbing
symptoms in Chinese earthquake survivors. Journal of Affective Disorders,
150(1), 156-159. http://dx.doi.org/10.1016(j.jad.2013.01.010.

Yaka, R, He, D-Y., Phamluang, K, & Ron, D. (2003). Pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide (PACAP(1-38)) enhances N-methyl-D-aspartate receptor
function and brain-derived neurotrophic factor expression via RACK1. The
Journal of Biological Chemistry, 278(11), 9630-9638. http://dx.doi.org/10.1074/
jbcM209141200,

60



