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RESUMO 

 

O neuropeptídeo PACAP (polipeptídeo ativador da adenilato ciclase pituitária) 

possui um amplo espectro de funções biológicas, como neurotransmissor, neuromodulador, 

neuroprotetor e fator neurotrófico. Além disso, estudos sugerem que o PACAP desempenha 

um importante papel na modulação do comportamento social, aprendizagem e memória, bem 

como na estimulação da produção de óxido nítrico (NO) e na modulação da atividade dos 

receptores glutamatérgicos do tipo NMDA. O presente estudo teve como objetivo investigar, 

na região CA1 do hipocampo dorsal e na amígdala basolateral (BLA), a participação do 

PACAP nas memórias de medo condicionado ao contexto (MCC) e de reconhecimento social 

(RS). Para isso, ratos Wistar machos adultos, com cânulas implantadas bilateralmente na 

região 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 após a sessão de 

treino do MCC, prejudica a consolidação dessa memória. Contudo, esse efeito não foi 

observado quando o agonista dos receptores NMDA (D-serina; 50 µg/lado) foi infundido 

concomitantemente com o PACAP 6-38. Verificou-se também que, quando infundido intra-

CA1 imediatamente após a sessão de treino da extinção do MCC, o PACAP 6-38 prejudica a 

memória de extinção, entretanto, esse efeito não foi observado na BLA ou quando o PACAP 

6-38 foi infundido intra-CA1 concomitantemente com D-serina. Ainda, verificou-se que, 

quando infundido intra-CA1 ou intra-BLA imediatamente após a tarefa de reconhecimento 

social, o PACAP 6-38 prejudica a consolidação dessa memória, porém, esse efeito não foi 

observado quando o doador de óxido nítrico (SNAP; 5 µg/lado) foi infundido 

concomitantemente com o PACAP 6-38. Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem 

que o PACAP participa da consolidação e da extinção da memória de MCC, e que esse efeito 

parece ocorrer através dos receptores NMDA. Além disso, os resultados também indicam que 

o PACAP participa da consolidação da memória de reconhecimento social, e que esse efeito 

parece ocorrer através da ação do óxido nítrico. 

 

Palavras-chave: PACAP, consolidação, extinção, medo condicionado ao contexto, receptores 

NMDA, reconhecimento social, óxido nítrico. 

 

 



 

 

 

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 CA1 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 CA1 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 µg/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 µg/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. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Memória: Conceito e Classificação 

 

Memória é a capacidade de aquisição, armazenamento e conservação de 

informações, as quais podem ser evocadas e utilizadas posteriormente (IZQUIERDO, 2011). 

Pode-se dizer que as memórias formam um conjunto de sistemas neurais que mantém a 

história pessoal de cada indivíduo, 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 experiências e mantida pela sua 

memória, entretanto, quando a memória é perdida, como na doença de Alzheimer, o indivíduo 

perde a capacidade de recriar o passado e, em consequência disto, perde a conexão consigo 

mesmo e com os outros (SQUIRE; KANDEL, 2003). 

A memória pode ser classificada em relação à natureza de seu conteúdo ou em 

relação ao seu tempo de duração. Quanto à natureza de seu conteúdo, as memórias podem ser 

divididas em memórias explícitas (declarativas) ou implícitas (não declarativas) 

(BADDELEY; ANDERSON; EYSENCK, 2011; IZQUIERDO, 2011; KANDEL, 2001). 

As memórias explícitas podem ser subdividas em episódica e semântica 

(IZQUIERDO et al., 2006; SQUIRE; KNOWLTON; MUSEN, 1993; STERN; ALBERINI, 2013). 

As memórias episódicas possuem um contexto espacial e temporal (SQUIRE; KNOWLTON; 

MUSEN, 1993). Referem-se a eventos aos quais o indivíduo assiste ou participa, como por 

exemplo uma viajem, a formatura do filho, ou a sua prórpia formatura. Por sua vez, as memórias 

semânticas referem-se à conhecimentos de ordem geral, tais como a língua portuguesa, medicina, 

história, etc (BURIANOVA; MCINTOSH; GRADY, 2010; CONWAY, 2009; IZQUIERDO, 

2011; KOMPUS et al., 2009; RENOULT et al., 2012). 

As memórias implícitas compreendem as memórias de “como executar 

determinada atividade”, como por exemplo as memórias de habilidades motoras 

(MAYFORD; SIEGELBAUM; KANDEL, 2012; STERN; ALBERINI, 2013). Também são  

memórias implícitas a habituação (decréscimo da resposta a estímulos benignos repetidos), o 

priming (evocação de memórias sob a apresentação de uma dica) e as memórias decorrentes do 

treinamento em tarefas de condicionamento clássico (memórias associativas) (BEAR; 

CONNORS; PARADISO, 2007; IZQUIERDO, 2011; SCHUCHARD; THOMPSON, 2014; 

SQUIRE; KNOWLTON; MUSEN, 1993). 
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A formação das memórias explícitas e implícitas depende de estruturas 

encefálicas diferentes (ALBRIGHT; KANDEL; POSNER, 2000; IZQUIERDO, 2011; 

KANDEL, 2001; KOLB; WHISHAW, 2002; SQUIRE; WIXTED; CLARK, 2007). As 

memórias explícitas requerem a integridade do lobo temporal medial, que compreende o 

hipocampo, o giro denteado e o complexo subicular, juntamente com os córtices entorrinal, 

perirrinal e parahipocampal. Em contrapartida, as memórias implícitas independem do lobo 

temporal e envolvem diferentes estruturas, como a amígdala, os gânglios 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). É importante ressaltar que as memórias implícitas e explícitas não 

são entidades distintas atuando sozinhas, elas coexistem e interagem frequentemente 

(STERN; ALBERINI, 2013). 

Quanto a perdurabilidade, a memória pode ser classificada em memória de 

trabalho, memória de curta duração e memória de longa duração. A memória de trabalho 

possibilita que o indivíduo compreenda o ambiente externo que lhe cerca, exercendo uma 

função executiva que auxilia o mesmo nas tomadas de decisões (BADDELEY; ANDERSON; 

EYSENCK, 2011; BEAR; CONNORS; PARADISO, 2007). Este tipo de memória parece 

depender basicamente da atividade elétrica dos neurônios do córtex pré-frontal (IZQUIERDO, 

2011; IZQUIERDO et al., 1998; ZANTO et al., 2011), não perdura mais do que 1 - 3 minutos 

e não forma “arquivos” (BADDELEY, 1992; D’ESPOSITO et al., 1995; IZQUIERDO, 2011; 

SCHUCHARD; THOMPSON, 2014). 

As memórias de curta e de longa duração utilizam as mesmas estruturas cerebrais 

para seu processamento, como hipocampo, córtex entorrinal e amígdala, porém envolvem 

mecanismos moleculares independentes (IZQUIERDO, 2011). As memórias de curta duração 

(STM; do inglês: short-term memory) persistem por poucos minutos até no máximo seis 

horas, não requerem síntese de mRNA (do inglês: messenger ribonucleic acid) e/ou de 

proteínas e, sua formação ocorre a partir da memória de trabalho (ALBERINI; MILEKIC; 

TRONEL, 2006; BADDELEY; ANDERSON; EYSENCK, 2011; IZQUIERDO, 2011; 

IZQUIERDO et al., 1998; KANDEL, 2001). Forma-se memórias de curta duração 

continuamente, visto que as mesmas são utilizadas para lembrar algo que aconteceu há 

algumas horas atrás e dar continuidade ao tempo presente (IZQUIERDO, 2011; SQUIRE et 

al., 2003). Por sua vez, as memórias de longa duração (LTM; do inglês: long-term memory) 

duram muitas horas, dias ou meses e, quando perduram por muitos anos, costumam ser 
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denominadas de memórias remotas. A formação desse tipo de memória requer síntese de 

mRNA e síntese de novas proteínas, além da participação de diversas vias de sinalização 

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 é, se a STM era uma fase da LTM, ou se as mesmas eram processos independentes. 

Izquierdo e colaboradores (1998) demonstraram que alguns tratamentos farmacológicos são 

capazes de suprimir a STM sem interferir na formação da LTM. Desta forma, mesmo que 

estes sistemas de memória compartilhem algumas estruturas cerebrais para o seu 

processamento, tais como a região CA1 do hipocampo dorsal, o córtex entorrinal e o córtex 

parietal, eles são separados em algum grau (IZQUIERDO et al., 1999; QUEVEDO et al., 

2003). 

 

1.2. Aquisição, Consolidação, Evocação e Extinção da Memória 

 

O processo de formação e conservação da memória envolve diferentes etapas. Em 

um primeiro momento ocorre a fase de aquisição, na qual novas informações, habilidades ou 

experiências são adquiridas através da exposição a um estímulo (SQUIRE, 1987). Cabe aqui 

ressaltar que o aprendizado e a memória estão intimamente conectados (SQUIRE et al., 

2003). Não há memória sem que antes ocorra o aprendizado, entretanto, nem todo 

aprendizado é capaz de formar uma memória. A diferença entre ambos é sutil. O aprendizado 

refere-se à aquisição de novos saberes ou novas capacidades, contudo, nem sempre 

armazenamos todas as informações aprendidas ao longo da vida, muitas são filtradas pelo 

nível de alerta, ansiedade e estado de ânimo (IZQUIERDO, 2011). As informações que são 

registradas pelo sistema nervoso central e, posteriormente podem ser lembradas, referem-se à 

memória (BEAR; CONNORS; PARADISO, 2007; IZQUIERDO, 2011; SQUIRE et al., 

2003). 

Após a aquisição de uma informação, a mesma é processada pelos sistemas 

sensoriais e retida temporariamente (minutos, horas) como memória de curta duração, 

podendo posteriormente ser armazenada em um sistema de memória mais estável, de longa 

duração. A etapa em que ocorre o armazenamento dessas informações recém-adquiridas é 

chamado de consolidação (IZQUIERDO et al., 2006; MCGAUGH, 1966, 2000), processo 



 

 

15 

pelo qual um novo traço de memória é gradualmente formado (BADDELEY; ANDERSON; 

EYSENCK, 2011). Enquanto estão sendo consolidadas, as memórias encontram-se lábeis e 

são sensíveis a inibidores de síntese protéica, eventos traumáticos ou à incorporação de novas 

informações (DA SILVA et al., 2008; IZQUIERDO, 2011; MYSKIW et al., 2008; SQUIRE; 

KANDEL, 2003; TAUBENFELD et al., 2001). 

Mesmo já consolidadas, as memórias tornam-se novamente lábeis e susceptíveis a 

novas interferências quando evocadas (DEBIEC; LEDOUX; NADER, 2002; MILEKIC; 

ALBERINI, 2002; PRZYBYSLAWSKI; SARA, 1997). O processo de evocação é também 

conhecido como reativação, lembrança ou recuperação. A evocação de uma memória envolve, 

portanto, a recordação de uma informação previamente armazenada, o que comprova que o 

aprendizado realmente deu origem a uma memória (IZQUIERDO, 2011). 

 A evocação de uma memória previamente consolidada pode também ser inibida, 

processo este denominado de extinção (IZQUIERDO, 2011; PAVLOV, 1927; RESCORLA, 

2001). Apesar de representar um “desaparecimento comportamental”, a extinção não é 

sinônimo de esquecimento, mas um processo ativo de aprendizagem decorrente da 

reexposição à informação/situação na ausência do seu reforço, o qual leva a formação de uma 

nova memória que se sobrepõe à original (FIORENZA et al., 2011). Assim, por tratar-se de 

um novo aprendizado, a formação da memória de extinção envolve mecanismos celulares e 

moleculares semelhantes àqueles inicialmente recrutados para a consolidação da memória 

original (SZAPIRO et al., 2003; VIANNA et al., 2001). Estudos têm demonstrado que a 

formação da memória de extinção requer a ativação dos receptores glutamatérgicos do tipo 

NMDA (N-metil D-Aspartato), podendo ser modulada pelos receptores histaminérgicos, 

noradrenérgicos e dopaminérgicos no hipocampo, amígdala basolateral e córtex pré-frontal 

ventromedial, além de necessitar de síntese de proteínas nestas três estruturas logo após a sua 

aquisição (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 Clássico 

 

Um excelente modelo para se estudar a extinção de uma memória é o 

condicionamento clássico, o qual baseia-se no fato de que muitas memórias são adquiridas 

por meio da associação entre diferentes estímulos. Essa relação foi primeiramente proposta no 
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início do século XX pelo fisiologista e médico russo, Ivan Pavlov. O condicionamento 

clássico, também conhecido como condicionamento Pavloviano, consiste na apresentação de 

um estímulo inicialmente neutro (estímulo condicionado - CS; do inglês: conditioned 

stimulus), seguido da apresentação de um estímulo biologicamente significativo (estímulo 

incondicionado - US, do inglês: unconditioned stimulus). A apresentação desse pareamento 

por diversas vezes gera uma resposta condicionada (CR, do inglês: conditioned response), a 

qual evidencia que a associação entre o CS e o US foi aprendida (IZQUIERDO, 2011; 

PAVLOV, 1927; VANELZAKKER et al., 2014). 

Conforme mencionado acima, a exposição repetida do estímulo condicionado sem 

o seu reforço, ou seja, sem o estímulo incondicionado, é o que desencadeia o processo de 

extinção da memória (FURINI; MYSKIW; IZQUIERDO, 2014; IZQUIERDO, 2011; 

PAVLOV, 1927; VURBIC; BOUTON, 2011). Clinicamente, a extinção é conhecida como 

terapia de exposição, sendo amplamente utilizada para tratar distúrbios motivados pelo medo 

(BECKETT, 2002; DAVIS et al., 2006; QUIRK et al., 2010). Durante as sessões de extinção, 

o indivíduo aprende a inibir a evocação de uma memória aversiva (DE CARVALHO 

MYSKIW; BENETTI; IZQUIERDO, 2013; DE CARVALHO MYSKIW et al., 2014; 

IZQUIERDO et al., 1965; RESCORLA, 2001, 2004). Apesar dessas memórias serem 

essenciais para a sobrevivência, quando evocadas fora de seu contexto, elas podem 

desencadear distúrbios de ansiedade, síndrome do pânico e, em alguns casos, transtorno de 

estresse pós-traumático (PTSD; do inglês: posttraumatic stress disorder). O PTSD é um 

distúrbio que provoca a recordação espontânea de memórias traumáticas, impedindo que o 

indivíduo tenha uma vida normal (PIZZORUSSO, 2009). Nos últimos 30 anos, o PTSD foi 

reconhecido como o mais grave e prevalente transtorno motivado pelo medo (BECKETT, 

2002; SHER; VILENS, 2010), sendo que a terapia de exposição é reconhecida atualmente 

como o seu tratamento mais eficaz (BRISCIONE; JOVANOVIC; NORRHOLM, 2014). 

 

1.4. Reconhecimento Social 

 

As memórias de reconhecimento são extremamente importantes para a 

sobrevivência. Referem-se à capacidade dos animais em identificar e distinguir entre odores, 

gostos, objetos ou faces, familiares e não 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 é chamada de 

reconhecimento social (GABOR et al., 2012; GHEUSI et al., 1994). Reconhecer o co-

específico é essencial para a escolha de respostas comportamentais adequadas, sejam elas do 

tipo agressiva, de esquiva, competitiva, cooperativa ou sexual (COLGAN, 1983; VAN DER 

KOOIJ; SANDI, 2012). 

Estudos têm demonstrado que a memória de reconhecimento social pode ser 

modulada por diferentes hormônios, tais como a ocitocina, a vasopressina, o estrogênio e a 

testosterona (BLUTHÉ; GHEUSI; DANTZER, 1993; BYCHOWSKI; MENA; AUGER, 

2013; EVERTS; KOOLHAAS, 1997; POPIK; VAN REE, 1998; POPIK; VETULANI; VAN 

REE, 1992; VAN WIMERSMA GREIDANUS; MAIGRET, 1996). Evidências sugerem que 

a ocitocina é importante para o processo de aquisição da memória de reconhecimento social, 

enquanto que a vasopressina parece atuar tanto na aquisição quanto na consolidação dessa 

memória (GABOR et al., 2012; IZQUIERDO, 2011; TAUBENFELD et al., 2001). 

São diversos os estudos que relatam a participação da ocitocina na memória de 

reconhecimento social. Em 1998, Engelmann e seus colaboradores observaram que a 

administração intracerebroventricular de um antagonista de ocitocina prejudicou o 

reconhecimento social em ratas. Outras pesquisas, realizadas com camundongos KO para 

ocitocina, demonstraram que esse hormônio é essencial para o reconhecimento de 

familiaridade (CHOLERIS et al., 2003, 2006; FERGUSON et al., 2000) e, que o prejuízo no 

reconhecimento social em animais knockout (KO) para ocitocina, poderia ser revertido através 

da infusão desse hormônio na amígdala medial (CHOLERIS et al., 2007; FERGUSON et al., 

2001). No hipocampo ventral de ratos, a infusão de ocitocina também foi capaz de melhorar o 

reconhecimento social (VAN WIMERSMA GREIDANUS; MAIGRET, 1996). 

Quanto aos efeitos do estrogênio, uma melhora na memória de reconhecimento 

social foi observada em ratas na fase de proestro, período em que ocorre um aumento da 

liberação de estrogênios (ENGELMANN et al., 1998). Além disso, a administração de 

estrogênios foi capaz de reverter o prejuízo no reconhecimento social de ratas 

ovariectomizadas (TANG et al., 2005). Tais efeitos podem ser parcialmente atribuídos ao 

papel regulador do estrogênio na produção 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 memória de reconhecimento social, visto que o seu efeito se dá através 

da ação do hormônio estradiol (PIERMAN et al., 2008). 
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Além do envolvimento do sistema neuroendócrino na formação da memória de 

reconhecimento social, Hlinák e Krejcí (2002) sugeriram também a participação do sistema 

glutamatérgico. Isto é devido ao fato da estimulação do receptor NMDA ter sido capaz de 

melhorar potencialmente a memória de reconhecimento social em animais adultos, além de 

prolongar a retenção de informações olfativas previamente armazenadas. 

Estudar os mecanismos moleculares e celulares envolvidos no processo de 

formação da memória de reconhecimento social é impressindível para o entendimento dos 

fatores que podem interferir na construção e manutenção das relações sociais, além de 

contribuir para a compreensão dos sistemas de modulação do reconhecimento social. Em 

conjunto, tais informações podem fornecer dados importantes sobre o desenvolvimento e 

regulação de transtornos caracterizados por prejuízos no comportamento social e na 

comunicação, 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 estão 

implicadas na memória e adaptação social (CAHILL; MCGAUGH, 1998; DOLCOS; 

LABAR; CABEZA, 2004; ROOZENDAAL; MCGAUGH, 2011; SERGERIE; LEPAGE; 

ARMONY, 2006). Até o momento, sabe-se que indivíduos autistas apresentam uma 

desregulação na atividade da amígdala, bem como uma alteração no volume desta estrutura 

durante o período de desenvolvimento dos mesmos (ABELL et al., 1999; AYLWARD et al., 

1999; KEMPER; BAUMAN, 1993; RADELOFF et al., 2014; SCHULKIN, 2007). Além 

disso, indivíduos autistas de diferentes faixas etárias apresentam um aumento no volume do 

hipocampo, estrutura cerebral envolvida no comportamento social (SCHULKIN, 2007). 

Ainda, estudos com roedores demonstraram que lesões na região hipocampal prejudicam a 

memória de reconhecimento social (STEVENSON; CALDWELL, 2014; UEKITA; 

OKANOYA, 2011). 

 

1.5. Peptídeo PACAP 

 

Mais de 20 anos após a sua primeira caracterização, o PACAP (do inglês: 

pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide) ainda permanece como um dos mais 

fascinantes neuropeptídeos já identificados (VAUDRY et al., 2000). Originalmente isolado a 

partir de extratos hipotalâmicos de ovinos com base na sua capacidade de estimular a 

formação de AMPc (do inglês: adenosine monophosphate cyclic) em células da hipófise 
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(MIYATA et al., 1989; RESSLER et al., 2011; VAUDRY et al., 2000), o PACAP é 

amplamente expresso nos sistemas nervoso central e periférico sob duas formas, PACAP-38 e 

PACAP-27, com 38 e 27 aminoácidos, respectivamente (MIYATA et al., 1989, 1990). Ambos 

possuem atividade biológica semelhante (MIYATA et al., 1990), contudo, o PACAP-38 é a 

forma predominante nos mamíferos (ARIMURA, 1992). 

O PACAP é membro da super família de hormônios peptídicos 

secretina/Glucagon/VIP (do inglês: vasoactive intestinal peptide), estando relacionado 

estruturalmente com este último (HARMAR et al., 2012; LEE; SEO, 2014). O PACAP exerce 

múltiplas atividades como neurotransmissor, neuromodulador, neuroprotetor e fator 

neurotrófico (ARIMURA, 1998; HANNIBAL, 2002; HATTORI et al., 2012; SHERWOOD; 

KRUECKL; MCRORY, 2000), contribuindo assim com diferentes processos 

comportamentais, tais como a ingestão de alimentos, atividade psicomotora, resposta ao 

estresse, aprendizagem e memória (HAMMACK et al., 2009; HASHIMOTO; SHINTANI; 

BABA, 2006; HASHIMOTO et al., 2001; OTTO et al., 2001). 

Sua ação se dá através da interação com três receptores; o PAC1, que é específico 

para PACAP, e o VPAC1 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 e seu receptor PAC1 são 

altamente expressos em várias regiões do cérebro que são importantes para a função 

cognitiva, como o hipocampo, a amígdala, o córtex entorrinal e o córtex 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 níveis sanguíneos de PACAP circulante, bem como 

a presença de um polimorfismo no gene que codifica o receptor PAC1 (ADCYAP1R1), foram 

propostos como biomarcadores para o Transtorno de Estresse Pós-Traumático (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 PAC1 influencia nas 

respostas neurais frente a estímulos ameaçadores, além de estar associado a um aumento da 

atividade da amígdala 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 diminuição da interação social (ISHIHAMA et al., 2010). Em 
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camundongos deficientes do receptor PAC1, também observou-se uma alteração nos 

comportamentos sociais, além de uma elevada hiperatividade (OTTO et al., 2001). 

Alguns estudos sugerem que o PACAP exerce um papel modulatório na 

sinalização do glutamato, visto que ele é sintetizado e liberado a partir de neurônios 

glutamatérgicos (FAHRENKRUG; HANNIBAL, 2004; HANNIBAL et al., 2000; RESCH et 

al., 2014). Essa evidência está baseda no fato de que o PACAP, através do seu receptor PAC1, 

aumenta as correntes de NMDA e AMPA (alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-

isoxazolpropiónico) na região hipocampal (COSTA et al., 2009; HANNIBAL et al., 2000; 

MACDONALD et al., 2005; YAKA et al., 2003). 

A ativação dos receptores NMDA produz diversos efeitos, entre eles a indução da 

síntese de óxido nítrico (NO; do inglês: nitric oxide) (BREDT; SNYDER, 1989; YAMADA; 

NABESHIMA, 1997a, 1997b), um radical livre, gasoso e inorgânico, sintetizado a partir da 

L-arginina por um grupo de enzimas denominadas óxido nítrico sintases (NOS 1 – 3). No 

sistema nervoso central, o NO atua como um mensageiro retrógrado (SON et al., 1996), 

regulando a liberação de neuropeptídeos e neurotransmissores (BLISS; COLLINGRIDGE, 

1993; HANBAUER et al., 1992; O’DELL et al., 1991). Por esse motivo, o NO está envolvido 

no processamento de várias formas de plasticidade sináptica, especialmente  na potenciação 

de longa duraçao (LTP; do inglês: long-term potentiation), a qual pode ser definida como um 

aumento estável e duradouro na eficiência da transmissão sináptica (BLISS; 

COLLINGRIDGE, 1993; EDWARDS; RICKARD, 2007; GARTHWAITE; BOULTON, 

1995; O’DELL et al., 1991, 1994; PRAST; PHILIPPU, 2001; SCHUMAN; MADISON, 

1991). Há evidências de que a produção de óxido nítrico pode ser coordenada pelo PACAP 

através de mecanismos que requerem a ativação da NOS1 e da PKA, além do influxo de Ca2
+
 

na célula nervosa (JAYAKAR et al., 2014). A entrada deste íon através dos receptores 

NMDA parece ser o que provavelmente desencadeia a ativação da NOS1, sendo que a 

fosforilação da PKA também "sensibiliza" esta enzima (BREDT; FERRIS; SNYDER, 1992; 

HURT et al., 2012). Além disso, Jayakar e colaboradores verificaram que a sinalização 

PACAP/PAC1 induz a plasticidade sináptica através de um aumento na produção de NO e, 

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

 

2.1. Objetivo geral 

 

Verificar a participação do neuropeptídeo PACAP nas memórias de 

reconhecimento social e medo condicionado ao contexto. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

Verificar a participação do PACAP, na região CA1 do hipocampo dorsal e 

amígdala basolateral, na consolidação da memória de medo condicionado ao contexto. 

 

Verificar a participação do PACAP, na região CA1 do hipocampo dorsal e 

amígdala basolateral, na extinção da memória de medo condicionado ao contexto. 

 

Investigar a participação do PACAP, através da modulação dos receptores 

NMDA, na região CA1 do hipocampo dorsal e amígdala basolateral, na consolidação e 

extinção da memória de medo condicionado ao contexto. 

 

Verificar a participação do PACAP, na região CA1 do hipocampo dorsal e 

amígdala basolateral, na consolidação da memória de reconhecimento social. 

 

Investigar a participação do PACAP, através da modulação do óxido nítrico, na 

região CA1 do hipocampo dorsal e amígdala basolateral, na consolidação da memória de 

reconhecimento social. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos juvenis (22-30 dias) e adultos (3 meses), 

provenientes do Centro de Reprodução e Experimentação de Animais de Laboratório 

(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 Memória do 

Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS, em caixas plásticas especiais forradas com 

maravalha. As mesmas possuíam 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 água e comida à vontade, à uma 

temperatura ambiente constante de 23ºC. 

O tamanho da amostra foi definido com base em estudos da área publicados em 

revistas internacionais indexadas (qualis A1), os quais utilizam 8-12 animais por grupo 

experimental (ATSAK et al., 2012; CLARKE et al., 2010; DE CARVALHO MYSKIW et al., 

2014; DIEKELMANN et al., 2011). Os procedimentos experimentais apresentados nesta 

dissertação foram aprovados pela Comissão de Ética para o Uso de Animais (CEUA) da PUCRS, 

sob o registro: CEUA 0104/12 (ANEXO A). 

 

3.2. Cirurgia estereotáxica 

 

Os animais adultos foram submetidos à cirurgia estereotáxica para implantação 

bilateral de cânulas guia de 0,2 mm de calibre posicionadas à 1,0 mm acima da região CA1 do 

hipocampo dorsal (Anterior -4.2, Lateral ±3.0, Ventral -1.8 mm) ou da amígdala 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 estereotáxica 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 esquemático da área atingida pelas infusões farmacológicas 

 

 

 

Nota: A colocação correta das cânulas foi verificada através da infusão da solução de azul de metileno 4% (1,0 

ul/lado) na região CA1 do hipocampo dorsal (A) ou (0,5 ul/lado ) na amígdala basolateral (B). 

 

3.3. Manipulação dos animais 

 

Nos três dias que antecederam os experimentos comportamentais, os animais 

adultos e juvenis foram submetidos a uma sessão diária de manipulação. Durante cada sessão, 

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. Após 24 horas da 

última sessão de manipulação, os animais foram submetidos aos paradigmas 

comportamentais. 
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3.4. Intervenções farmacológicas 

 

As drogas e as doses utilizadas neste estudo foram o peptídeo 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 µg/lado (FIORENZA et al., 2012); e o doador de NO, SNAP (Calbiochem), 5 µg/lado 

(FURINI et al., 2010). Todas as drogas foram dissolvidas em solução salina 0,9% e mantidas 

em alíquotas a uma temperatura de -20ºC. 

Para o tratamento farmacológico foi utilizada uma micro seringa acoplada a um 

tubo de polietileno contendo em sua extremidade uma agulha de 0,05 mm de diâmetro. Os 

animais foram infundidos bilateralmente, na região CA1 do hipocampo dorsal (1 µl/lado) ou 

na amígdala basolateral (0,5 µl/lado) com veículo (Veh; solução 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 infusões, as agulhas eram mantidas no interior das cânulas-guia 

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

 

3.5. Tarefas comportamentais 

 

3.5.1. Medo condicionado ao contexto (MCC) 

 

O aparato utilizado para a realização da tarefa de medo condicionado ao contexto 

(Panlab
®
) consiste de uma caixa (35 x 35 x 35 cm) cujas paredes são formadas de alumínio e 

a parte frontal em acrílico transparente. O assoalho é constituído por barras metálicas que 

conduzem corrente elétrica. A caixa de condicionamento está acoplada a um 

microcomputador que possui um software específico para a realização 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 consolidação da memória de MCC 

 

No dia 1 (sessão de treino), os animais foram colocados individualmente na caixa 

de condicionamento e, após um período de 120 s, receberam 2 estímulos elétricos (0.5 mA, 2 

s) nas patas, em intervalos de 30 s cada. Sessenta segundos após o último estímulo elétrico, os 
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animais foram retirados do aparato e infundidos bilateralmente, na região CA1 do hipocampo 

dorsal (1 µl/lado) ou na amígdala basolateral (0,5 µl/lado), com um dos diferentes tratamentos 

farmacológicos. Vinte e quatro horas depois (dia 2), os animais foram submetidos a uma 

sessão de teste (Figura 2), na qual foram recolocados na caixa de condicionamento por 180 s 

na ausência do estímulo elétrico. O tempo total de completa imobilidade (freezing), exceto 

pelos movimentos respiratórios, foi medido como resposta condicionada durante a sessão de 

teste (FIORENZA et al., 2012). 

 

Figura 2: Desenho do protocolo experimental utilizado para a consolidação da memória de medo condicionado 

ao contexto 

 

 

 

3.5.1.2. Protocolo de extinção da memória de MCC 

 

No dia 1 (sessão de treino), os animais foram colocados individualmente na caixa 

de condicionamento e, após um período de 120 s, foram apresentados 2 estímulos elétricos 

(0.5 mA, 2 s) nas patas, em intervalos de 30 s cada. Sessenta segundos após o último estímulo 

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 sessão de treino da extinção, na ausência do estímulo elétrico. 

Imediatamente após, os mesmos foram retirados do aparato e receberam um dos diferentes 

tratamentos farmacológicos intra região CA1 do hipocampo dorsal (1 µl/lado) ou amígdala 

basolateral (0,5 µl/lado). No dia 3 (sessão de teste), os animais foram recolocados na caixa de 

condicionamento pelo período de 180 s (Figura 3), na ausência do estímulo elétrico. O tempo 

total de completa imobilidade (freezing) do animal, exceto pelos movimentos respiratórios, 

foi medido como resposta condicionada durante as sessões de treino da extinção e teste 

(FIORENZA et al., 2012). 
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Figura 3: Desenho do protocolo experimental utilizado para a extinção da memória de medo condicionado ao 

contexto 

 

 

3.5.2. Reconhecimento social (RS) 

 

A tarefa de reconhecimento social foi desenvolvida há mais de 20 anos a fim de 

estudar a memória de reconhecimento social em roedores, a qual reflete a habilidade de um 

animal identificar e lembrar de seus co-específicos (SHAHAR-GOLD; GUR; WAGNER, 

2013). Esta capacidade é medida através do decréscimo do comportamento de investigação 

observado em animais reexpostos a um co-específico 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 é de vidro transparente para a melhor visualização do animal. Dentro do campo 

aberto foram colocados dois cilindros de acrílico, medindo 9 cm de diâmetro e 13 cm de 

altura, com buracos de 1 cm de diâmetro espaçados 1 cm entre si. O aparato encontra-se em 

uma sala com iluminação 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 responsáveis 

pelo início do comportamento exploratório e, com o intuito de evitar comportamentos 

agressivos durante a realização da tarefa comportamental, os juvenis foram colocados 

individualmente dentro dos cilindros de acrílico. 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 água.  

Para avaliar a retenção da memória de reconhecimento social foi cronometrado o 

tempo que o animal adulto dispendia explorando o juvenil. A exploração 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 acrílico serem higienizados com uma solução de álcool 70% entre a passagem de 

cada animal. 

3.5.2.1. Protocolo de consolidação da memória de RS 

 

Durante 4 dias consecutivos os animais foram submetidos a uma sessão diária de 

20 minutos de habituação ao aparato experimental. Para isso, os mesmos foram colocados 

individualmente no centro do campo aberto, o qual continha somente os dois cilindros de 

acrílico, para que os animais explorassem o campo livremente. No 4º dia, os animais juvenis 

também foram habituados ao aparato experimental e, para isso, foram colocados dentro dos 

cilindros de acrílico por um período de 20 minutos (Figura 4). Vinte e quatro horas após a 

última sessão de habituação, os animais foram individualmente colocados no centro do campo 

aberto, na presença de um juvenil e um cilindro vazio (sessão de treino/primeiro encontro/dia 

5). Após 1 hora de livre exploração, os animais adultos receberam um dos diferentes 

tratamentos farmacológicos intra região CA1 do hipocampo dorsal (1 µl/lado) ou amígdala 

basolateral (0,5 µl/lado). Vinte e quatro horas depois (dia 6), os animais foram submetidos a 

uma sessão de teste (segundo encontro) de 5 minutos, na qual os mesmos foram recolocados 

no centro do campo aberto, na presença do juvenil familiar e de um juvenil desconhecido 

(novo) (Figura 4). Durante a sessão de teste, o tempo total de exploração foi medido por um 

avaliador com o auxílio de um cronômetro e, posteriormente, expresso como porcentagem de 

tempo total de exploração. 

 

Figura 4: Desenho do protocolo experimental utilizado para a consolidação da memória de reconhecimento 

social 
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3.6. Avaliação histológica da região estudada 

 

Após o término dos experimentos comportamentais, os animais foram avaliados 

histologicamente quanto à colocação de suas cânulas e quanto às regiões cerebrais atingidas 

pela infusão. Para isso, após os procedimentos comportamentais os animais foram infundidos 

bilateralmente, intra-CA1 ou intra-BLA, com uma solução de azul de metileno 4% e, quinze 

minutos depois, foram eutanasiados. Seus cérebros foram removidos e colocados em uma 

solução de formol 4% por um período de quatro dias, quando então se procedeu a análise 

histológica. Somente os animais com a localização das cânulas dentro de 2 mm
2 

dos locais 

desejados foram incluídos na análise estatística. 

 

3.7. Análise estatística dos dados 

 

Na análise estatítica 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 estatística não paramétrica (ANOVA de uma via seguido de Teste de Newman-

Keuls). Para a análise dos dados obtidos na tarefa de reconhecimento social utilizou-se o teste 

t de Student e ANOVA de uma via seguida de Bonferroni de Múltipa Comparação. Valores 

de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 

 

 



 

 

29 

4.  RESULTADOS 

 

4.1. Participação do PACAP na consolidação da memória de MCC 

 

Com o objetivo de verificar a participação do PACAP na memória de medo 

condicionado ao contexto, animais foram submetidos a uma sessão de treino na tarefa de 

MCC e, imediatamente após, foram infundidos bilateralmente, na região CA1 do hipocampo 

dorsal (1 µl/lado) ou na amígdala basolateral (0,5 µl/lado) com Veh (salina 0,9%), PACAP-38 

(40 pg/lado) ou PACAP 6-38 (40 pg/lado). Após 24 horas, os animais foram submetidos a 

uma sessão de teste no mesmo aparato experimental (FIORENZA et al., 2012). 

Como pode ser observado na Figura 5, durante a sessão de teste, o tempo de 

imobilidade dos animais que receberam infusão intra-CA1 de PACAP-38 (Fig. 5A) foi 

significativamente maior quando comparado com o grupo controle, enquanto que, os animais 

que receberam infusão 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 infusão intra-BLA de PACAP-38 (Fig. 5B) apresentaram um tempo de 

imobilidade similar ao do grupo controle durante a sessão de teste, ao contrário 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 região CA1 do 

hipocampo e na BLA, o PACAP participa da consolidacão da memória de medo condicionado 

ao contexto. 

Com o objetivo de investigar se o efeito do PACAP sobre o MCC ocorre devido a 

uma interacão com os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, animais foram submetidos 

a tarefa de MCC e, imediatamente após, 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-CA1 apresentaram um 

tempo de imobilidade, durante a sessão de teste, significativamente maior que o grupo 

controle, ao contrário dos animais que receberam o mesmo tratamento intra-BLA (Fig. 5B), 

os quais expressaram um comportamento similar ao grupo controle. 

Todos os resultados apresentados acima sugerem que o PACAP modula a 

consolidação da memória de medo condicionado ao contexto na região CA1 do hipocampo 

dorsal e na amígdala basolateral, e que esta modulação se dá através dos receptores 

glutamatérgicos do tipo NMDA. 
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Figura 5: Participação do PACAP na consolidação da memória de medo condicionado ao contexto 

 
 

Nota: Animais foram submetidos a uma sessão de treino na tarefa de MCC (Tr) e, imediatamente após, 

receberam infusões 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 retenção (Teste) de 3 min. Os dados estão apresentados como média ± erro 

padrão 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). 



 

 

31 

4.2. Participação do PACAP na extinção da memória de MCC 

 

Com o objetivo de verificar a participação do PACAP na extinção da memória de 

medo condicionado ao contexto, animais foram submetidos a uma sessão de treino na tarefa 

de MCC. Vinte e quatro horas após, foram submetidos a uma sessão de treino de extinção do 

MCC, com duração de 20 min e, imediatamente depois, os animais foram infundidos 

bilateralmente, na região CA1 do hipocampo dorsal (1 µl/lado) ou na amígdala basolateral 

(0,5 µl/lado), com Veh (salina 0,9%), PACAP-38 (40 pg/lado) ou PACAP 6-38 (40 pg/lado). 

A retenção da memória de extinção foi avaliada através de uma sessão de teste realizada 24 h 

depois (FIORENZA et al., 2012). Os animais que receberam a infusão, intra-CA1 (Fig. 6A) 

ou intra-BLA (Fig. 6B) de PACAP-38 apresentaram tempo de imobilidade, durante a sessão 

de teste, similar ao grupo controle. O mesmo resultado foi obtido quando os animais 

receberam a infusão de PACAP 6-38 intra-BLA (Fig. 6B), no entanto, os animais que 

receberam a infusão de PACAP 6-38 intra-CA1 (Fig. 6A), apresentaram um tempo de 

imobilidade, durante a sessão de teste, superior ao grupo controle. 

Com o objetivo de verificar se o efeito do PACAP, na região CA1 do hipocampo, 

sobre a memória de MCC é devido a uma interação com os receptores glutamatérgicos do tipo 

NMDA, animais foram submetidos a uma sessão de treino de extinção da memória 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 sessão 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 CA1 do hipocampo 

dorsal, o PACAP participa da extinção da memória de medo condicionado ao contexto, e que 

esta ação ocorre através dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA. 
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Figura 6: Participação do PACAP na extinção da memória de medo condicionado ao contexto 

 
 

Nota: Animais foram submetidos a uma sessão de treino (Tr) na tarefa de MCC. Vinte e quatro horas depois, os 

animais foram submetidos a uma sessão de treino da extincao (Ext) do MCC e, imediatamente depois, receberam 

infusões 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). Depois de 24 h os animais realizaram 

um teste de retenção (Teste). Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da porcentagem de tempo 

de freezing *** p <0,001 vs. os primeiros 3 min do treino de extinção. ANOVA de uma via seguido do Teste de 

Newman-Keuls (n = 10-12 animais por grupo). 
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4.3. Participação do PACAP na consolidação da memória de RS 

 

Com o objetivo de verificar a participação do PACAP na consolidação da 

memória de reconhecimento social, animais foram habituados por 4 dias ao campo aberto, 

conforme descrito anteriormente e, no 5º 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 região CA1 do hipocampo dorsal (1 µl/lado) ou na 

amígdala basolateral (0,5 µl/lado) com Veh (salina 0,9%), PACAP-38 ou PACAP 6-38. No 6º 

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 região CA1 do hipocampo imediatamente após o primeiro encontro, passaram 

significativamente mais tempo explorando o juvenil novo (one sample t-test para o grupo 

veículo t(11)=5,95; p<0,0001 e para o grupo PACAP-38 t(8)=2,34; p<0,05). O mesmo resultado 

foi observado quando os animais foram infundidos com Veh ou PACAP-38 na amígdala 

basolateral (one sample t-test para o grupo veículo t(11)=3,59; p<0,01 e para o grupo PACAP-

38 t(8)=2,74; p<0,05) (Fig 7B). Por outro lado, os animais que receberam a infusão de PACAP 

6-38 intra-CA1 (Fig. 7A) ou intra-BLA (Fig. 7B), não mostraram diferença entre o tempo 

gasto na exploração do juvenil familiar e o novo (CA1: one sample t-test para o grupo 

PACAP 6-38 t(7)=0,21; p>0,05; e BLA: one sample t-test para o grupo PACAP 6-38 t(8)=0,87; 

p>0,05). 

Com o objetivo de verificar se a participação do PACAP na memória de 

reconhecimento social se dá através do óxido nítrico, animais foram habituados ao campo 

aberto por 4 dias e, no 5º 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 infusão de PACAP 6-38 juntamente com SNAP, 

intra-CA1 ou intra-BLA, passaram mais tempo explorando o juvenil novo (CA1: one sample 

t-test para o grupo PACAP 6-38 + SNAP t(11)=2,49; p<0,05; BLA: one sample t-test para o 

grupo PACAP 6-38 + SNAP t(9)=2,59; p<0,05).  

Os resultados apresentados acima sugerem que, na região CA1 do hipocampo 

dorsal e na amígdala basolateral, o PACAP participa da formação da memória de 

reconhecimento social, e que esta participação se dá através da ação do óxido nítrico. 
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Figura 7: Participação do PACAP na consolidação da memória de reconhecimento social 

 

 

Nota: Animais foram habituados ao campo aberto por 4 dias e, no 5º dia, foram expostos a um juvenil (F) por 1 

hora. Imediatamente depois, os animais receberam infusões 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 estão 

apresentados como porcentagem média ± erro padrão do tempo total de exploração. *p<0,05, **p<0,01 e *** 

p<0,001 vs. valor teórico de 50% (n = 8-12 animais por grupo). 
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5. DISCUSSÃO 

 

Os dados obtidos no presente trabalho demonstram que o peptídeo PACAP 

participa da consolidação e da extinção da memória de medo condicionado ao contexto, e que 

esse efeito parece ocorrer através de uma interação com os receptores NMDA. Além disso, os 

resultados também demonstram que o PACAP participa da consolidação da memória de 

reconhecimento social, e que esse efeito parece ocorrer através da ação do óxido nítrico.  

Evidências experimentais sugerem que o PACAP desempenha importantes 

funções fisiológicas como neurotransmissor, neuromodulador, neuroprotetor e fator 

neurotrófico  (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 modulação da aprendizagem e memória, bem como na modulação 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 são altamente expressos no hipocampo e amígdala 

(HANNIBAL, 2002; HASHIMOTO et al., 1996; JAWORSKI; PROCTOR, 2000), regiões 

cerebrais que estão diretamente envolvidas no processamento das memórias 

(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 concordância com estas observações, os resultados do presente trabalho 

demonstram que o peptídeo PACAP é necessário para que ocorra a consolidação da memória 

de medo condicionado ao contexto, uma vez que a infusão do antagonista do receptor PAC1 

(PACAP 6-38), tanto na região CA1 do hipocampo como na BLA, levou a um prejuízo desta 

memória, enquanto que seu agonista (PACAP-38) ocasionou uma facilitação da consolidação 

da memória quando infundido na região CA1. Com relação ao processo de extinção, a 

participação do PACAP parece ser mais complexa, visto que o antagonista PACAP 6-38 

prejudicou a extinção da memória de medo condionado ao contexto apenas quando 

administrado na região CA1 do hipocampo, enquanto que a administração de PACAP 6-38 

intra-BLA não interferiu no processo de extinção desta memória. 

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

Knockout, que o receptor PAC1 é importante para a aprendizagem do medo condicionado. 
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Além disso, recentes trabalhos demonstraram um aumento na expressão do gene para o 

receptor PAC1 (ADCYAP1R1) na amígdala duas horas após o MCC (HAMMACK et al., 

2009; RESSLER et al., 2011). 

Durante muito tempo, se acreditou que as mesmas estruturas cerebrais envolvidas 

na consolidação deveriam estar também envolvidas na extinção de diferentes tarefas 

comportamentais, porém, embora isto possa ser verdade em alguns casos, não é o que 

acontece na grande maioria (FURINI; MYSKIW; IZQUIERDO, 2014; MYSKIW et al., 

2010). Nas memórias aversivas, evidências sugerem que a BLA é o sítio da associação entre o 

estímulo condicionado e o estímulo incondicionado (GOOSENS; MAREN, 2001), enquanto 

que o hipocampo está relacionado com a construção das representações contextuais da tarefa 

aversiva, além de outras informações simultâneas (LEDOUX, 2014; MAREN, 2001; 

ORSINI; MAREN, 2012; PHILLIPS; LEDOUX, 1992). Assim, tem sido proposto que cada 

região cerebral está relacionada com um aspecto diferente da extinção ou da tarefa a ser 

extinta (ORSINI; MAREN, 2012). Além disso, já se demonstrou que diferentes sistemas 

modulatórios podem ou não serem requeridos para a extinção do MCC na região CA1 do 

hipocampo ou na BLA (FIORENZA et al., 2012). Outra questão relevante está relacionada 

com o fato do efeito positivo do PACAP na memória seguir uma curva dose-resposta em 

forma de U invertido (SACCHETTI et al., 2001), como já descrito previamente para muitas 

outras drogas que melhoram a memória (PARSONS; GOLD, 1992). Ainda, diferentes 

concentrações 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 bifásico (ROBERTO; SCURI; BRUNELLI, 2001) sobre a transmissão 

sináptica basal na região CA1 do hipocampo. Em conjunto, estes dados podem ser uma 

possível explicação para o fato do PACAP não ter efeito na extinção do MCC quando 

infundido intra-BLA. 

Nossos resultados também demonstram que a ação do PACAP na consolidação e 

extinção do MCC na região CA1, bem como na consolidação do MCC na BLA, é mediada 

pelos receptores glutamatérgicos NMDA, uma vez que a administração de D-Serina foi capaz 

de reverter o prejuízo induzido pela administração de PACAP 6-38.  

Estudos in vitro já haviam sugerido que o PACAP melhora os potenciais do 

receptor NMDA nos neurônios 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 proteína quinase A (PKA) (YAKA et al., 2003), proteína 

quinase C (PKC) e proteína quinase Src (MACDONALD et al., 2005), três vias de sinalização 

conhecidas por participar do processamento das memórias (IZQUIERDO et al., 2006). 

Também há evidências 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 liberação espontânea de acetilcolina aumentou após a administração do 

peptídeo. Alguns anos mais tarde, Roberto e Brunelli (2000) observaram que o PACAP induz 

a facilitação da transmissão sináptica no hipocampo através da ativação do sistema 

colinérgico, e que esta ação ocorre através dos receptores muscarínicos. 

Além da participação do PACAP no processamento da memória aversiva de 

MCC, o presente trabalho também demonstra que o peptídeo PACAP participa da 

consolidação da memória de reconhecimento social na região CA1 do hipocampo e na 

amígdala basolateral, visto que a administração do antagonista PACAP 6-38 levou a um 

prejuízo na consolidação desta memória. Em estudos prévios, realizados com camundongos 

Knockout para PAC1 e PACAP, observou-se que esses animais apresentavam alterações no 

comportamento social (OTTO et al., 2001) e prejuízos na interação 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 atribuída ao fato desses animais terem apresentado 

um aumento da procura pela novidade. 

Ainda, verificou-se que o efeito do PACAP na consolidação da memória de 

reconhecimento social ocorre através da ação do óxido nítrico, uma vez que a infusão do 

doador de NO, SNAP, foi capaz de reverter o prejuízo causado pela infusão do antagonista do 

PACAP, o PACAP 6-38, tanto na região CA1 do hipocampo quanto na BLA. Estes resultados 

estão de acordo com o recente trabalho de Jayakar e colaboradores (2014), no qual verificou-

se que a sinalização de PACAP/PAC1 induz a plasticidade sináptica através de um aumento 

na produção de NO.  

Dessa forma, os resultados da presente dissertação demonstram que o peptídeo 

PACAP participa da consolidação e da extinção da memória de medo condicionado ao 

contexto, bem como da memória de reconhecimento social. Também demonstrou-se que o 

efeito do PACAP nas memórias de MCC e de RS ocorre, respectivamente, através dos 

receptores NMDA e da ação do óxido nítrico. Tomados em conjunto, esses dados ampliam o 
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conhecimento sobre os mecanismos moleculares que modulam as memórias de medo 

condicionado ao contexto e de reconhecimento social. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Os resultados desta dissertação de mestrado demonstram que: 

 

 O PACAP participa da consolidação da memória de medo condicionado ao contexto 

na região CA1 do hipocampo dorsal e na amígdala basolateral. 

 O PACAP participa da extinção da memória de medo condicionado ao contexto na 

região CA1 do hipocampo dorsal. 

 A ação do PACAP na consolidação e extinção da memória de medo condicionado ao 

contexto na região CA1 do hipocampo dorsal é mediada pelos receptores 

glutamatérgicos NMDA. 

 A ação do PACAP na consolidação da memória de medo condicionado ao contexto na 

região da amígdala basolateral é mediada pelos receptores glutamatérgicos NMDA. 

 O PACAP participa da consolidação da memória de reconhecimento social na região 

CA1 do hipocampo dorsal e amígdala basolateral. 

 A ação do PACAP na consolidação da memória de reconhecimento social na região 

CA1 do hipocampo dorsal e na amígdala basolateral é mediada através da ação do 

óxido nítrico. 

 

Desta forma, o presente trabalho constitui um importante complemento para o 

conhecimento da modulação da consolidação e extinção da memória de medo condicionado 

ao contexto, bem como da consolidação da memória de reconhecimento social. Além disso, 

os resultados aqui apresentados podem auxiliar no desenvolvimento de novas drogas que 

atuem diretamente sobre o PACAP e que, no futuro, possam vir a auxiliar no tratamento de 

distúrbios motivados pelo medo e de transtornos do comportamento social, como o PTSD e o 

autismo, respectivamente. 
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