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RESUMO 
 
Os principais receptores κ opioides (κORs) já descritos (κ1ORs e 
κ2ORs) são expressos em regiões cerebrais envolvidas no 
processamento de memórias aversivas, incluindo o hipocampo 
dorsal (HD). No entanto, o papel dos HDκORs na consolidação e 
reconsolidação de memórias aversivas, com intensidades e 
especificidades variadas, ainda não está claro. Assim, o presente 
estudo teve como objetivo investigar essa questão utilizando 
agentes farmacológicos em ratos submetidos a um protocolo de 
condicionamento aversivo contextual (CAC) fraco, moderado ou 
forte. A hipótese desse trabalho foi de que o antagonista dos 
HDκORs potencializa a consolidação e a reconsolidação de 
memórias aversivas contextuais mais intensas e generalizadas 
em ratos, ao passo que o agonista dos κORs exerce um papel 
oposto sobre essas mesmas etapas, sendo a intensidade da 
experiência associativa aversiva crítica para o envolvimento 
desses receptores. Em relação à consolidação da memória, o 
antagonismo de HDκORs com a nor-binaltorfimina (nor-BNI) 
imediatamente após um CAC moderado, mas não 6 h após, 
aumentou a expressão do comportamento de congelamento 
durante a reexposição ao contexto pareado, o que indica que a 
ativação dos HDκORs tem um papel inibitório na consolidação de 
uma memória aversiva. Um aumento da imunomarcação dos 
HDκORs foi observado 1 h e 3 h após o CAC moderado. Essa 
suprarregulação estava ausente em animais que foram apenas 
expostos ao contexto ou apenas ao choque, indicando que esse 
fenômeno requer um pareamento choque-contexto para ocorrer. 
A microinfusão de nor-BNI também aumentou os níveis de BDNF 
no HD 90 min após o CAC moderado, sugerindo uma possível 
via pela qual o antagonismo dos HDκORs levou à 
potencialização da consolidação da memória. Além disso, a nor-
BNI não induziu alterações sobre o comportamento de 
congelamento no protocolo de CAC fraco, mas foi capaz de 
aumentar a expressão do comportamento de congelamento em 
um contexto novo e não pareado após um CAC forte, indicando 
que os HDκORs também modulam a consolidação de uma 
memória mais intensa e generalizada. Por outro lado, a 
microinfusão intra-HD do agonista dos κ2ORs, o GR 89696, mas 
não do agonista dos κ1ORs (U-69593), reduziu a expressão de 
congelamento no contexto pareado no protocolo de CAC forte. 



 
 

Este efeito parece estar relacionado aos menores níveis de 
BDNF encontrados no HD 90 min após a microinfusão intra-HD 
de GR 89696. O pré-tratamento com uma dose subefetiva de 
nor-BNI preveniu os efeitos do GR 89696 sobre a expressão do 
comportamento de congelamento. Em relação à reconsolidação 
da memória, a microinfusão intra-HD de nor-BNI (antagonista 
κOR) imediatamente após a reativação da memória, mas não 6 h 
após, foi capaz de aumentar a expressão de congelamento no 
contexto novo e não pareado no protocolo de CAC forte, 
indicando que os HDκORs também modulam a reconsolidação 
dessa memória. Nenhum efeito foi observado quando a nor-BNI 
foi administrada no protocolo de CAC moderado. Além disso, a 
microinfusão intra-HD de GR 89696 (agonista κ2OR) 
imediatamente após a reativação da memória, mas não 6 h após, 
reduziu a expressão de congelamento no contexto pareado no 
protocolo de CAC forte. Adicionalmente, o comportamento de 
congelamento não foi reinstalado no grupo GR 89696 após um 
choque lembrete, indicando que a ativação dos HDκ2ORs 
prejudicou a reconsolidação da memória aversiva. Por outro lado, 
o efeito do GR 89696 foi prevenido pelo pré-tratamento com uma 
dose subefetiva de nor-BNI. Em conjunto, as evidências 
experimentais supracitadas indicam que os HDκORs regulam 
negativamente a consolidação e a reconsolidação de memórias 
aversivas contextuais em ratos com intensidade e especificidade 
variadas. 
 
Palavras-chave: Hipocampo dorsal. Condicionamento aversivo 
contextual. Consolidação de memória. Reconsolidação de 
memória. Receptores κ opioides. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



 

 

ABSTRACT 
 

The main κ opioid receptors (κORs) already described (κ1ORs 
and κ2ORs) are expressed in brain regions involved in aversive 
memory processing, including the dorsal hippocampus (DH). 
However, the role of DH κORs in the consolidation and 
reconsolidation of aversive memories with varied intensity and 
specificity is still uncertain. The present study aimed to 
investigate this question using pharmacological agents in rats 
subjected to weak, moderate or strong contextual aversive 
conditioning (CAC) protocol. The hypothesis of this work was that 
DH κORs antagonist potentiates the consolidation and 
reconsolidation of more intense and generalized contextual 
aversive memories in rats, whereas that DH κORs agonist plays 
an opposite role on these same memory stages, being the degree 
of intensity of the aversive associative experience critical for the 
involvement of these receptors. In memory consolidation 
investigation, antagonism DH κORs with nor-binaltorphimine (nor-
BNI), immediately after, but not 6 h later, a moderate CAC 
increased freezing behavior expression during the reexposure to 
the paired context, indicating that DH κORs activation have an 
inhibitory role in the consolidation of an aversive memory. 
Increased DH κORs immunoblotting content was observed 1 h 
and 3 h after the moderate CAC. This up-regulation was absent in 
animals only exposed to the context or to the shock, indicating 
that this phenomenon requires a shock-context pairing to occur. 
Nor-binaltorphimine infusion also increased BDNF levels in DH 
90 min after CAC moderate, suggesting a possible pathway by 
which DH κOR antagonism led to the potentialization of memory 
consolidation. Moreover, nor-BNI induced no changes in freezing 
behavior following a weak CAC, but it was able to increase the 
expression of freezing in novel and unpaired context after a 
strong CAC, indicating that DH κORs also modulate the 
consolidation of a more intense and generalized memory. On the 
other hand, infusing the κ2ORs agonist GR 89696, but not the 
κ1ORs agonist U-69593, into the DH reduced the conditioned 
freezing expression in the strong CAC protocol. This effect seems 
to be related to the lower levels of BDNF founded in DH 90 min 
after intra-DH GR 89696 infusion. Nor-binaltorphimine 
pretreatment in a sub-effective dose prevented the GR 89696 
effects on freezing behavior expression. In memory 



 
 

reconsolidation investigation, intra-DH nor-BNI (κOR antagonist) 
infusion immediately after, but not 6 h later, memory reactivation 
was able to increase the expression of freezing behavior in novel 
and unpaired context in the strong CAC protocol, indicating that 
DH κORs also modulate the reconsolidation of this memory. No 
effect was observed when nor-BNI was administered in moderate 
CAC protocol. Moreover, infusing the GR 89696 (κ2OR agonist) 
into the DH immediately after, but not 6 h later, memory 
reactivation reduced the conditioned freezing expression in the 
strong CAC protocol. In addition, freezing behavior did not show 
reinstatement in the GR 89696 group after a reminder shock, 
indicating that DH κ2ORs activation impaired the reconsolidation 
of the aversive memory. On the other hand, GR 89696 effect was 
prevented by pretreatment with a sub-effective dose of nor-BNI. 
Altogether, the above experimental evidence indicates that DH 
κORs negatively regulate the consolidation and reconsolidation of 
contextual aversive memories in rats with varied intensity and 
specificity. 
 
Keywords: Dorsal hippocampus. Contextual aversive 
conditioning. Memory consolidation. Memory reconsolidation. Κ 
opioid receptors. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Desde a sua descoberta, o sistema opioide endógeno é 
“rotulado” como um sistema analgésico. Dentre os três 
receptores opioides clássicos já descritos (µ, δ e κ), em 
humanos, o receptor κ opioide seria o alvo menos atrativo do 
ponto de vista farmacológico (PFEIFFER et al., 1986; WALSH et 
al., 2001). Porém, nos últimos anos, uma série de achados tem 
relatado uma importante contribuição desses receptores na 
regulação do humor e no processamento de memórias aversivas, 
sendo esse último, o foco de estudo desse trabalho.  

Embora as memórias aversivas apresentem alto valor 
adaptativo, memórias excessivamente aversivas podem se tornar 
não adaptativas ou disfuncionais (YEHUDA et al., 2010; 
PERUSINI, FANSELOW, 2015). Por esse motivo, é fundamental 
compreendermos os mecanismos neurobiológicos envolvidos na 
formação e manutenção das memórias aversivas.  

Nesse cenário, o hipocampo é uma das regiões cerebrais 
cruciais para o processamento dessas memórias e que contém 
alta densidade de receptores opioides e seus ligantes endógenos 
(GALL et al., 1981; MCLEAN et al., 1987; MANSOUR et al., 
1994; SIMMONS, CHAVKIN, 1996). Nessa estrutura, o papel 
funcional dos receptores opioides parece seguir caminhos 
opostos: enquanto que a ativação dos receptores μ ou δ opioides 
aumenta a atividade dessa estrutura cerebral (COHEN et al., 
1992; CAPOGNA et al., 1993; REKLING, 1993; SVOBODA, 
LUPICA et al., 1998), a ativação dos receptores κ opioides 
(κORs) promove o efeito oposto (WAGNER et al., 1992, 1993; 
WEISSKOPF et al., 1993; SIMMONS et al., 1994).  

Assim, os dados sugerem que, diferente dos receptores μ 
e δ opioides, os κORs poderiam desempenhar um papel inibitório 
sobre a formação e/ou manutenção de memórias. 
Adicionalmente, dados obtidos a partir de estudos in vivo 
sugerem que esses receptores sejam recrutados em condições 
de estresse, tal como nas experiências aversivas (SHIRAYAMA 
et al., 2004; OGREN et al., 2010), o que poderia tornar os κORs 
um alvo terapêutico promissor no campo das memórias 
traumáticas. Aliado a isso, com o avanço no entendimento dos 
mecanismos celulares e moleculares, novos agonistas desses 
receptores vêm surgindo, os quais vêm ganhando notoriedade 
por não mais induzirem efeitos disfóricos e sedativos, fato que 
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limitou, por exemplo, o uso clínico dos antigos agonistas de 
κORs (PFEIFFER et al., 1986; WALSH et al., 2001). 

Diante do exposto, esse trabalho foi delineado com o 
intuito de investigar o papel dos κORs, expressos na região do 
hipocampo dorsal de ratos, fornecendo evidências 
farmacológicas, comportamentais e bioquímicas de que esses 
receptores são requeridos durante a consolidação e a 
reconsolidação de memórias aversivas contextuais mais 
intensas, onde desempenham um papel inibitório sobre essas 
etapas de processamento da memória. Para isso, como ponto de 
partida, se faz necessária a compreensão dos processos de 
formação e manutenção de uma memória.  

 
1.1 O PROCESSAMENTO DINÂMICO DAS MEMÓRIAS 
 

Muito do nosso entendimento acerca do mundo e da nossa 
própria existência é construído com base nas informações que 
aprendemos e armazenamos no nosso cérebro ao longo do 
tempo. No entanto, mais do que meramente armazenar 
informações, as memórias podem modelar comportamentos com 
base nas informações previamente armazenadas (experiências 
prévias do indivíduo), permitindo assim, no contexto fisiológico, a 
execução da resposta mais adequada frente a uma determinada 
situação (DUDAI, 1989, 2002). Porém, frente ao grande volume 
de informações que um indivíduo é exposto diariamente, é de se 
esperar que apenas algumas delas sejam armazenadas de forma 
duradoura, indicando que existem mecanismos específicos 
capazes de sinalizar e determinar a relevância das informações a 
serem armazenadas.  

Nesse sentido, a emoção envolvida durante o aprendizado 
pode criticamente afetar o processamento de uma memória, de 
maneira que esta passa a ser armazenada de maneira mais 
intensa e duradoura, mas às vezes de forma menos específica 
(HAMANN, 2001; McGAUGH, 2013). Por exemplo, a formação e 
o armazenamento de memórias relacionadas com eventos de 
valência emocional negativa (aversiva) possuem alto valor 
adaptativo, pois fornecem suporte para garantir a execução de 
comportamentos adequados e necessários para manter a 
integridade e sobrevivência do organismo (JOËLS et al., 2011; 
McGAUGH, 2013). Por outro lado, o valor adaptativo de 
memórias excessivamente aversivas é, ao menos em parte, 
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perdido, uma vez que estas tendem a resultar na distorção da 
percepção de perigo (YEHUDA et al., 2010). Em humanos, esta 
parece ser uma das bases para o desenvolvimento de 
transtornos associados às memórias traumáticas (KILPATRICK 
et al., 2013). 

Algumas características das memórias traumáticas podem 
ser estudadas em animais de laboratório. Em roedores, por 
exemplo, memórias aversivas formadas de maneira muito 
intensa e duradoura podem levar ao desenvolvimento da 
expressão potencializada de respostas defensivas, mesmo 
quando o animal for exposto às pistas não relacionadas com o 
evento aversivo associado no momento do aprendizado 
(PITMAN, 1989; GAZARINI et al., 2013). Portanto, uma melhor 
compreensão do processamento dinâmico das memórias se faz 
necessária para entendermos os possíveis mecanismos 
neurobiológicos que sustem as memórias aversivas. 

 
1.1.1 Formação das memórias: a etapa de consolidação 
 

Quando um indivíduo é confrontado com um evento 
qualquer, as informações relacionadas com essa experiência são 
adquiridas mediante um processo chamado de aquisição da 
memória (ou aprendizado) (DUDAI, 2002). Imediatamente após, 
uma versão temporária dessa memória (denominada de memória 
de curta duração, MCD) já se encontra disponível (IZQUIERDO 
et al., 1999). A MCD por si só é capaz de guiar um 
comportamento em curto prazo, caso seja necessário. 
Entretanto, para que essa memória possa perdurar no cérebro 
como uma memória de longa duração (MLD) (DUDAI, 2004), 
circuitos específicos de neurônios recrutados durante a formação 
da memória precisam sofrer modificações e alterações plásticas 
para sustentar, ao longo do tempo, o armazenamento dessas 
informações. Essas modificações requerem o envolvimento 
complexo e temporalmente orquestrado de estruturas cerebrais, 
sistemas transmissores e eventos bioquímicos intracelulares 
(McINTYRE et al., 2012; JAROME et al., 2014). Portanto, as 
memórias não são formadas instantaneamente, mas sim 
necessitam de uma etapa gradual de estabilização para que 
possam ser armazenadas no cérebro de maneira duradoura 
(DUDAI, 2004).   
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Há muito tempo já haviam evidências que sugeriam a 
existência de uma etapa de estabilização gradual da memória, 
pós-aquisição, a qual seria crucial para a manutenção da mesma 
ao longo do tempo. Prova disso, em 1882, Ribot já havia 
demonstrado que a probabilidade de memórias recentes 
sofrerem amnésia retrógrada por um trauma cerebral era maior 
do que em memórias mais remotas. Contudo, foi somente após o 
trabalho realizado por Müller e Pilzecker, em 1900, que a 
existência desse fenômeno foi aceita pela comunidade científica. 
Naquela ocasião, os autores demonstraram que interferências 
aplicadas logo após, mas não em um período mais distante no 
tempo, afetavam o aprendizado inicial em seres humanos. Essa 
observação indicava a existência de duas características 
importantes das memórias: a primeira delas é que, após a 
aquisição, as memórias necessitam de um processo gradual de 
estabilização ao longo do tempo; a outra característica refere-se 
ao fato de que esse processo ocorre em um intervalo limitado no 
tempo, durante o qual a memória é suscetível a interferências. A 
esse processo gradual de estabilização denominou-se 
consolidação da memória (do latim ‘consolidare’, tornar 
concreto, fixo). Assim, com o passar do tempo, a memória é 
consolidada e armazenada no cérebro na forma de uma 
representação neural específica chamada de “traço de memória 
ou engrama”, não sendo, nesse momento, mais suscetível a 
interferentes (DUDAI, 2002) (Figura 1).  

Nos últimos anos, os esclarecimentos acerca dos 
mecanismos fisiológicos que suportam a consolidação da 
memória vêm avançando muito rapidamente em decorrência do 
melhor entendimento das suas bases celulares e moleculares. 
Atualmente, sabe-se que o processo de consolidação envolve 
modificações e alterações plásticas nos circuitos neuronais que 
foram previamente recrutados no momento da aquisição da 
memória para sustentar o armazenamento dessas informações 
(McINTYRE et al., 2012).  
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Figura 1. Representação esquemática das primeiras etapas de 
formação das memórias.  

 

No momento da sua aquisição, a memória é temporariamente instável 
(lábil) e suscetível a interferentes, sejam eles fisiológicos, 
comportamentais ou farmacológicos. Para que essa memória se torne 
estável e, então, possa perdurar no cérebro, é necessária uma etapa 
gradual de estabilização (consolidação), a qual ocorre dentro de um 
intervalo de tempo limitado (janela temporal da consolidação). Por fim, 
após finalizado o processo de consolidação, a memória torna-se estável 
e, portanto, insensível a interferentes. Adaptado de Dudai (2004). 

  
Assim, a seguir serão brevemente descritos os 

mecanismos de plasticidade neuronais considerados básicos 
para a formação das memórias. 

 
1.1.2 Plasticidade neuronal envolvida na formação das 

memórias 
 

A fim de que uma memória seja formada de maneira 
duradoura, se faz necessária a ocorrência de alterações 
neuroplásticas, as quais darão suporte a essa memória. Um dos 
principais mecanismos responsáveis por esse processo celular é 
referido atualmente como potenciação de longa duração (LTP, do 
inglês long-term potentiation). As bases para a existência da LTP 
foram fornecidas em 1949 pelo neurocientista canadense Donald 
Hebb, o qual propôs a existência de mecanismos de 
modificações sinápticas que, por induzirem um reforço dessas 
sinapses, sustentariam a formação da memória. Basicamente, a 
teoria de Hebb era de que sinapses ativadas de maneira 
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significativa por determinados estímulos poderiam ser 
remodeladas, de forma que a sua ativação geraria respostas de 
maior magnitude nos neurônios pós-sinápticos, um evento que 
poderia justificar a retenção das memórias (MILNER et al., 1998; 
JOHANSEN et al., 2011). 

Anos mais tarde, a teoria de Hebb foi experimentalmente 
comprovada por Bliss e Lømo (1973). Esses autores 
demonstraram que a estimulação repetida de neurônios da via 
perforante de coelhos anestesiados eram capazes de aumentar o 
potencial excitatório de neurônios pós-sinápticos, levando a um 
aumento sustentado na eficiência da transmissão sináptica nas 
células granulares do giro denteado no hipocampo. A esse 
processo denominou-se LTP. Algumas décadas depois, por 
conta de processos celulares e moleculares análogos à 
consolidação da memória, a LTP foi proposta como o substrato 
fisiológico para a formação das memórias (BLISS, 
COLLINGRIDGE, 1993).  

Desde a sua descoberta, os processos celulares e 
moleculares envolvidos na indução da LTP vêm sendo 
investigados. Atualmente, sabe-se que para a indução de LTP se 
faz necessária a ativação de receptores glutamatérgicos NMDA 
(N-metil D-Aspartato) e AMPA (ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol propiônico) (HARRIS et al., 1984; VOLIANSKIS, 2015). 
Em sequência, o influxo de cálcio resultante da ativação desses 
receptores leva ao recrutamento de vias intracelulares que 
induzem a síntese de fatores de transcrição (como a CREB - do 
inglês, cAMP-responsive element binding protein), fatores 
neurotróficos (como o BDNF - do inglês, brain derived 
neurotrophic factor) e também de novas proteínas responsáveis 
pelo remodelamento sináptico, como componentes estruturais (p. 
ex. a Arc – Arg3.1 - do inglês, activity-regulated cytoskeletal 
protein) e receptores de membrana (MIYAMOTO, 2006; PLATH 
et al., 2006; BEKINSCHTEIN et al., 2014). Como consequência, 
ocorre um aumento da superfície sináptica e da densidade de 
receptores, os quais sustentam a potenciação duradoura na 
eficiência sináptica (LYNCH et al., 2007). Esses processos 
plásticos envolvidos na LTP são comuns ao processo de 
consolidação da memória, incluindo a janela temporal necessária 
para a sua ocorrência. Logo, a LTP e a consolidação parecem 
refletir faces distintas de um mesmo evento (BLISS, 
COLLINGRIDGE, 1993; DUDAI, 2004).  
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Por fim, é apropriado ressaltar que, embora ainda exista 
alguma controvérsia sobre a LTP como o mecanismo fisiológico 
que sustentaria as memórias ao longo do tempo, estudos in vivo 
vêm demonstrando uma relação direta entre a ocorrência do 
aprendizado e a indução de LTP (WHITLOCK et al., 2006). 

 
1.1.3 Acessando uma memória: o processo de evocação  
 

Uma vez consolidada, uma informação previamente 
estabilizada e armazenada pode ser acessada mediante 
exposição a um estímulo lembrete. Esse processo dinâmico é 
denominado de evocação da memória. Do ponto de vista prático, 
a evocação pode ser o único indício ou prova da existência de 
uma memória (JAMES, 1890).  

Em 1983, o psicólogo experimental e neurocientista 
cognitivista Endel Tulving propôs que o processo de evocação 
era composto por duas etapas: a reativação e a expressão 
(Figura 2). A reativação da memória é considerada a etapa 
inicial da evocação e reflete a passagem do estado inativo para o 
estado ativo do conjunto neuronal que codifica uma memória. De 
maneira procedimental, a reativação pode ser induzida pela 
reexposição às pistas ou lembretes associados no momento do 
aprendizado. A segunda etapa da evocação de uma memória, a 
expressão, envolve a experiência subjetiva do lembrete e o 
desempenho correspondente (expressão comportamental). No 
entanto, é importante ressaltar que a etapa de reativação pode 
ocorrer sem a expressão da memória (LEWIS, 1979; LEE, 
FLAVELL, 2014). 
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Figura 2. Representação esquemática da etapa de evocação da 
memória. 

 
 

A evocação é um processo complexo e bifásico que permite o acesso à 
informação previamente adquirida. Mediante um estímulo lembrete, uma 
memória pode ser reativada (primeira etapa da evocação da memória). 
A reativação consiste na passagem do traço de memória do seu estado 
inativo para o estado ativo, permitindo, então, a utilização da 
informação. Por fim, uma vez reativado, o traço poderá ou não ser 
traduzido na expressão de um comportamento que foi codificado no 
momento do aprendizado (segunda etapa da evocação da memória). 
Adaptado de Lewis (1979) e Lee e Flavell, (2014). 

  
O fenômeno da reativação da memória constituiu um 

importante marco no campo de estudo das memórias por 
desafiar a até então bem aceita “teoria da consolidação”. Essa 
teoria postulava o estado fixo e imutável da memória, ou seja, 
uma memória já consolidada permaneceria no cérebro de 
maneira pouco mutável ou imutável (estado fixo da memória) e, 
neste caso, a evocação não passava de uma mera leitura 
passiva do aprendizado (DUDAI, 2004). No entanto, essa teoria 
foi duramente contestada quando se demonstrou que a 
reexposição de animais às pistas anteriormente associadas ao 
aprendizado inicial fornecia novamente um cenário propício para 
a modulação dessa memória. Nesse estudo, a aplicação de 
choques eletroconvulsivos após a sessão de reativação da 
memória foi capaz de induzir um estado de amnésia retrógrada 
(MISANIN et al., 1968), sendo esse fenômeno inicialmente 
referido na literatura como "amnésia dependente de pista” (do 
inglês, cue-dependent amnesia). Assim, esses resultados 
sugeriam, pela primeira vez, que uma informação previamente 
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estável (consolidada) poderia novamente se tornar suscetível a 
modificações. A partir de então, o processo de evocação deixou 
de ser considerado como uma mera “leitura passiva” da 
informação armazenada e passou a ser visto como um evento 
capaz de desencadear um processo de desestabilização 
(processo que conduz a memória ao estado de labilidade) 
necessário para a modulação da memória pré-existente (DUDAI, 
2002). 

 
1.1.4 Reconsolidação da memória 
 

Como mencionado anteriormente, a “teoria da 
consolidação” foi desafiada quando Misanin e colaboradores 
(1968) demonstraram o fenômeno de "amnésia dependente de 
pista”. Resultados similares também foram relatados por outros 
grupos de pesquisadores, onde interferências capazes de 
prejudicar a consolidação de uma memória também se 
mostravam efetivas quando aplicadas imediatamente após a sua 
evocação (SCHNEIDER, SHERMAN, 1968; DEVIETTI, 
KIRKPATRICK, 1976; MACTUTUS et al., 1979). Para explicar 
esse fenômeno, foi sugerido naquela época que, após a 
evocação, uma memória previamente consolidada poderia 
novamente se tornar instável, e, portanto, suscetível à 
modulação. Contudo, esses achados acabaram não recebendo a 
merecida atenção na época, uma vez que eles não conseguiam 
sustentar essa nova visão de que as memórias eram mais 
dinâmicas do que se pensava.  

Longe do centro das atenções por quase 20 anos, o tema 
da reativação como forma de modulação da memória foi revivido 
por Przybyslawski e Sara (1997). Nesse trabalho, foi 
demonstrado que o antagonismo de receptores NMDA após a 
sessão de evocação era capaz de prejudicar a posterior retenção 
de uma memória espacial. Esses achados produziram grande 
impacto na comunidade científica, pois eles sustentavam não 
apenas a ideia de que as memórias poderiam novamente se 
tornar lábeis após a sua evocação, como também indicavam que 
um novo processo de estabilização (referido como 
reestabilização) era requerido para a manutenção dessa 
memória. Naquele momento, a expressão "amnésia dependente 
de pista” foi então substituída por um termo que destaca o 
processo de reestabilização que presumivelmente ocorre após a 
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desestabilização da memória pós-evocada: a "reconsolidação" 
(PRZYBYSLAWSKI, SARA, 1997; SARA, 2000) (Figura 3). 

Nos anos 2000, esta “teoria da reconsolidação” foi 
consagrada após a pesquisa de Nader e colaboradores. Nesse 
estudo, os autores demonstraram que a microinfusão de 
anisomicina, um inibidor de síntese proteica, na região da 
amigdala basolateral (ABL) logo após a evocação da memória, 
mas não 6 h após, resultou em amnésia retrógrada no teste 
subsequente. Nenhuma alteração foi observada quando a 
anisomicina foi administrada na ausência de reativação da 
memória. Em conjunto, esses resultados reforçaram a então 
proposta “teoria da reconsolidação” e indicavam, pela primeira 
vez, que a reconsolidação era um processo gradual e limitado no 
tempo (“janela temporal da reconsolidação”), o qual era 
dependente da síntese proteica. 

 
Figura 3. Representação esquemática da etapa de desestabilização 
e reestabilização do traço de memória. 

 

Após a reativação, a memória pode novamente tornar-se lábil por um 
processo chamado de desestabilização. Este período lábil e suscetível a 
interferentes (sejam eles fisiológicos, comportamentais ou 
farmacológicos) é transitório, sendo gradualmente reestabilizado por um 
processo chamado de reconsolidação da memória. Esse processo 
ocorre dentro de um período de tempo limitado, referido como “janela 
temporal de reconsolidação”. Após o término da reconsolidação, a 
memória novamente torna-se estável, e não mais suscetível a 
interferentes. Adaptado de Nader e colaboradores (2000) e Exton-
McGuinness e colaboradores (2015). 
 

Nos anos seguintes, a reconsolidação foi extensamente 
estudada e reproduzida em diversas espécies (incluindo em 
seres humanos), tarefas e regiões do cérebro através do uso de 
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agentes amnésicos e potencializadores (isto é, agentes capazes 
de fortalecer o traço de memória) (NADER et al., 2000; 
ANOKHIN et al., 2002; PEDREIRA et al., 2002; EISENBERG et 
al., 2003; SANGHA et al., 2003; WALKER et al., 2003; DACHER 
et al., 2005). Contudo, alguns estudos não conseguiram alterar a 
memória após a sua evocação (CAMMAROTA et al., 2004), 
indicando a existência de fatores que poderiam limitar (dificultar) 
a indução da desestabilização e, assim, impedir a ocorrência da 
reconsolidação da memória (LEE, 2009). Nesse sentido, várias 
“condições limitantes” (do inglês, boundary conditions) foram 
propostas, tais como a força (SUZUKI et al., 2004) e a idade da 
memória (SUZUKI et al., 2004; ALBERINI, 2005). Portanto, nem 
toda sessão de evocação resulta na desestabilização da 
memória (PEDREIRA et al., 2004; BUSTOS et al., 2009; 
FORCATO et al., 2009; GISQUET-VERRIER, RICCIO, 2012; 
SEVENSTER et al., 2012). 

A redescoberta, e posterior ascensão, da reconsolidação 
levou muitos pesquisadores a se questionarem sobre o papel 
funcional desse processo. A esse respeito, tem sido proposto 
que a reconsolidação apresenta um papel altamente adaptativo 
para o organismo. Isso porque, a reconsolidação permite que 
uma memória já consolidada seja recalibrada ou reajustada 
mediante as necessidades impostas pelo ambiente, através da 
manutenção (TRONSON, TAYLOR, 2007; LEE, 2009; HARDT et 
al., 2010), da adição de novas informações, do enfraquecimento 
ou do fortalecimento da memória (SARA, 2000; DUDAI, 2006; 
MORRIS et al., 2006; LEE, 2010; DE OLIVEIRA ALVARES et al., 
2013).  

Por fim, apesar de seu nome sugerir, a reconsolidação não 
é uma mera repetição do processo de consolidação. Embora 
ambos os processos apresentem mecanismos celulares e 
moleculares em comum, evidências recentes vêm demonstrando 
mecanismos plásticos específicos para cada um desses 
processos. Por exemplo, Lee e colaboradores (2004, 2008) 
demonstraram que, no hipocampo dorsal, ocorre uma dupla 
dissociação entre o gene de expressão imediata Zif268 (do 
inglês, Zinc finger protein) e o fator de transcrição BDNF nos 
processos de reconsolidação e consolidação, respectivamente, 
em memórias aversivas contextuais. Essas conclusões foram 
baseadas na observação de que a microinfusão de antisense 
para BDNF resultava no prejuízo de retenção de um novo 
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aprendizado, enquanto que o aprendizado inicial era mantido. 
Por outro lado, a microinfusão de antisense para Zif268 não 
prejudicava a aquisição de uma nova memória, porém 
prejudicava a reconsolidação da memória inicial. 

 
1.1.5 Extinção da memória 
 

Como já mencionado anteriormente, a evocação pode 
conduzir uma memória ao processo de reconsolidação. Mais do 
que isso, a evocação também pode conduzir uma memória a 
outro processo temporalmente distinto, a extinção (SUZUKI et al., 
2004).  

A extinção da memória foi inicialmente descrita por Ivan 
Pavlov (1927). Naquela ocasião, Pavlov observou que os animais 
que passavam por reexposições prolongadas ou sucessivas a 
um estímulo previamente condicionado diminuíam 
temporariamente a expressão da resposta condicionada. A esse 
processo denominou-se extinção da memória (VAN ELZAKKER 
et al., 2014). No entanto, apesar do termo sugerir, a extinção não 
resulta no apagamento ou eliminação da memória original, e sim 
na supressão temporária da sua expressão comportamental 
(QUIRK et al., 2010). Nesse sentido, a extinção desempenha 
importante papel na flexibilidade da expressão comportamental 
(SOTRES-BAYON, QUIRK, 2010). 

Visto que uma das principais características da extinção é 
a supressão temporária da expressão da resposta condicionada, 
é esperado que a expressão dessa resposta retorne em algum 
momento. Em modelos animais, o retorno da resposta 
condicionada ocorre (1) pelo “simples” passar do tempo (referido 
como recuperação espontânea) (BOUTON, 2006), (2) pela 
exposição a um segundo evento aversivo (referido como 
reinstalação) (BOUTON, BOLLES, 1979; WESTBROOK, 2002) 
ou (3) pelo contato com componentes associados ao 
aprendizado inicial que não foram extintos (referido como 
renovação) (BOUTON, RICKER, 1994). Nas três condições 
mencionadas acima, o retorno da expressão da resposta 
condicionada parece ser ocasionado pela ativação (ou 
desinibição) do conjunto neuronal que suporta a memória original 
(BOUTON, 2006). Em resumo, essas características permitem o 
estudo do processo de extinção da memória, além de poderem 
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ser usadas como ferramentas para dissociar o processo de 
reconsolidação do de extinção. 

 
1.1.6 Generalização comportamental  
 

A generalização pode ser definida como a associação e 
expressão de respostas comportamentais relacionadas a 
determinado estímulo (pista ou contexto) em resposta a 
estímulos que sejam diferentes, porém semelhantes àqueles 
presentes na experiência original (HUCKLEBERRY et al., 2016). 
Do ponto de vista fisiológico, a generalização é um fenômeno 
altamente adaptativo, pois ela permite o acesso às informações 
previamente aprendidas para guiar a escolha de 
comportamentos adequados frente a situações que sejam 
similares às experiências já vivenciadas, já que os estímulos não 
ocorrem exatamente da mesma forma na natureza 
(DUNSMOOR, PAZ, 2015; HUCKLEBERRY et al., 2016).  

Um dos relatos mais antigos acerca da generalização foi 
fornecido por Ivan Pavlov, em 1927. Basicamente, ele observou 
que a salivação de cães em resposta a um estímulo sonoro 
específico, poderia ser provocada também por estímulos sonoros 
de outras frequências que nunca haviam sido associados ao 
recebimento de alimento. Mais tarde, Lashley e Wade (1946) 
cunharam o termo “generalização” para descrever esse 
fenômeno. A partir de então, uma série de estudos vem tentando 
caracterizar a generalização. Nesse sentido, grandes 
contribuições foram fornecidas por Guttman e Kalish (1956) 
quando eles demonstraram em pombos a existência de um 
gradiente de generalização: pombos inicialmente condicionados 
a luzes com comprimentos de onda específicos apresentavam 
um grau de resposta condicionada que era indiretamente 
proporcional à diferença entre o comprimento de onda 
condicionado e o apresentado. Esse achado indicou que o grau 
de resposta generalizada para estímulos novos dependia da 
similaridade entre o estímulo novo e o estímulo inicial. 
Adicionalmente, os autores mostraram que a generalização da 
resposta não dependia da capacidade de distinção sensorial 
entre as pistas apresentadas, sugerindo que a generalização não 
resulta de uma mera falha de discriminação sensorial de 
estímulos. Atualmente, estudos de imagem em humanos 
reforçam essa premissa de que a generalização não é um 
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fenômeno passivo, mas sim um fenômeno ativo que depende da 
ação orquestrada de diversas regiões encefálicas em um sistema 
de decisão complexo baseado em ambiguidade e incerteza 
(ONAT, BÜCHEL, 2015). 

Embora a generalização não seja uma propriedade 
exclusiva das memórias aversivas, tem sido demonstrado que as 
memórias formadas por estímulos com caráter aversivo elevado 
têm maior tendência de generalização (PITMAN, 1989; 
GHIRLANDA, ENQUIST; 2003; DUNSMOOR, MURPHY; 2015). 
Do ponto de vista adaptativo, essa relação é extremamente 
importante no sentido de garantir a manutenção e a 
sobrevivência do indivíduo (DUNSMOOR, PAZ, 2015; 
HUCKLEBERRY et al., 2016). Por outro lado, tão importante 
quanto generalizar para garantir a integridade do indivíduo, é 
limitar a generalização para evitar que respostas 
comportamentais inapropriadas sejam expressas na presença de 
situações muito diferentes daquela da experiência original, 
condição definida na literatura como overgeneralization 
(supergeneralização, em termos quantitativos e/ou qualitativos) 
(DUNSMOOR, PAZ, 2015). Nesse contexto, é importante 
ressaltar que o grau de especificidade (ou generalização) é 
influenciado pela intensidade da experiência aversiva que 
desencadeia o aprendizado. Por exemplo, em roedores, o 
aumento na intensidade do condicionamento aversivo resulta no 
aumento da probabilidade do animal expressar uma resposta 
defensiva generalizada frente a pistas não associadas (GHOSH, 
CHATTARJI, 2015).  

Por fim, a generalização comportamental é um fenômeno 
que pode ser rapidamente induzido e observado em animais 
experimentais através de manipulações farmacológicas 
(GAZARINI et al. 2014), ou ainda ser observado como um 
fenômeno temporal, nesse caso possivelmente refletindo o 
processo de “consolidação sistêmica” da memória. A 
consolidação sistêmica tem sido descrita como um processo de 
reorganização estrutural, no qual a importância relativa do 
hipocampo em suportar um traço de memória com alta 
especificidade contextual vai sendo reduzida com o passar do 
tempo, ao passo que a importância do córtex pré-frontal, uma 
região com menor especificidade contextual, seria aumentada 
(WINOCUR et al., 2007; GOSHEN et al., 2011).  
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1.2 ESTUDANDO A NEUROBIOLOGIA DAS MEMÓRIAS 
AVERSIVAS: O CONDICIONAMENTO AVERSIVO 
CONTEXTUAL  
 

No campo da pesquisa das memórias aversivas, o 
paradigma do condicionamento aversivo contextual (CAC) tem se 
mostrado uma ferramenta muito útil, uma vez que este protocolo 
permite o estudo da dinâmica e da neurobiologia das memórias 
aversivas em condições relativamente controladas em animais 
de laboratório. 

Embora o CAC seja comumente referido como 
condicionamento Pavloviano, alguns grupos já estudavam 
alterações comportamentais em ratos muito antes do trabalho 
clássico de Ivan Pavlov (1927) (CARR, WATSON, 1908), 
incluindo estudos com a aplicação de choques elétricos (estímulo 
aversivo utilizado até os dias de hoje para produzir 
condicionamento) (VINCENT, 1915). Mais tarde, os achados 
provenientes desses e de outros estudos foram integrados aos 
conceitos de Pavlov para o estabelecimento deste que 
conhecemos hoje como paradigma do CAC (FORBES, 1935; 
MOWRER, MILLER, 1942; DEXTER, MERRILL, 1969). 

O CAC baseia-se no pareamento ou associação entre um 
estímulo emocionalmente neutro (estímulo neutro - EN; p. ex.: 
contexto) com um estímulo biologicamente relevante (estímulo 
incondicionado - EI; p. ex.: choque elétrico nas patas). Uma vez 
associados, o EN passa agora a ser interpretado como um 
estímulo condicionado (EC) capaz de induzir a expressão de 
respostas condicionadas. No caso do CAC, a expressão da 
resposta de congelamento frente ao EC é comumente usada 
para inferir o índice de aprendizado dessa tarefa, ou seja, de 
retenção da memória (BLANCHARD, BLANCHARD, 1969).  

Uma das grandes vantagens desse protocolo é que o EI 
pode ser ajustado previamente de acordo com a hipótese de 
trabalho. Por exemplo, o aumento no número (GAZARINI et al., 
2014) ou na intensidade dos choques elétricos (BALDI et al., 
2004) se correlaciona positivamente (pelo menos até se atingir o 
platô da curva de aprendizado) com os níveis de expressão da 
resposta de congelamento. Nesse sentido, protocolos de 
condicionamento considerados fracos (p. ex.: 1 choque de 0,4 
mA) ou intermediários (p. ex.: 1 choque de 0,7 mA) são 
comumente adotados para produzir um baixo nível de 
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congelamento. Essa estratégia permite, por exemplo, otimizar a 
visualização de manipulações cujo objetivo é o de facilitar a 
formação da memória (MALDONADO et al., 2011). 

 Um fato que reforça ainda mais a utilidade do protocolo de 
CAC como uma importante ferramenta no estudo das memórias 
aversivas é que os eventos temporalmente orquestrados, que 
ocorrem antes, durante ou após a sessão de condicionamento, 
estão intimamente relacionados às diferentes etapas da 
formação e da manutenção da memória aversiva. Assim, é na 
sessão de condicionamento que ocorre a aquisição da 
informação (pareamento do EC + EI). A consolidação 
compreende o processo gradual que se inicia durante a sessão 
de condicionamento e que se estende por algumas horas. 
Durante essa ”janela temporal de consolidação” a informação 
está lábil e, portanto, suscetível à modulação endógena (p. ex: 
por hormônios do estresse) ou exógena (p. ex: por agentes 
farmacológicos), com impacto direto na estabilização do traço de 
memória em formação (McGAUGH, 2000). Portanto, para o 
estudo da etapa de consolidação da memória, as manipulações 
farmacológicas são habitualmente realizadas imediatamente 
após a sessão de condicionamento. A evocação (reativação da 
memória) no CAC seria desencadeada pela reexposição do 
animal ao contexto pareado. Finalmente, após a evocação, a 
memória poderá labilizar (dependendo das condições 
experimentais), permitindo assim o estudo da etapa de 
desestabilização e, posteriormente, da reconsolidação. Assim, 
as manipulações farmacológicas que visam interferir com a etapa 
de reconsolidação são habitualmente realizadas imediatamente 
após a sessão de reativação da memória. Por fim, o fenômeno 
de generalização pode ser estudado no CAC a partir da 
exposição do animal a um contexto não pareado ao EI e com a 
análise subsequente dos níveis da resposta condicionada (p. ex.: 
congelamento) expressa nesse ambiente.  

Em relação aos substratos neuronais que suportam o CAC, 
tem sido demonstrado que regiões cerebrais, como o córtex pré-
frontal, a amigdala, o hipocampo, o núcleo reuniens do tálamo e 
a matéria cinzenta periaquedutal (MCP), fazem parte de um 
circuito múltiplo de estruturas recrutadas no processamento das 
memórias aversivas (MAREN et al., 2013; ROZESKE et al., 
2014; TROYNER et al., 2018). Diversas vias neuronais presentes 
nessas regiões formam conexões diretas ou indiretas que 
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sustentam e participam ativamente das etapas de formação e 
manutenção da memória aversiva (BANNERMAN et al., 2014).  

Embora a contribuição relativa de cada uma dessas 
estruturas já tenha sido relatada (embora longe de serem 
totalmente elucidadas) no paradigma do CAC, atenção especial é 
direcionada para o hipocampo, uma vez que, por se tratar de 
uma memória contextual, a participação dessa região cerebral já 
está bem demonstrada (embora longe de ser totalmente 
elucidada) (PHILLIPS, LEDOUX, 1992; FANSELOW, 2000).  

 
1.3 O HIPOCAMPO, AS MEMÓRIAS E OS NEUROPEPTÍDEOS   
 

O hipocampo é uma região cerebral que está associada ao 
processamento de aspectos cognitivos e emocionais (MOSER et 
al., 1995; KJELSTRUP et al., 2002; POTHUIZEN et al., 2004). 
Esse envolvimento dual do hipocampo seria possível em função 
da dissociação anatômica e funcional ao longo do seu eixo 
longitudinal. Enquanto os processos emocionais em roedores 
são mais relacionados à porção ventral (hipocampo ventral, HV) 
(região homóloga ao hipocampo anterior em primatas), o 
hipocampo dorsal (HD) (região homóloga ao hipocampo posterior 
em primatas) é tipicamente relacionado ao processamento das 
memórias (FANSELOW, DONG, 2010). As diferenças funcionais 
dessas duas regiões podem ser sustentadas pelo perfil de 
conectividade distinto dessas regiões com outras estruturas 
cerebrais, bem como por diferenças na expressão gênica e nos 
marcadores moleculares (FANSELOW, DONG, 2010). 

Quanto às conexões, o HD envia projeções para estruturas 
corticais, especialmente aos córtices retroesplenial e cingulado 
anterior (ambos envolvidos com funções de navegação espacial, 
de aprendizado e memória (CENQUIZCA, SWANSON, 2007), 
enquanto recebe informações oriundas dos córtices visual, 
auditório e sensoriais, primário e secundário, através do córtex 
entorrinal medial (o que justifica seu papel na codificação de 
pistas contextuais e no processamento das memórias) (MOSER, 
MOSER, 1998). Adicionalmente, o HD também se conecta 
indiretamente (via córtex entorrinal e perirrinal) com o córtex pré-
frontal medial (CPFm) e a amígdala (PITKÄNEN et al., 
2000; VERTES, 2006; FANSELOW, DONG, 2010; TANAKA et 
al., 2014). Essas conexões podem justificar o envolvimento de 
eventos emocionais na potencialização do processo de 
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consolidação e/ou reconsolidação das memórias aversivas 
(MALIN, MCGAUGH, 2006; BANNERMAN et al., 2014). Por sua 
vez, o HV projeta diretamente para o CPFm e a amigdala (JAY, 
WITTER, 1991; KISHI et al., 2006), o que explica de alguma 
forma seu papel modulatório sobre os processos emocionais. 

O hipocampo foi descrito no século XV pelo anatomista e 
cirurgião italiano Julius Caesar Arantius, o qual também cunhou o 
termo “hipocampo” pela primeira vez (do grego, hippos ["cavalo"] 
e kampos ["monstro marinho"]). No entanto, descrições 
detalhadas da citoarquitetura do hipocampo foram fornecidas 
somente no século XX por Santiago Ramón y Cajal e Raphael 
Lorente de Nó, através do refinamento da técnica de coloração 
por sais de prata empregada por Camillo Golgi (FAIRÉN, 2007). 
Essa técnica permitiu então revelar detalhes da estrutura 
neuronal dessa região sob o microscópio. A partir de então, 
Lorente de Nó propôs três subdivisões para o hipocampo 
baseado nos padrões de conectividade, atribuindo a elas o nome 
de Corno de Amon 1, 2 e 3 (CA1, CA2 e CA3, respetivamente) 
(FAIRÉN, 2007).  

A grande capacidade de processamento de memória 
atribuída à formação hipocampal (composta pelas três sub-
regiões anteriormente citadas, além do giro denteado, subículo e 
córtex entorrinal; SCHULTZ, ENGELHARDT, 2014) deve-se, em 
parte, a existência do circuito trisináptico dessa região. Esse 
circuito permite alta eficiência na recepção e gerenciamento de 
informações (NEVES et al., 2008). Para fins didáticos, esse 
circuito pode ser simplificadamente descrito da seguinte maneira: 
(1) através da via perforante, o córtex entorrinal (região medial) 
envia projeções que transmitem informações sensoriais (oriundas 
dos córtices visual, auditório e sensorial primário e secundário) 
às células granulares do giro denteado (GD) (MOSER, MOSER, 
1998). Por sua vez, (2) o GD envia suas projeções axonais (que 
compõem as fibras musgosas) para as células piramidais 
presentes na região CA3, (3) que então as retransmitem para a 
região CA1 via projeções colaterais de Schaffer. Após 
processada, a informação é então enviada a outras regiões, tal 
como o próprio córtex entorrinal (via região medial e lateral) 
(ANDERSEN et al., 2007) (Figura 4). 
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Figura 4. Representação esquemática da estrutura hipocampal. 

 
Circuito trisináptico do fluxo intrínseco de informação no hipocampo 
dorsal. VP, via perforante. Adaptado de Moser e Moser (1998), Neves et 
al. (2008) e Dierssen (2012). 
 

Para que uma memória seja formada, se faz necessária a 
ocorrência de eventos plásticos, as quais irão codificar e suportar 
essa memória ao longo do tempo. Um dos principais processos 
de plasticidade celular envolvidos é a já mencionada LTP. Sabe-
se que para a ocorrência desse processo é essencial a 
participação de neurotransmissores clássicos, tal como o 
glutamato (HARRIS et al., 1984; VOLIANSKIS, 2015). Entretanto, 
o envolvimento de outras moléculas, como por exemplo, os 
neuromoduladores peptídicos, também se faz necessário para 
fornecer um “ajuste fino” dos processos plásticos envolvidos na 
formação e manutenção de memórias (OGREN et al., 2010). 

O conceito de neuropeptídeos (NPs), como peptídeos com 
atividade neurogênica, foi primeiramente proposto por David de 
Wied na década de 1960. Em seus estudos, de Wied demonstrou 
que animais hipofisectomizados apresentavam prejuízo de 
aprendizado, sendo essa condição revertida pelo tratamento 
crônico com um polipeptídeo chamado de hormônio 
adrenocorticotrópico que restaurou essa condição (DE KLOET, 
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1987). A partir de então, deu-se início às investigações sobre o 
papel dessas moléculas sobre as funções cognitivas.  

Visto que a expressão dos NPs e seus receptores ocorre 
em praticamente todo o encéfalo, já seria esperado que essas 
substâncias também pudessem influenciar os processos 
relacionados ao aprendizado e à memória (BORBÉLY et al., 
2013). Contudo, diferentemente dos neurotransmissores 
clássicos, os NPs parecem ser requeridos principalmente em 
situações de estresse mais intensas, tal como ocorre durante 
uma experiência aversiva (SHIRAYAMA et al., 2004; OGREN et 
al., 2010). De fato, tem sido relatado o envolvimento desses 
peptídeos no processamento das memórias com conteúdo 
emocional negativo (OGREN et al., 2010). Nesses casos, os 
efeitos dessas substâncias são atribuídos a um processo 
modulatório sobre a neurotransmissão clássica, uma vez que 
ambas as substâncias coexistem na maioria dos neurônios 
(LUNDBERG, 1983; OGREN et al., 2010). 

Nesse contexto, evidências têm surgido acerca do papel 
da dinorfina, um neuropeptídeo opioide, e seu receptor de maior 
afinidade, o receptor κ opioide (κOR) (CHAVKIN et al., 1982). 
Além do fato de ambos já terem sido identificados em regiões 
cerebrais envolvidas no processamento e na manutenção de 
memórias, como no hipocampo (ZUKIN et al., 1988; 
UNTERWALD et al., 1991), a ativação dos κORs pela dinorfina é 
capaz de reduzir a excitabilidade dessa região (WAGNER et al., 
1992; SIMMONS, CHAVKIN, 1996), bem como de inibir a 
indução de LTP (WAGNER et al., 1993). Assim, esses dados 
sugerem um papel modulatório inibitório mediado por esses 
receptores sobre os processos de aprendizado e memória. Essa 
sugestão também é suportada pelo fato de que a dinorfina pode 
ser armazenada e coliberada com o glutamato (TERRIAN et al., 
1988; GANNON, TERRIAN, 1991; CONNER-KERR et al., 1993), 
condição em que exerce um efeito inibitório sobre a ação e a 
liberação do mesmo (SIMMONS et al., 1994). Aliado a isso, 
níveis elevados de dinorfina foram observados no hipocampo de 
ratos após protocolos envolvendo experiências aversivas 
(SHIRAYAMA et al., 2004), o que torna os HDκORs (receptores κ 
opioides presentes na região do hipocampo dorsal) potenciais 
candidatos para modular memórias aversivas. 

Nesse momento, um melhor entendimento acerca dos 
κORs e dos demais elementos que compõe esse sistema 
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denominado de “sistema dinorfinérgico” se faz necessário para 
podermos avançar com esse tema.  

 
1.4 SISTEMA DINORFINÉRGICO  

  
Na década de 70, Goldstein e colaboradores (1979) 

descreveram as propriedades de um peptídeo opioide que 
possuía 13 aminoácidos (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg-
Pro-Lys-Leu-Lys), o qual anteriormente já havia sido isolado a 
partir da pituitária de porco (COX et al., 1975; TESCHEMACHER 
et al., 1975). Para denotar a sua extraordinária potência, esse 
peptídeo foi chamado de dinorfina A1-13 (do inglês, dynorphin; 
prefixo “dyn” do grego dynamis que significa poder/força e o 
sufixo “orphin” indica que é de natureza opioide). Mais tarde, uma 
sequência completa contendo 17 resíduos de aminoácidos foi 
identificada (GOLDSTEIN et al., 1981), sendo esse peptídeo 
chamado de dinorfina A1-17. Uma forma bioativa ainda menor da 
dinorfina A, a dinorfina A1-8, também foi descrita (MINAMINO et 
al., 1980). Por fim, também foram identificados outros dois 
peptídeos, posteriormente chamados de dinorfina B1-13 - rimorfina 
- e dinorfina B1-29 – leumorfina.  

No sistema nervoso central (SNC), as dinorfinas são 
sintetizadas nos neurônios pré-sinápticos a partir de um 
precursor proteico biologicamente inativo chamado pró-dinorfina 
(248 aminácidos) (Figura 5) (WATSON et al., 1983). Após uma 
série de reações enzimáticas mediadas por endopeptidases 
(convertases de pró-hormônios do tipo 1 e tipo 2), as dinorfinas A 
e B são formadas. Em seguida, esses peptídeos são 
armazenados em vesículas grandes de “centro denso” (CHO, 
BASBAUM, 1989; DRAKE et al., 1994), podendo ser liberados 
em resposta a uma atividade neuronal sustentada (WEISSKOPF 
et al., 1993). Após liberada, a dinorfina pode interagir com os 
κORs (para mais detalhes do receptor, ver adiante) localizados 
na pré- e pós-sinapse, ou ainda ter sua atividade limitada 
mediante a ação de enzimas de degradação chamadas de 
aminopeptidases-N (TURNER, 1998). Essas metalopeptidases 
são capazes de remover o grupo tirosina contido na porção N-
terminal da estrutura peptídica da dinorfina, o qual é essencial 
para a ação opioide mediada por esse peptídeo (SCHWARTZ et 
al., 1981; DUA et al., 1985).  
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Em paralelo à descoberta da dinorfina, foi proposta a 
existência dos receptores para a própria dinorfina e demais 
opioides a partir de observações de compostos alcaloides que 
eram capazes de ligar-se com alta afinidade em membranas 
provenientes de tecido cerebral (PERT, SNYDER, 1973; SIMON 
et al., 1973; TERENIUS, 1973). Mais tarde, Martin e 
colaboradores (1976) propuseram uma nomenclatura para esses 
receptores opioides com base na seletividade dos seus ligantes 
preferenciais. Assim, os receptores que possuíam alta 
capacidade de ligação com a morfina ficaram conhecidos como 
receptores µ opioides, enquanto que os que foram sensíveis à 
ligação da droga cetociclazocina (do inglês, ketaciclazocine) 
foram denominados de receptores κ opioides. Por último, os 
receptores δ opioides foram farmacologicamente identificados 
pela sua alta afinidade por encefalinas (LORD et al., 1977). 
Posteriormente, com o advento da tecnologia de DNA 
recombinante, tornou-se possível a clonagem e a caracterização 
dos genes referentes aos diferentes receptores opioides, 
incluindo o dos κORs. O gene que codifica os receptores δ 
opioides foi o primeiro a ser clonado e, poucos anos após, os 
genes que codificam os receptores µ e κ opioides também foram 
clonados em ratos (CHEN et al., 1993a; CHEN et al., 1993b) e 
em humanos (MANSSON et al., 1994; WANG et al., 1994). Por 
fim, foi observado que esses receptores opioides apresentam 
grande homologia entre ratos e humanos. Por exemplo, os κORs 
expressos em ratos apresentam 94% de homologia com os κORs 
expressos em humanos, o que justifica o estudo em roedores, do 
ponto de vista translacional devido a sua possível aplicação 
clínica. 

Os κORs pertencem à classe dos receptores 
metabotrópicos acoplados preferencialmente a uma proteína Gi/o. 
Os mecanismos de transdução de sinal referentes à ativação 
desses receptores ainda não estão completamente elucidados. 
No entanto, como todos os receptores opioides, a ativação dos 
κORs pela dinorfina pode ser dividida em um processo de dois 
estágios: um estágio inicial de ativação de cinase dependente de 
ligante e um estágio subsequente dependente da cinase 3 de 
receptores acoplados a proteína G (GRK3)/arrestina, o qual 
resulta na internalização e regulação negativa do receptor (do 
inglês, dowregulation) (BRUCHAS, CHAVKIN, 2010). No primeiro 
estágio, a interação da dinorfina com o κOR recruta a Gαi, a qual 
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inibe a produção de AMPc, via inibição da adenilato ciclase 
(TAUSSIG et al., 1993), e ativa vias de sinalização relacionadas 
com as cinases ativadas por mitógenos (MAPKs), tais como a 
ERK1/2 precoce, a c-Jun N-terminal e a p38 (BRUCHAS, 
CHAVKIN, 2010). A ativação inicial dos κORs também recruta a 
Gβy, que, por sua vez, desempenha um papel inibitório neuronal 
através da ativação direta dos canais para K+ de retificação 
interna (HENRY et al., 1995) e da inibição da abertura dos canais 
para Ca2+ voltagem-dependentes (RUSIN et al., 1997). Por outro 
lado, após a ativação prolongada, ou seja, no segundo estágio, o 
κOR torna-se fosforilado devido ação da GRK-3 (APPLEYARD et 
al., 1999), fato que permite a subsequente ligação do receptor 
com a arrestina (LOHSE et al., 1992). Em sequência, o complexo 
κOR-arrestina recruta fatores de transcrição downstream, tais 
como a pCREB (CREB na sua forma fosforilada) pela via da ERK 
1/2 tardia (BRUCHAS, CHAVKIN, 2010) e o zif268 pela via da 
p38 (BRUCHAS et al., 2006). No núcleo accumbens, por 
exemplo, a ativação da via κOR-pCREB é implicada na 
regulação da expressão do gene que codifica a pró-dinorfina 
(CARLEZON et al., 2005) e na promoção de efeitos do tipo pró-
depressivos. Por outro lado, a ativação da via κOR-p38 é 
requerida, por exemplo, em neurônios dopaminérgicos da área 
tegmental ventral para gerar aversão condicionada por lugar. Por 
fim, o κOR tem sua atividade limitada mediante a sua 
internalização (LOH et al., 2017).  

Até o momento, pelo menos dois tipos de κORs já foram 
identificados com base em estudos de ligação, autoradiografia e 
estudos comportamentais: os receptores κ1 opioides (κ1ORs) e 
os receptores κ2 opioides (κ2ORs) (NOCK et al., 1988; ZUKIN et 
al., 1988; CLARK et al., 1989). Diferentemente dos κ1ORs, os 
quais são produtos do gene receptor opioide kappa 1 (Oprk1; do 
inglês opioid receptor kappa 1), os κ2ORs foram propostos como 
heterodímeros formados pelos produtos gênicos do Oprk1 e do 
receptor opióide delta 1 (Oprd1; do inglês, opioid receptor delta 
1) (MENG et al., 1993; SIMONIN et al., 1995).  
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Figura 5. Esquema geral da circuitaria clássica que envolve os 
κORs e a dinorfina. 

 
Representação de uma fenda sináptica com neurônios (A) pré e (B) 
pós-sinápticos. No esquema, podem ser observados (1) a síntese, (2) o 
armazenamento, (3) a liberação vesicular, a localização dos receptores 
κ opioides (4) na pré-sinapse e (5) na pós-sinápse e (6) a enzima de 
degradação da dinorfina. κ1OR, receptor κ1 opioide; κ2OR, receptor κ2 

opioide; AP-N, aminopeptidase-N; AMPA, receptor AMPA para o 
glutamato; NMDA, receptor NMDA para o glutamato; AMPc, adenosina 
monofosfato cíclico. Adaptado de NOCK et al. (1988), ZUKIN et al. 
(1988), CLARK et al. (1989), CONNER-KERR et al. (1993), TAUSSIG et 
al. (1993), HENRY et al. (1995), RUSIN et al. (1997), TURNER (1998) e 
CHAVKIN (2013). A base da figura foi extraída da plataforma comercial 
mindthegraph®. 

 
1.4.1 Receptor κ opioide hipocampal nos processos de 

aprendizado e memória 
 

Experimentos in vitro e in vivo têm sugerido que a ativação 
dos κORs do hipocampo promove um efeito modulatório negativo 
sobre o processamento da memória, embora algumas 
divergências entre linhagens e espécies tenham sido 
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encontradas. Estudos iniciais in vitro, realizados em fatias 
hipocampais de cobaias, demonstraram que a ativação dos 
κORs pela dinorfina diminuiu significativamente a excitabilidade 
hipocampal (WAGNER et al., 1992; SIMMONS, CHAVKIN, 1996) 
e também prejudicou a indução da LTP (WAGNER et al., 1993). 
Por outro lado, o antagonismo seletivo dos κORs pela nor-
binaltorfimina (nor-BNI) facilitou a LTP nessa estrutura 
(WEISSKOPF et al., 1993). Em contraste, o bloqueio dos κORs 
em fatias hipocampais de ratos não foi capaz de afetar a LTP 
(BRAMHAM, SARVEY, 1996). Além disso, a ativação desses 
receptores também não teve efeito sobre os potenciais 
excitatórios pós-sinápticos dependendo da linhagem dos ratos 
testadas (SALIN et al., 1995), embora tenha sido capaz de 
reduzir a liberação de glutamato em sinaptossomas (CONNER-
KERR et al., 1993).  

Contudo, apesar dos resultados in vitro serem 
aparentemente contraditórios entre as espécies, estudos 
comportamentais in vivo têm ajudado a esclarecer o papel dos 
HDκORs de ratos. Assim, tem sido sugerido que a ativação 
desses receptores prejudica o aprendizado espacial em ratos. 
Essa sugestão é sustentada pelos achados de SANDIN e 
colaboradores (1998) em que a microinfusão de dinorfina na 
região CA3 do HD inibiu o aprendizado no paradigma do labirinto 
aquático de Morris. Além disso, a microinfusão do agonista 
seletivo de κORs, o U-50,488H, na região CA3 do HD resultou 
em menor expressão da resposta de congelamento em 
camundongos no paradigma do CAC (DAUMAS et al., 2007). Em 
ambos os estudos supracitados, o efeito dos agonistas foi 
prevenido pela administração prévia de nor-BNI (DAUMAS et al., 
2007). Curiosamente, a microinfusão isolada de nor-BNI, per se, 
não produziu qualquer alteração nesses dois paradigmas 
experimentais, o que parece ser conflitante com achados 
anteriores de Shirayama e colaboradores (2004) que indicavam a 
participação dos κORs em experiências aversivas. Esses 
resultados levantaram a possibilidade de que a intensidade de 
uma experiência aversiva poderia ser crítica para o recrutamento 
dos HDκORs nos processos mnemônicos. Além disso, a 
contribuição dos diferentes tipos de κORs presentes no HD de 
ratos (κ1ORs e κ2ORs) na consolidação e reconsolidação da 
memória aversiva contextual em ratos permanece a ser 
investigada.  
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2 HIPÓTESE  
 

Em meio a esse cenário de achados contraditórios e 
incompletos, levantamos a hipótese de que a microinfusão do 
antagonista dos κORs no hipocampo dorsal de ratos potencializa 
a consolidação e a reconsolidação de memórias aversivas 
contextuais intensas e generalizadas, ao passo que a 
microinfusão do agonista dos κORs exerce um papel oposto 
sobre essas mesmas etapas, sendo a intensidade da experiência 
associativa aversiva crítica para o envolvimento desses 
receptores.  
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3 OBJETIVOS 
 
3.1 OBJETIVO GERAL 
 

- Investigar o papel dos κORs no hipocampo dorsal de 
ratos sobre a consolidação e a reconsolidação da memória 
aversiva contextual, utilizando protocolos de 
condicionamento aversivo contextual de diferentes 
intensidades. 

 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
- Avaliar o efeito da microinfusão do antagonista dos κORs 
na consolidação da memória após o CAC de intensidade 
moderada;  
 
- Analisar os efeitos do CAC moderado na imunomarcação 
de HDκORs durante a consolidação da memória; 
 
- Avaliar o efeito da microinfusão do antagonista dos κORs 
sobre os níveis de BDNF no HD durante a consolidação da 
memória no protocolo de CAC moderado;  
 
- Investigar o efeito da microinfusão do antagonista dos 
κORs na consolidação da memória após diferentes 
intensidades de CAC (CAC forte e CAC fraco); 
 
- Avaliar o efeito do agonista dos κ1ORs e κ2ORs na 
consolidação da memória no protocolo de CAC forte; 
 
- Analisar o efeito do agonista dos κ1ORs e κ2ORs sobre os 
níveis de BDNF no HD durante a consolidação da memória 
no protocolo de CAC forte;  
 
- Avaliar o efeito da microinfusão do antagonista dos κORs 
na reconsolidação da memória após diferentes 
intensidades de CAC (CAC moderado e CAC forte);  
 
- Investigar o efeito do agonista dos κ2ORs na 
reconsolidação da memória no protocolo de CAC forte; 
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- Avaliar o efeito do agonista dos κ2ORs na reconsolidação 
da memória após um CAC forte utilizando o protocolo de 
reinstalação; 
 
- Analisar o efeito do agonista dos κ2ORs e da microinfusão 
do antagonista dos κORs no teste de borrifagem com 
sacarose.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1 ANIMAIS 

 
Os experimentos foram realizados em ratos Wistar machos 

(criados no Biotério Central da Universidade Federal de Santa 
Catarina - UFSC) com idade entre 14 e 16 semanas (300-330g). 
Os animais foram agrupados em caixas de polipropileno (5 
animais/caixa ou 3 animais/caixa para animais naïve ou 
operados, respectivamente) em ambiente com temperatura 
controlada (22 ± 1 oC) e ciclo claro/escuro de 12 h, com as luzes 
acesas às 7 h. A comida e a água foram fornecidas ad libitum. 

O Comitê de Ética para o Uso de Animais de Laboratório 
da UFSC (CEUA-UFSC) aprovou todos os procedimentos 
experimentais realizados: CEUA-UFSC-PP0798/PP9771. Os 
procedimentos também estão em conformidade com o Guia do 
Instituto Nacional de Saúde para o Cuidado e Uso de Animais de 
Laboratório (NIH No. 80- 23, 1996). Todos os testes 
comportamentais foram realizados durante a fase clara do ciclo 
claro/escuro. Todos os cuidados foram tomados para minimizar o 
sofrimento e reduzir o número de animais utilizados. 

 
4.2 DROGAS  
 

O antagonista seletivo de κORs, o dihidrocloridrato de nor-
binaltorfinina (TAKEMORI et al., 1988) (nor-BNI; 0,3, 1,0, 3,0 e 
10,0 nmol/0,5 μL/hemisfério; Sigma-Aldrich, EUA), e o agonista 
seletivo de κ2ORs, o GR 89696 fumarato (BUTELMAN et al., 
2001) (0,1, 0,3 e 1,0 nmol/0,5 μL/hemisfério; Tocris, EUA), foram 
dissolvidos em PBS contendo 10% de DMSO (Vetec, Brasil). O 
agonista seletivo de κ1ORs, o U-69593 (ZUKIN et al., 1988) (0,1, 
0,3, 1,0 e 30,0 nmol/0,5 μL/hemisfério; Sigma-Aldrich, EUA), foi 
inicialmente diluído em PBS contendo 2% de HCl 0,1N e, 
posteriormente, neutralizado com NaOH a um pH próximo de 7,0. 
Finalmente, o antagonista dos receptores α2-adrenérgicos, o 
cloridrato de ioimbina (IOI; 2,0 mg/kg; Sigma-Aldrich, EUA) foi 
dissolvido em NaCl a 0,9% e administrado sistemicamente (i.p.) 
em um volume de 1,0 ml/kg. Todas as concentrações e doses 
foram baseadas em experimentos pilotos realizados em nosso 
laboratório. 
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4.3 CIRURGIA ESTEREOTÁXICA, PROCEDIMENTO DE 
MICROINFUSÃO DAS DROGAS E HISTOLOGIA 

 
Os animais foram anestesiados com uma injeção i.p. 

contendo uma mistura anestésica de xilazina (10 mg/ml; Carlier, 
Brasil) e cetamina (100 mg/ml; Sespo, Brasil) em um volume de 
1,0 ml/kg. Após anestesiados, os animais foram então 
posicionados no aparelho estereotáxico (Stoelting, EUA) com o 
suporte de duas barras auriculares. A assepsia do campo 
cirúrgico foi realizada com uma solução de álcool iodado 2%. Em 
seguida, foi administrada uma solução de anestésico local 
(lidocaína 3%/noradrenalina 1:50.000; Dentsply, Brasil) por via 
subcutânea (s.c.) no local da incisão. Um corte longitudinal da 
pele, acima do crânio, permitiu a exposição e raspagem do 
periósteo para a exposição do crânio e das suturas lambdóide e 
coronal. Após perfuração com broca odontológica, dois parafusos 
de aço inoxidável foram afixados ao crânio do animal para 
oferecer suporte à posterior prótese de acrílico utilizada. Duas 
cânulas-guia de aço inoxidável (comprimento = 11,0 mm; 
diâmetro externo = 0,6 mm), confeccionada a partir de agulhas 
hipodérmicas (22G; 25,0 x 7,0 mm), foram implantadas 
bilateralmente tendo em vista o HD seguindo as coordenadas: 
AP = -3,5 mm a partir da bregma, ML = ± 2,6 mm em relação à 
sutura central, DV = 2,0 mm a partir do osso do crânio. As 
coordenadas foram obtidas usando o Atlas do Cérebro de Ratos 
(PAXINOS, WATSON, 2009). Posteriormente, uma camada de 
acrílico odontológico auto-polimerizável de secagem rápida foi 
aplicada para cobrir toda a superfície exposta do crânio e afixar 
as cânulas e os parafusos em uma prótese sólida. O 
procedimento de analgesia pós-cirúrgica foi realizado mediante 
uma injeção s.c. de flunixina meglumina (2,5 mg/kg; Schering-
Plough, Brasil). Após a cirurgia, os animais foram mantidos em 
ambiente aquecido para evitar uma possível hipotermia causada 
pela anestesia. Em seguida, os animais foram levados ao biotério 
do Laboratório de Neurofarmacologia aonde permaneceram até a 
realização dos experimentos.  

Os procedimentos experimentais foram iniciados 8 a 10 
dias após a cirurgia estereotáxica. As microinfusões foram feitas 
utilizando uma microseringa (Hamilton, EUA) de 10 uL conectada 
por um tubo de polietileno (PE10) a uma agulha gengival 
adaptada (30 G; comprimento = 12,3 mm. A agulha foi então 
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introduzida na cânula guia e a microinfusão das drogas foi 
realizada com o auxílio de uma bomba de microinfusão (Insight, 
Brasil) a uma taxa de 0,5 μL/min e um volume total de injeção de 
0,5 μL/hemisfério. O deslocamento de uma bolha de ar dentro do 
tubo de polietileno foi utilizado para verificar o deslocamento da 
droga. Após o término da microinfusão, a agulha foi mantida no 
local por mais 30 s para assegurar a microinfusão total da droga 
e reduzir o fluxo retrógrado da solução.  

No final dos experimentos, os ratos foram profundamente 
anestesiados como já descrito anteriormente. Em seguida, os 
animais receberam a microinfusão de corante azul de Evans 
0,1% (0,2 μL/hemisfério) para marcar os locais onde as drogas 
foram infundidas anteriormente. Os cérebros foram removidos do 
crânio, fixados em formalina 10% (48 h) e, posteriormente, 
submersos em solução de sacarose 30% por, pelo menos, 72 h 
antes da realização dos cortes histológicos para garantir a 
crioproteção dos mesmos. Para a verificação do sítio de 
microinfusão da droga, cortes coronais de 50 µm de espessura 
foram obtidos utilizando um criostato (Leica, Alemanha) a uma 
temperatura aproximada de -21 °C.  

As imagens histológicas representativas foram obtidas com 
o auxílio de um microscópio estereoscópico SZX16 (Olympus, 
Japão) e comparadas com os diagramas do cérebro de ratos 
(PAXINOS, WATSON, 2009). Em todos os experimentos, 
somente os animais com histologia bilateral para o HD (Figura 6) 
foram incluídos na análise estatística (aproximadamente 89% do 
total de todos os grupos experimentais).  
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Figura 6. Imagem representativa do local de microinfusão das 
drogas no HD e diagrama esquemático mostrando os três 
principais locais de microinfusão (círculos preenchidos; 3,60 mm 
posterior ao Bregma). 

 
 
4.4. PROCEDIMENTOS COMPORTAMENTAIS 
 
4.4.1 Protocolo geral de condicionamento aversivo 

contextual (CAC) 
 

O CAC foi realizado em uma caixa retangular (35 x 20 x 30 
cm) com as paredes laterais e a posterior de alumínio e com uma 
parede frontal e uma porta de teto em acrílico. O piso gradeado, 
feito com barras de aço inoxidável (3 mm de diâmetro, com 9 mm 
de espaçamento) é conectado a um gerador de choques elétricos 
(Insight, Brasil), permitindo a administração de choques elétricos 
controlados.  No presente estudo essa caixa de condicionamento 
foi designada como contexto A e foi utilizada para a avaliação da 
expressão das respostas defensivas pareadas ao choque. Uma 
segunda caixa, cúbica (30 x 30 x 30 cm), feita inteiramente de 
vidro transparente e com uma tampa gradeada, foi utilizada como 
um contexto novo e não-pareado ao choque, sendo designada 
aqui como contexto B. Por apresentar características contextuais 
diferentes daquelas apresentadas pelo contexto A, o contexto B 
foi utilizado para avaliação e determinação de respostas 
defensivas generalizadas. Os testes realizados no contexto A e B 
foram feitos em salas experimentais diferentes, sendo ambos 
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contextos limpos ao término de cada teste com uma solução de 
etanol 10% e secos com papel toalha. 

O protocolo experimental foi iniciado com uma sessão de 
familiarização (FAM), na qual se permitiu aos animais explorar 
livremente o contexto A por 3 min para o reconhecimento do 
aparato. Após o término da FAM, os animais foram devolvidos às 
suas caixas moradias. Esta exposição prévia ao contexto a ser 
condicionado teve como objetivo facilitar a aquisição da memória 
contextual (FANSELOW et al., 1990). Vinte e quatro horas 
depois, os animais foram novamente colocados no contexto A 
(EC; estímulo condicionado) para a sessão de condicionamento. 
Após 30 s iniciais de exposição ao contexto A (período pré-
choque), cada grupo experimental foi submetido a um dos três 
diferentes protocolos de CAC utilizando diferentes intensidades 
de choque elétrico nas patas (EI; estímulo incondicionado): CAC 
fraco = 1 choque nas patas de 0,4 mA; CAC moderado = 1 
choque nas patas de 0,7 mA; ou CAC forte = 3 choques nas 
patas de 1,0 mA (60 Hz, por 3 s, com um intervalo de 30 s entre 
cada choque). Após o condicionamento, os animais 
permaneceram no contexto A por mais 30 s (período pós-
choque) antes de retornarem ao biotério setorial. 

Para avaliar os efeitos do tratamento farmacológico sobre 
a consolidação da memória aversiva contextual, os animais 
foram reexpostos ao contexto A 1 e 8 d após um dos protocolos 
de CAC descritos anteriormente na ausência do EI (Testes A1 e 
A2, respectivamente). Vinte e quatro horas após os Testes A1 e 
A2 (dia 2 e dia 9, respectivamente), os animais foram expostos a 
um contexto novo e não pareado (contexto B, Testes B1 e B2, 
respectivamente). Em um experimento pontual (experimento 5), 
decidimos avaliar a persistência das alterações encontradas na 
sessão de teste em um período de tempo mais remoto. Nesse 
caso, o Teste A e o Teste B foram realizados no dia 28 e 29, 
respectivamente, após a sessão de condicionamento. Todas as 
sessões de teste duraram 3 min. É importante ressaltar que os 
Testes A2 e B2 foram realizados apenas quando a análise 
estatística revelou efeitos significativos do tratamento durante os 
Testes A1 e/ou B1. As drogas e respectivos veículos foram 
microinfundidos imediatamente ou 6 h após a sessão de 
condicionamento (Figura 7A). 

Para avaliar os efeitos do tratamento farmacológico sobre 
a reconsolidação da memória aversiva contextual, os animais 
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foram reexpostos ao contexto A na ausência do EI 24 h após a 
sessão de condicionamento moderado ou forte para uma sessão 
de reativação da memória. Os animais foram então reexpostos 
ao contexto A 1 e 8 d após a sessão de reativação na ausência 
do EI (Testes A1 e A2, respectivamente). Vinte e quatro horas 
após os Testes A1 e A2 (dia 2 e dia 9, respectivamente), os 
animais foram expostos a um contexto novo e não pareado 
(contexto B, Testes B1 e B2, respectivamente). Todas as 
sessões de teste duraram 3 min. É importante ressaltar que os 
Testes A2 e B2 foram realizados apenas quando a análise 
estatística revelou efeitos significativos do tratamento durante os 
Testes A1 e/ou B1. As drogas e respectivos veículos foram 
microinfundidos imediatamente ou 6 h após a sessão de 
reativação da memória (Figura 7B). 

Nesse trabalho foi considerado o tempo de congelamento 
como um índice de retenção da memória. Esse comportamento 
foi definido como a ausência total de movimentos do corpo e da 
cabeça, exceto aqueles associados à respiração e à vocalização 
(BLANCHARD, BLANCHARD, 1969). Animais que expressaram 
outras respostas defensivas durante a sessão de teste/reativação 
(por exemplo, o comportamento de fuga) foram excluídos dos 
experimentos (aproximadamente 4% do total de animais 
utilizados nesse trabalho).  

Todas as sessões experimentais foram gravadas por um 
sistema de câmera de vídeo. O tempo de congelamento em cada 
sessão foi quantificado (em segundos) com auxílio de um 
cronômetro. Os dados foram expressos como a porcentagem do 
tempo de congelamento em relação ao tempo total da sessão (3 
min).  
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4.4.2 Protocolo de reinstalação da memória aversiva 
contextual  

 
Basicamente, esse protocolo foi composto, em sequência, 

por uma sessão de FAM (contexto A), de condicionamento 
(contexto A), de reativação (contexto A; Teste A1), de extinção 
(contexto A; curva de extinção), além do teste de retenção da 
extinção (contexto A; Teste A2), uma sessão de reinstalação 
(contexto C) e um teste de reinstalação (Teste A3), tal como 
descrito detalhadamente a seguir.  

O protocolo foi iniciado com uma sessão de FAM, na qual 
se permitiu aos animais explorar livremente o contexto A por 3 
min para o reconhecimento do aparato. Após o término da FAM, 
os animais foram devolvidos às suas caixas moradias. Vinte e 
quatro horas depois, os animais foram novamente colocados no 
contexto A para uma sessão de CAC forte (tal como já descrito 
anteriormente; 3 choques de 1,0 mA). Após o término dessa 
sessão, os animais retornaram ao biotério setorial em suas 
caixas-moradia. No dia seguinte, os animais foram reexpostos ao 
contexto A por 3 min, na ausência do EI, para a sessão de 
reativação da memória, recebendo, imediatamente após, a 
microinfusão de veículo ou GR 89696 0,1 nmol no HD. O teste no 
contexto pareado foi realizado no dia seguinte (Teste A1). Sete 
dias após, esses mesmos animais foram submetidos a uma 
sessão de extinção, a qual consistiu da exposição dos animais 
ao contexto A durante 15 min. Nesse período, o tempo de 
congelamento dos animais foi avaliado em blocos de 3 min cada 
(total de 5 blocos). Essa sessão teve como objetivo equiparar o 
tempo de congelamento do grupo veículo com o do grupo GR 
89696 0,1 nmol. O teste de retenção da extinção foi realizado no 
dia seguinte (Teste A2). Vinte e quatro horas após, foi realizada a 
sessão de reinstalação da memória, utilizando uma caixa 
quadrada diferente (25 x 25 x 32 cm) com paredes e uma porta 
de teto em acrílico cinza. O piso gradeado, feito com barras de 
aço inoxidável (5 mm de diâmetro, com 10 mm de espaçamento) 
encontrava-se conectado a um gerador de choques elétricos 
(Insight, Brasil), permitindo a administração de choques elétricos 
controlados, sendo essa caixa designada como contexto C. Com 
o intuito de tornar esse contexto tão diferente quanto possível 
daquele contexto usado na sessão de condicionamento (isto é, 
do contexto A), foram adicionadas faixas pretas com 1,5 cm de 
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largura dispostas verticalmente, com espaçamento de 1 cm entre 
cada faixa, na parede posterior do contexto C. Este contexto foi 
utilizado para a aplicação de um único estímulo elétrico nas 
patas dos animais (também chamado de choque lembrete; 1 
choque de 0,5 mA). Por fim, o teste da reinstalação foi realizado 
no dia seguinte (Teste A3). 
 
4.4.3 Teste de borrifagem com sacarose 
 

Esse teste foi utilizado para avaliar uma forma de 
comportamento motivacional considerado semelhante com 
alguns sintomas de anedonia e comportamento apático 
(WILLNER, 2005). O procedimento consistiu em borrifar, por 
duas vezes, uma solução de sacarose 10% sobre o dorso de 
cada rato que já havia tido a experiência prévia do CAC. Em 
seguida, os animais foram individualmente colocados em um 
cilindro feito de acrílico para a avaliação comportamental. Devido 
a sua viscosidade, a solução de sacarose se adere à pelagem 
dos ratos e estes iniciam o comportamento de autolimpeza (do 
inglês, grooming). Depois de aplicada a solução de sacarose, os 
animais foram observados por um período de 15 min, período em 
que se registrou o tempo para a primeira a autolimpeza, bem 
como o tempo total de autolimpeza direcionada ao dorso, como 
medidas de autocuidado e comportamento motivacional. Após o 
fim de cada teste, o cilindro de acrílico foi limpo com uma solução 
de etanol 10% e seco com papel toalha.  

 
4.5 ANÁLISE POR WESTERN BLOTTING 
 

Após os experimentos comportamentais, os animais foram 
sacrificados por decapitação e tiveram seus cérebros removidos 
e lavados com solução de NaCl 0,9% à 4º C. Em seguida, os 
hipocampos dorsais desses animais foram dissecados (com 
auxílio do atlas de Paxinos e Watson, 2009) e armazenados em 
freezer a -80º C até o momento do uso. Cabe ressaltar que os 
cérebros foram manipulados somente sobre uma placa de Petri 
mantida em gelo seco. 

As amostras de HD foram homogeneizadas manualmente 
(com auxílio de micro pistilos) em tampão RIPA composto por 
Nonidet P-40 1% (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EUA), 
deoxicolato de sódio 0,5%, dodecil sulfato de sódio (SDS) 0,1% e 
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PBS (pH 7,4) na presença dos seguintes inibidores enzimáticos: 
leupeptina 20 μg/mL, aprotinina 10 μg/mL, pepstatina A 20 μg/mL 
e fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) 1 mM. 

Após a homogeneização, as amostras foram incubadas em 
gelo por 30 min e, em seguida, centrifugadas (10.000 r.p.m., 4º 
C, durante 10 min). O sobrenadante foi coletado e novamente 
centrifugado sob as mesmas condições. Após a segunda 
centrifugação, o sobrenadante foi coletado, sendo este o extrato 
celular total contendo as proteinas dissolvidas no meio. Em 
seguida, foi realizada a determinação de proteinas das amostras 
preparadas utilizando o equipamento NanoDrop 
Spectrophotometer ND-1000 e a função Protein A280 do 
programa NanoDrop 1000 v3.7 (Thermo Scientific; Rockford, IL, 
EUA). Os extratos dos tecidos previamente preparados foram 
então diluídos de modo a apresentar a mesma concentração final 
de proteina (5,5 mg/ml), misturados em volumes iguais ao 
tampão de amostra 5 vezes concentrada (Tris-HCl 150 mM (pH 
6,8), β-mercaptoetanol 15%, SDS 6%, azul de bromofenol 0,3% e 
glicerol 25%) e fervidas por 5 min à 100º C. As amostras foram 
armazenadas em freezer com temperatura controlada a -20º C 
até o momento do uso. 

Para a realização dos experimentos de Western blotting, 
quantidades iguais de proteinas para cada amostra de tecido 
cerebral (30 ou 40 μg/poço), foram separadas por eletroforese 
em gel de poliacrilamida e SDS (12%) (300 mA e 150V por 1,5 
h). Posteriormente, as proteinas foram transferidas para 
membranas de nitrocelulose usando um sistema de células Mini 
Trans-Blot (Bio-Rad Laboratories, CA, EUA) seguindo o protocolo 
do fabricante (300 mA e 100 V por 2 h). Após a transferência, as 
membranas foram incubadas com uma solução de bloqueio (BSA 
a 10% em TBS-T) por no mínimo 1 h (2 – 8º C) a fim de se 
garantir o bloqueio de possiveis reações inespecíficas. Após a 
lavagem em TBS-T (5 vezes), as membranas foram incubadas 
com o anticorpo primário contra a proteina de interesse 
(anticorpo monoclonal de coelho anti-receptor kappa opioide 
[EPR18881] (ab183825, 1:1000; Abcam, MA, USA) durante 14 - 
16 h (2 – 8º C). Após a retirada do anticorpo primário, as 
membranas foram incubadas, por pelo menos 2 h, com o 
anticorpo secundário (anticorpo policlonal de cabra anti-coelho 
IgG conjugado à peroxidase; 1:20.000; Cell Signaling 
Technology, MA, EUA). Os imunocomplexos foram visualizados 
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usando o sistema de detecção de substrato quimioluminescente, 
SuperSignal West Femto (Thermo Scientific; Rockford, IL, EUA) 
exposto ao sistema de fotodocumentação ChemiDocTMXRS 
(Bio-Rad Laboratories Inc.; Hercules, CA, EUA). As análises 
foram realizadas utilizando o programa NIH ImageJ v1.48 (NIH; 
Bethesda, MD, EUA) através da quantificação da densidade 
óptica. Os dados foram normalizados contra o controle β-actina 
(razão κORs/β-actina) e expressos como % do grupo controle. 

 
4.6 ENSAIO DE IMUNOABSORÇÃO LIGADO À ENZIMA 

(ELISA) 
 

Após os experimentos comportamentais, os animais foram 
sacrificados por decapitação e tiveram seus cérebros removidos 
e lavados com solução de NaCl 0,9% à 4º C. Em seguida, os 
hipocampos dorsais desses animais foram dissecados (com 
auxílio do atlas de Paxinos e Watson, 2009) e armazenados em 
freezer a -80º C até o momento do uso. Ressaltamos que os 
cérebros foram manipulados somente sobre uma placa de Petri 
mantida em gelo seco. 

As amostras de HD foram colocadas em tampão fosfato 
(PBS) contendo Tween® 20 (0,05%), PMSF (0,1 mM), ácido 
etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) (10 mM), aprotinina (2 
ng/ml) e cloreto de benzametônio (0,1 mM) e, em seguida, foram 
homogeneizadas manualmente (com auxílio de micro pistilos). As 
amostras homogeneizadas foram então centrifugadas a 6900 × g 
por 10 min (4ºC) e o sobrenadante foi coletado e estocado a -
80°C, até o momento da análise. O conteúdo proteico total do 
sobrenadante foi mensurado pelo método de Bradford, utilizando 
uma curva padrão de calibração com BSA.  

Alíquotas de 100 μL foram utilizadas para mensurar as 
concentrações do BDNF, utilizando kits de ELISA (R&D Systems, 
USA; No. DY248) (DO ESPÍRITO SANTO et al., 2018), de 
acordo com as instruções do fabricante. As sensibilidades dos 
ensaios ficaram no intervalo de 23,4 -1500 pg/mL. A 
concentração do BDNF foi obtida por interpolação de uma curva 
padrão utilizando um ensaio colorimétrico, por mensuração 
colorimétrica a 450 nm (corrigidas pela subtração da leitura a 550 
nm) em um leitor de placas de ELISA (Perlong DNM-9602, 
Nanjing Perlove Medical Equipment Co., Nanjing, China). Todos 
os resultados foram expressos em pg de BDNF/mg de proteína. 
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4.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL  
 
4.7.1 Experimento 1: Efeito da microinfusão do antagonista 

dos κORs imediatamente após um CAC moderado 
 

A fim de investigar se o bloqueio dos κORs presentes no 
HD de ratos poderia potencializar a consolidação de uma 
memória aversiva contextual, 38 ratos foram alocados 
aleatoriamente em quatro grupos (n = 8-10/grupo) com base no 
tratamento (veículo ou nor-BNI 1,0, 3,0 ou 10,0 nmol) realizado 
imediatamente após o pareamento do contexto A com 1 choque 
de 0,7 mA. O Teste A1 (TA1), o Teste B1 (TB1), o Teste A2 
(TA2) e o Teste B2 (TB2) foram realizados nos dias 1, 2, 8 e 9 
após a sessão de condicionamento, respectivamente. O desenho 
experimental está esquematizado na Figura 8A. 

 
4.7.2 Experimento 2: Efeito da microinfusão do antagonista 

dos κORs 6 h após um CAC moderado 
 

A fim de avaliar se o envolvimento dos HDκORs seria 
limitado à consolidação da memória, 17 ratos foram alocados 
aleatoriamente em dois grupos (n = 8-9/grupo) com base no 
tratamento (veículo ou nor-BNI 3,0 nmol) realizado 6 h após o 
pareamento do contexto A com 1 choque de 0,7 mA. O Teste A 
(TA) e o Teste B (TB) foram realizados nos dias 1 e 2 após a 
sessão de condicionamento, respectivamente. O desenho 
experimental está esquematizado na Figura 9A. 

 
4.7.3 Experimento 3: Efeito da microinfusão do antagonista 

dos κORs imediatamente após a exposição no 
contexto A sem a experiência do choque 

 
Em seguida, foi avaliado se a microinfusão de nor-BNI per 

se poderia induzir a formação de memórias aversivas, tal como 
relatado para a microinfusão de algumas drogas em 
determinadas estruturas cerebrais (GUITTON, DUDAI, 2004; 
CAVALLI et al., 2009). Para isso, 12 animais foram distribuídos 
aleatoriamente em dois grupos (n = 5-7/grupo) com base no 
tratamento (veículo ou nor-BNI 3,0 nmol) realizado 
imediatamente após a exposição dos animais ao contexto A sem 
a experiência do choque nas patas (sem-EI). Ambos os grupos 
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foram reexpostos ao contexto A (TA) e expostos ao contexto B 
(TB) nos dias 1 e 2 após a experiência no contexto A, 
respectivamente. O desenho experimental está esquematizado 
na Figura 10A. 

 
4.7.4 Experimento 4: Efeito da microinfusão do antagonista 

dos κORs imediatamente após uma experiência de 
choque não pareada ao contexto 

 
Tem sido demonstrado no protocolo do CAC que quando 

os animais recebem um choque imediatamente após entrarem no 
contexto, isto é, sem um período pré-choque inicial, eles não 
expressam respostas de congelamento em um teste 
subsequente de retenção da memória no mesmo contexto 
(LANDEIRA-FERNANDEZ et al., 2006). Esta evidência sugere a 
ausência de aprendizado aversivo contextual na ausência do 
período pré-choque. Este fenômeno tem sido referido na 
literatura como “déficit por choque imediato” (do inglês, 
immediate shock deficit). 

Assim, a fim de investigar se o maior tempo de 
congelamento nos animais tratados com nor-BNI poderia ser 
induzido por uma resposta de sensibilização à droga devido à 
experiência do choque elétrico nas patas, 16 ratos foram 
alocados aleatoriamente em dois grupos (n = 8/grupo) com base 
no tratamento (veículo ou nor-BNI 3,0 nmol) realizado 
imediatamente após uma experiência de choque não pareada ao 
contexto (protocolo referido como déficit por choque imediato). 
Para evitar qualquer possibilidade de condicionamento 
contextual, esse protocolo foi realizado com animais sem 
familiarização prévia ao contexto A (sem-FAM) e que receberam 
o choque nas patas (1 choque de 0,7 mA) o mais breve possível 
após a sua entrada no contexto A (em até, no máximo, 5 s). Após 
o término do choque, os ratos foram rapidamente removidos do 
contexto A. Ambos os grupos foram reexpostos ao contexto A 
(TA) e expostos ao contexto B (TB) nos dias 1 e 2 após a 
experiência do choque imediato, respectivamente. O desenho 
experimental está esquematizado na Figura 11A. 
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4.7.5 Experimento 5: Efeito da microinfusão do antagonista 
dos κORs imediatamente após um CAC moderado 
sobre a consolidação da memória em um período de 
tempo mais remoto   

 
Algumas evidências na literatura têm sugerido que a nor-

BNI pode atuar de maneira duradoura no sistema nervoso central 
(por aproximadamente 3 semanas), mesmo após uma única 
administração central dessa droga (HORAN et al., 1992; JONES, 
HOLTZMAN, 1992; BRUCHAS et al., 2007). Sendo assim, para 
avaliar se o aumento no tempo de congelamento induzido pela 
nor-BNI duraria até um período de tempo mais remoto, 19 ratos 
foram aleatoriamente distribuídos em dois grupos (n = 9-
10/grupo) com base no tratamento (veículo ou nor-BNI 3,0 nmol) 
realizado imediatamente após o pareamento no contexto A com 
1 choque de 0,7 mA. Ambos os grupos foram reexpostos ao 
contexto A (TA) e expostos ao contexto B (TB) nos dias 28 e 29 
após a sessão de condicionamento, respectivamente. Uma vez 
que as sessões de Teste A2 vinham sendo realizadas no dia 7 
após o Teste A1, decidimos realizar o Teste A, aqui, em um 
período de tempo quatro vezes maior - 28 dias após a sessão de 
condicionamento. Nesse cenário, os animais possivelmente já 
teriam eliminado completamente a droga.  

 
4.7.6 Experimento 6: Efeito do CAC moderado sobre a 

imunomarcação de HDκORs durante o período de 
consolidação da memória 

 
Com o objetivo de avaliar se o protocolo de CAC moderado 

poderia influenciar os níveis de κORs na região do HD durante o 
período de consolidação da memória, foi realizada uma curva 
temporal de imunomarcação para esses receptores. Trinta e 
cinco animais foram utilizados no total nesse experimento. 
Basicamente, os animais tiveram seus cérebros removidos e, 
subsequentemente, seus hipocampos dorsais dissecados com 
base no tempo decorrido a partir do final da sessão de 
condicionamento (0, 1, 3 e 6 h). Para isso, 28 animais operados 
foram condicionados usando um protocolo de CAC moderado e 
depois foram alocados aleatoriamente em um dos quatro grupos 
experimentais citados acima (n = 7/grupo). Em adição, um grupo 
naïve (controle), constituído de animais não operados que foram 
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mantidos no biotério até o procedimento de dissecção, foi 
incluído na análise (n = 7/grupo). Os pontos de tempo para a 
eutanásia foram definidos com base nos achados de que drogas 
administradas imediatamente após o CAC, mas não 6 h após, 
foram capazes de afetar a consolidação da memória aversiva 
contextual (GAZARINI et al., 2013; STERN et al., 2017).  O 
desenho experimental está esquematizado na Figura 12A. 

 
4.7.7 Experimento 7: Avaliação da especificidade da 

imunomarcação dos HDκORs na formação da memória 
associativa  

 
Para avaliar se o recrutamento dos κORs no HD ocorre 

especificamente durante a formação de uma memória 
associativa, foi realizado um experimento para comparar a 
imunomarcação dos HDκORs de animais que receberam o 
pareamento choque-contexto (memória associativa) com aqueles 
animais que receberam apenas a experiência do choque ou do 
contexto (experiências não associativas). O experimento foi 
constituído de 24 ratos no total. Os grupos experimentais (n = 
6/grupo) foram constituídos de: animais naïve (grupo naïve), 
animais que foram expostos somente ao contexto A (grupo 
contexto A-sem choque), animais que tiveram a experiência 
associativa completa (grupo choque-contexto A; 1 choque de 0,7 
mA) e animais que foram expostos somente a experiência de 
choque não associativa (grupo déficit por choque imediato; 1 
choque de 0,7 mA; protocolo descrito na sessão 4.7.4). Os 
cérebros e, posteriormente, os hipocampos dorsais foram 
coletados 1 h após a conclusão da sessão experimental. O 
desenho experimental está esquematizado na Figura 13A. 

 
4.7.8 Experimento 8: Efeito da microinfusão do antagonista 

dos κORs imediatamente após um CAC moderado 
sobre os níveis de BDNF hipocampais durante a 
consolidação da memória 

 
Tem sido demonstrado que a consolidação da memória 

contextual requer alterações na plasticidade neuronal no HD, a 
qual depende, dentre outros mediadores, da expressão de BDNF 
(LEE et al., 2004, ALONSO et al., 2005, LUBIN et al., 2008). 
Assim, para investigar se a microinfusão de nor-BNI poderia 
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aumentar os níveis de BDNF hipocampais durante um período 
que corresponde a consolidação da memória aversiva contextual, 
15 ratos foram alocados aleatoriamente em três grupos (n = 
5/grupo) com base no tratamento (veículo ou nor-BNI 1,0 nmol e 
3,0 nmol) realizado imediatamente após o pareamento no 
contexto A com 1 choque de 0,7 mA. Noventa minutos após, 
esses animais foram eutanasiados, juntamente com um grupo 
adicional de animais naïve (n = 5), e tiveram seus hipocampos 
dorsais coletados para posterior quantificação dos níveis de 
BDNF pela técnica de ELISA. O tempo de eutanásia foi escolhido 
com base nos achados de ROSAS-VIDAL e colaboradores 
(2014) em que maiores níveis de BDNF foram encontrados na 
região do hipocampo 1-2 h após a sessão de extinção. O 
desenho experimental está esquematizado na Figura 14A. 

 
4.7.9 Experimento 9: Efeito da microinfusão do antagonista 

dos κORs imediatamente após um CAC forte 
 

A fim de avaliar se o bloqueio dos HDκORs poderia 
interferir na consolidação de uma memória aversiva contextual 
mais intensa, 34 ratos foram distribuídos aleatoriamente em 
quatro grupos (n = 8-9/grupo) com base no tratamento (veículo 
ou nor-BNI 1,0, 3,0 ou 10,0 nmol) realizado imediatamente após 
o pareamento do contexto A com 3 choques de 1,0 mA. O Teste 
A1 (TA1), o Teste B1 (TB1), o Teste A2 (TA2) e o Teste B2 (TB2) 
foram realizados nos dias 1, 2, 8 e 9 após a sessão de 
condicionamento, respectivamente. O desenho experimental está 
esquematizado na Figura 15A. 

 
4.7.10 Experimento 10: Efeito da microinfusão do 

antagonista dos κORs 6 h após um CAC forte 
 

A fim de avaliar se o envolvimento dos HDκORs seria 
limitado a consolidação da memória de um CAC forte, 22 ratos 
foram distribuídos aleatoriamente em três grupos (n = 7-8/grupo) 
com base no tratamento (veículo ou nor-BNI 3,0 e 10,0 nmol) 
realizado 6 h após um CAC forte (3 choques de 1,0 mA). O Teste 
A (TA) e o Teste B (TB) foram realizados nos dias 1 e 2 após a 
sessão de condicionamento, respectivamente. O desenho 
experimental está esquematizado na Figura 16A. 
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4.7.11 Experimento 11: Efeito da microinfusão do 
antagonista dos κORs imediatamente após um CAC 
fraco 

 
Tem sido demonstrado que os HDκORs são recrutados 

somente em situações de estresse mais intensas (LUNDBERG et 
al., 1981; WAGNER et al., 1991; SHIRAYAMA et al., 2004), 
sugerindo que a contribuição desses receptores seria menor 
conforme a intensidade da experiência aversiva diminui. Para 
testar essa possibilidade, 18 ratos foram aleatoriamente 
distribuídos em três grupos (n = 6/grupo) com base no 
tratamento (veículo ou nor-BNI 3,0 ou 10,0 nmol) realizado 
imediatamente após o pareamento do contexto A com um único 
choque fraco (0,4 mA). Adicionalmente, no anseio de descartar a 
possibilidade de que a intensidade do protocolo de 
condicionamento usado aqui não seria suficiente para promover 
a formação de uma memória associativa, foi incluído neste 
experimento um grupo de animais (n = 6) tratados com ioimbina, 
um antagonista dos receptores α2-adrenérgicos, na dose de 2,0 
mg/kg i.p.. A ioimbina já demonstrou ser capaz de potencializar a 
consolidação de uma memória fraca em condições similares 
(GAZARINI et al., 2013). Assim, se pelo menos um traço de 
memória fosse formado, seria esperado um maior tempo de 
congelamento nos animais tratados com ioimbina em relação ao 
grupo veículo. O Teste A (TA) e o Teste B (TB) foram realizados 
nos dias 1 e 2 após a sessão de condicionamento, 
respectivamente. O desenho experimental está esquematizado 
na Figura 17A. 

 
4.7.12 Experimento 12: Efeito do agonista seletivo dos κ2ORs 

imediatamente após um CAC forte  
 

Uma vez que os κ2ORs são altamente expressos no 
hipocampo de ratos, enquanto que os κ1ORs são praticamente 
ausentes (UNTERWALD et al., 1991), poderia ser hipotetizado 
que os primeiros teriam uma contribuição proeminente na 
modulação da consolidação da memória. Para investigar essa 
possibilidade, 33 ratos foram alocados aleatoriamente em quatro 
grupos (n = 8-9/grupo) com base no tratamento (veículo ou o 
agonista seletivo dos κ2ORs, GR 89696, 0,1, 0,3 e 1,0 nmol) 
realizado imediatamente após o pareamento do contexto A com 
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3 choques de 1,0 mA. O Teste A1 (TA1), o Teste B1 (TB1), o 
Teste A2 (TA2) e o Teste B2 (TB2) foram realizados nos dias 1, 
2, 8 e 9 após a sessão de condicionamento, respectivamente. O 
desenho experimental está esquematizado na Figura 18A. 

 
4.7.13 Experimento 13: Efeito do agonista seletivo dos κ2ORs 

6 h após um CAC forte 
 

A fim de demonstrar que o efeito do GR 89696 seria 
limitado a consolidação da memória, 28 ratos foram alocados 
aleatoriamente em três diferentes grupos (n = 9-10/grupo) 
baseado no tratamento (veículo ou GR 89696 0,3 e 1,0 nmol) 
realizado 6 h após o pareamento do contexto A com 3 choques 
de 1,0 mA. O Teste A (TA) e o Teste B (TB) foram realizados nos 
dias 1 e 2 após a sessão de condicionamento, respectivamente. 
O desenho experimental está esquematizado na Figura 19A. 

 
4.7.14 Experimento 14: Efeito do agonista seletivo dos κ1ORs 

imediatamente após um CAC forte 
 

Para avaliar a contribuição dos HDκ1ORs na consolidação 
da memória, 43 ratos foram alocados aleatoriamente em cinco 
grupos (n = 8-10/grupo) com base no tratamento (veículo ou o 
agonista seletivo dos κ1ORs, U-69593, 0,1, 0,3 ou 1,0 nmol - 
doses equimolares de GR 89696 - e 30,0 nmol - dose 
equipotente de GR 89696 0,3 nmol; BUTELMAN et al., 2001) 
realizado imediatamente após o pareamento do contexto A com 
3 choques de 1,0 mA. O Teste A (TA) e o Teste B (TB) foram 
realizados nos dias 1 e 2 após a sessão de condicionamento, 
respectivamente. O desenho experimental está esquematizado 
na Figura 20A. 

 
4.7.15 Experimento 15: Efeito do agonista dos κ2ORs 

imediatamente após um CAC forte sobre os níveis de 
BDNF hipocampais durante a consolidação da 
memória 

 
A fim de investigar se a microinfusão de GR 89696 poderia 

diminuir os níveis de BDNF na região do HD durante a 
consolidação da memória aversiva contextual, 15 ratos foram 
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alocados aleatoriamente em três grupos (n = 5/grupo) baseado 
no tratamento (veículo ou GR 89696 0,1 nmol e 0,3 nmol) 
realizado imediatamente após o pareamento no contexto A com 
3 choques de 1,0 mA. Adicionalmente, um grupo de animais (n = 
5) tratados com o U-69593, na dose 30,0 nmol (dose equipotente 
-  GR 89696 0,3 nmol; BUTELMAN et al., 2001) foi incluído. 
Noventa minutos após a microinfusão das drogas, esses animais 
foram eutanasiados, juntamente com um grupo adicional de 
animais naïve (n = 5), e tiveram seus hipocampos dorsais 
coletados para posterior quantificação dos níveis de BDNF pela 
técnica de ELISA. O desenho experimental está esquematizado 
na Figura 21A. 

 
4.7.16 Experimento 16: Efeito do pré-tratamento com nor-BNI 

sobre o prejuízo de consolidação da memória induzido 
pelo GR 89696 

 
Posteriormente, foi investigado se o prejuízo de 

consolidação da memória induzido pelo GR 89696 foi de fato 
mediado pela ativação dos κORs. Para isso, 32 ratos foram 
condicionados no contexto A com 3 choques de 1,0 mA. Após, os 
animais foram distribuídos aleatoriamente em dois grupos iniciais 
(n = 16/grupo) baseado no pré-tratamento (veículo ou nor-BNI 
1,0 nmol; dose subefetiva escolhida com base nos achados 
comportamentais do experimento 1) realizado imediatamente 
após a sessão de condicionamento. Posteriormente, cada grupo 
foi novamente dividido em dois outros grupos (n = 7-9/grupo) 
baseado no tratamento (veículo ou GR 89696 0,3 nmol – dose 
efetiva) realizado dez minutos após o pré-tratamento. O Teste A1 
(TA1), o Teste B1 (TB1), o Teste A2 (TA2) e o Teste B2 (TB2) 
foram realizados nos dias 1, 2, 8 e 9 após a sessão de 
condicionamento, respectivamente. O desenho experimental está 
esquematizado na Figura 22A. 

 
4.7.17 Experimento 17: Efeito da microinfusão do 

antagonista dos κORs imediatamente após a 
reativação sobre a reconsolidação da memória no 
protocolo de CAC moderado  

 
 A fim de investigar se o bloqueio dos HDκORs poderia 

também potencializar a reconsolidação de uma memória aversiva 
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contextual, 30 ratos foram alocados aleatoriamente em quatro 
grupos (n = 7-8/grupo) com base no tratamento (veículo ou nor-
BNI 1,0, 3,0 e 10,0 nmol) realizado imediatamente após a sessão 
de reativação da memória de um CAC moderado (1 choque de 
0,7 mA). O Teste A (TA) e o Teste B (TB) foram realizados nos 
dias 1 e 2 após a sessão de reativação, respectivamente. O 
desenho experimental está esquematizado na Figura 23A. 

 
4.7.18 Experimento 18: Efeito da microinfusão do 

antagonista dos κORs imediatamente após a 
reativação sobre a reconsolidação da memória no 
protocolo de CAC forte 

 
Uma vez que não observamos nenhum efeito da 

microinfusão de nor-BNI no protocolo de CAC moderado, 
decidimos investigar se os κORs estariam envolvidos na 
reconsolidação de uma memória aversiva contextual mais 
intensa. Para isso, 39 ratos foram alocados aleatoriamente em 
cinco grupos (n = 7-9/grupo) com base no tratamento (veículo ou 
nor-BNI 0,3, 1,0, 3,0 e 10,0 nmol) realizado imediatamente após 
a sessão de reativação da memória de um CAC forte (3 choques 
de 1,0 mA). O Teste A1 (TA1), o Teste B1 (TB1), o Teste A2 
(TA2) e o Teste B2 (TB2) foram realizados nos dias 1, 2, 8 e 9 
após a sessão de reativação, respectivamente. O desenho 
experimental está esquematizado na Figura 24A. 

 
4.7.19 Experimento 19: Efeito da microinfusão do 

antagonista dos κORs 6 h após a reativação sobre a 
reconsolidação da memória no protocolo de CAC forte 

 
A fim de avaliar se o envolvimento dos HDκORs seria 

limitado à reconsolidação da memória de um CAC forte, 16 ratos 
foram alocados aleatoriamente em dois grupos (n = 8/grupo) com 
base no tratamento (veículo ou nor-BNI 1,0 nmol) realizado 6 h 
após a sessão de reativação da memória de um CAC forte (3 
choques de 1,0 mA). Nesse período de tempo, uma memória 
condicionada aversiva já estaria reconsolidada e, portanto, não 
mais suscetível a interferentes (NADER et al., 2000; STERN et 
al., 2012). O Teste A (TA) e o Teste B (TB) foram realizados nos 
dias 1 e 2 após a sessão de reativação, respectivamente. O 
desenho experimental está esquematizado na Figura 24D. 
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4.7.20 Experimento 20: Efeito do agonista dos κ2ORs 
imediatamente após a reativação sobre a 
reconsolidação da memória no protocolo de CAC forte  

 
O próximo passo teve como objetivo avaliar o envolvimento 

dos HDκ2ORs na reconsolidação da memória aversiva contextual 
forte. Para isso, 33 ratos foram alocados aleatoriamente em 
quatro grupos (n = 8-9/grupo) com base no tratamento (veículo 
ou GR 89696 0,1, 0,3 ou 1,0 nmol) realizado imediatamente após 
a sessão de reativação da memória de um CAC forte (3 choques 
de 1,0 mA). O Teste A1 (TA1), o Teste B1 (TB1), o Teste A2 
(TA2) e o Teste B2 (TB2) foram realizados nos dias 1, 2, 8 e 9 
após a sessão de reativação, respectivamente. O desenho 
experimental está esquematizado na Figura 25A. 

 
4.7.21 Experimento 21: Efeito do agonista dos κ2ORs 6 h 

após a reativação sobre a reconsolidação da memória 
no protocolo de CAC forte  

 
A fim de investigar se os efeitos da ativação dos HDκ2ORs 

seriam limitados a reconsolidação da memória de um CAC forte, 
17 ratos foram alocados aleatoriamente em dois grupos (n = 8-
9/grupo) com base no tratamento (veículo ou GR 89696 0,1 
nmol) realizado 6 h após a sessão de reativação da memória de 
um CAC forte (3 choques de 1,0 mA). O Teste A (TA) e o Teste B 
(TB) foram realizados nos dias 1 e 2 após a sessão de 
reativação, respectivamente. O desenho experimental está 
esquematizado na Figura 25D. 

 
4.7.22 Experimento 22: Efeito do agonista dos κ2ORs 

imediatamente após a reativação no protocolo de 
reinstalação  

 
Uma interpretação alternativa para os resultados obtidos 

anteriormente com o o GR 89696 seria de que esta droga estaria 
facilitando a extinção da memória ao invés de prejudicar o 
processo de reconsolidação, uma vez que ambos os processos 
resultam na redução de congelamento nos testes subsequentes. 
Sendo assim, utilizamos o protocolo de reinstalação para 
controlar essa possibilidade, considerando que apenas o 
congelamento vinculado à extinção apresenta reinstalação (ver 
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sessão 4.4.2 do material e métodos para mais detalhes sobre o 
protocolo) (DUVARCI, NADER, 2004; QUIRK, MUELLER, 2008). 
Nesse sentido, 17 animais foram alocados aleatoriamente em 
dois grupos (n = 8-9/grupo) com base no tratamento (veículo ou 
GR 89696 0,1 nmol) realizado imediatamente após a sessão de 
reativação da memória de um CAC forte (3 choques de 1,0 mA). 
O Teste A1 (TA1) foi realizado no dia 1 após a sessão de 
reativação. A sessão de extinção foi realizada no dia 7 após o 
Teste A1. O Teste A2 (TA2) foi realizado no dia 1 após a sessão 
de extinção e o Teste A3 (TA3) foi realizado no dia 1 após a 
sessão de reinstalação, cuja qual os animais receberam um 
choque lembrete (1 choque de 0,5 mA) no contexto C. O 
desenho experimental está esquematizado na Figura 26A. 

 
4.7.23 Experimento 23: Efeito do pré-tratamento com nor-BNI 

sobre o prejuízo de reconsolidação da memória 
induzido pelo GR 89696  

 

A fim de confirmar que o prejuízo de reconsolidação da 
memória induzido pelo GR 89696 seria de fato mediado pela 
ativação dos κORs, 34 ratos foram condicionados no contexto A 
com 3 choques de 1,0 mA e, no dia seguinte, eles foram 
reexpostos ao contexto A para uma sessão de reativação. Após, 
os animais foram alocados aleatoriamente em dois grupos 
iniciais (n = 17/grupo) baseados no pré-tratamento (veículo ou 
nor-BNI 0,3 nmol; dose subefetiva escolhida com base nos 
achados comportamentais do experimento 18) realizado 
imediatamente após a sessão de reativação. Posteriormente, 
cada grupo foi novamente dividido em dois outros grupos (n = 8-
9/grupo) baseado no tratamento (veículo ou GR 89696 0,1 nmol 
– dose efetiva) realizado dez minutos após o pré-tratamento. O 
Teste A1 (TA1), o Teste B1 (TB1), o Teste A2 (TA2) e o Teste B2 
(TB2) foram realizados nos dias 1, 2, 8 e 9 após a sessão de 
reativação. O desenho experimental está esquematizado na 
Figura 27A. 
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4.7.24 Experimento 24: Efeito da microinfusão de nor-BNI 
imediatamente após a reativação no teste de 
borrifagem com sacarose  

 
Tem sido sugerido que os efeitos recompensadores de 

drogas apresentadas durante ou logo após a sessão de 
reativação da memória podem alterar a valência emocional 
dessa memória (HAUBRICH et al., 2014; FERRER MONTI et al., 
2016; PEDRAZA et al., 2018). Assim, a fim de avaliar se a nor-
BNI poderia produzir alguma alteração no estado interno 
(motivação) do animal, 16 animais foram aleatoriamente 
alocados em dois grupos (n = 8/grupo) com base no tratamento 
(veículo ou nor-BNI 1,0 nmol) realizado imediatamente após a 
reativação da memória de um CAC forte (3 choques de 1,0 mA). 
O Teste A foi realizado no dia 1 após a sessão de reativação. 
Ambos os grupos (veículo e nor-BNI 1,0 nmol), além de um 
grupo adicional de animais naïve (n = 8), foram submetidos ao 
teste de borrifagem com sacarose no dia 1 após o Teste A. O 
desenho experimental está esquematizado na Figura 28A. 

 
4.7.25 Experimento 25: Efeito da microinfusão de GR 89696 

imediatamente após a reativação no teste de 
borrifagem com sacarose  

  
A fim de avaliar os efeitos da microinfusão de GR 89696 no 

teste de borrifagem com sacarose, 17 animais foram 
aleatoriamente alocados em dois grupos (n = 8-9/grupo) com 
base no tratamento (veículo ou GR 89696 0,1 nmol) realizado 
imediatamente após a reativação da memória de um CAC forte 
(3 choques de 1,0 mA). Ambos os grupos, além de um grupo 
adicional de animais naïve (n = 8), foram submetidos ao teste de 
borrifagem com sacarose no dia 1 após a sessão de reativação. 
O desenho experimental está esquematizado na Figura 28D.  

 
4.8 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 

Após a certificação da normalidade dos dados e de sua 
homocedasticidade, a porcentagem do tempo de congelamento 
nos contextos A e B foi expressa como média ± EPM, sendo 
avaliada por análises de variâncias (ANOVA) separadas: ANOVA 
de uma via (fator independente: tratamento farmacológico) foi 
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usada nos experimentos 10, 11, 13, 14 e 17; ANOVA de uma via 
de medidas repetidas (fatores independentes: tratamento 
farmacológico e reexposição ao contexto A ou B) foi utilizada 
para a análise dos experimentos 1, 9, 12, 17, 18, 19, 20, 21, 22 e 
24 e ANOVA de duas vias de medidas repetidas (fatores 
independentes: pré-tratamento farmacológico, tratamento 
farmacológico e reexposição ao contexto A ou B) foi utilizada no 
experimento 16 e 23. O teste de Newman-Keuls foi usado como 
teste post hoc para múltiplas comparações. Nos casos em que 
houve apenas dois grupos, a porcentagem do tempo de 
congelamento nos contextos A e B foi avaliada por testes t de 
Student separados para duas amostras não pareadas 
(experimentos 2, 3, 4, 5, 11, 19, 21 e 25).  

O tempo total de autolimpeza e o tempo para a primeira 
autolimpeza foram expressos como média ± EPM, sendo 
avaliados pela ANOVA de uma via (experimentos 24 e 25). 

Os dados de ELISA foram apresentados como média ± 
EPM, sendo analisados pela ANOVA de uma via (experimentos 8 
e 15). O teste de Newman-Keuls foi usado como teste post hoc 
para múltiplas comparações. 

 Os experimentos de Western blotting foram realizados na 
forma de quatro experimentos independentes (n = 
2/grupo/experimento). Os dados foram apresentados como 
média ± EPM de três diferentes quantificações por banda, sendo 
analisados pela ANOVA de uma via (experimentos 6 e 7). O teste 
de Newman-Keuls foi usado como teste post hoc para múltiplas 
comparações. 

 O nível de significância estatística foi estabelecido em P 
<0,05. Todos os resultados foram analisados pelo programa 
Statistica® 7.0 (StatSoft, EUA) e para a confecção dos gráficos 
foi utilizado o GraphPad Prism® 5 (GraphPad Prism, EUA). 
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5 RESULTADOS 
 
5.1 EXPERIMENTO 1: O ANTAGONISTA DOS ΚORS 

POTENCIALIZA A CONSOLIDAÇÃO DA MEMÓRIA EM UM 
CAC MODERADO  

 
A ANOVA de medidas repetidas mostrou efeitos 

significativos do tratamento (F(3,34) = 12,29, P = 0,00001) e das 
reexposições ao contexto A (F(1,34) = 4,80, P = 0,03), mas 
nenhuma interação entre os fatores (F(3,34) = 0,47, P = 0,70). 
Como mostrado na Figura 8B, os grupos tratados com nor-BNI 
nas doses de 3,0 ou 10,0 nmol apresentaram maior tempo de 
congelamento nos Testes A1 e A2 em comparação com os 
respectivos grupos veículos (Teste A1: P = 0,003 e P = 0,04; 
Teste A2: P = 0,02 e P = 0,03). 

Nos Testes B1 e B2, a ANOVA de medidas repetidas não 
mostrou efeito significativo do tratamento sobre o tempo de 
congelamento dos animais (F(3,34) = 2,79, P = 0,05). Embora 
tenha havido um efeito significativo das reexposições ao contexto 
B (F(1,34) = 36,98, P = 0,000001), nenhuma interação significativa 
entre os fatores foi revelada (F(3,34) = 1,63, P = 0,19). Como 
mostrado na Figura 8C (área cinza), a nor-BNI não induziu 
alterações no tempo de congelamento dos animais. 

Nossos resultados indicam que o bloqueio dos HDκORs 
leva à potencialização da consolidação de uma memória aversiva 
contextual moderada, sugerindo que a ativação endógena 
desses receptores modula negativamente este processo. 
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Figura 8. Efeito da microinfusão do antagonista dos κORs 
imediatamente após um CAC moderado. 
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o 

momento do tratamento. Os gráficos mostram a % do tempo de 

congelamento quando os animais foram testados (B) no contexto 

pareado (Testes A1 e A2; 1 e 8 dias após o CAC, respectivamente) e 

(C) no contexto não pareado (Testes B1 e B2; 2 e 9 dias após o CAC, 

respectivamente). Os valores são expressos como média ± EPM (n = 8-

10/grupo). * P <0,05 quando comparado com o respectivo grupo 

veículo. 

 
5.2 EXPERIMENTO 2: A MICROINFUSÃO DO ANTAGONISTA 

DOS ΚORS NÃO TEM EFEITO SOBRE O 
COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO QUANDO 
REALIZADA 6 H APÓS O CAC MODERADO  

 
O teste t de Student não mostrou nenhum efeito 

significativo do tratamento sobre o tempo de congelamento 
durante o Teste A (t(15) = 0,0005, P = 0,98) ou Teste B (t(15) = 
0,13, P = 0,71). Como mostrado na Figura 9B, em ambos os 
testes, não houve diferenças entre o grupo controle e o grupo 
tratado com nor-BNI. 
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Esses resultados sugerem que o recrutamento dos 
HDκORs é limitado à janela temporal de consolidação da 
memória aversiva contextual moderada. 

 
Figura 9. Efeito da microinfusão do antagonista dos κORs 6 h após 
um CAC moderado. 
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o 
momento do tratamento. (B) O gráfico mostra a % do tempo de 
congelamento durante os testes A e B realizados 18 h e 48 h após o 
CAC moderado, respectivamente. Os valores são expressos como 
média ± EPM (n = 8-9/grupo). 

 
5.3 EXPERIMENTO 3: A NOR-BNI NÃO ATUA COMO UM 

ESTÍMULO INCONDICIONADO  
 

O teste t de Student não mostrou nenhum efeito 
significativo do tratamento sobre o tempo de congelamento 
durante o Teste A (t(10) = 0,33, P = 0,57) ou Teste B (t(10) = 0,76, 
P = 0,40). A Figura 10B ilustra como os dois grupos 
apresentaram um tempo de congelamento comparável. 
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Em resumo, a nor-BNI não foi capaz de atuar como um 
estímulo incondicionado, sugerindo que o bloqueio dos HDκORs 
per se não é suficiente para induzir um condicionamento 
contextual. 
 
Figura 10. Efeito da microinfusão do antagonista dos κORs 
imediatamente após a exposição no contexto A sem a experiência 
do choque. 
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o 
momento do tratamento. (B) O gráfico mostra a % de tempo de 
congelamento durante os Testes A e B realizados 24 h e 48 h após a 
experiência no contexto A, respectivamente. Os valores são expressos 
como média ± EPM (n = 5-7/grupo).  

 
5.4 EXPERIMENTO 4: A MICROINFUSÃO DO ANTAGONISTA 

DOS ΚORS NÃO TEM EFEITO SOBRE O 
COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO NO 
PROTOCOLO DE DÉFICIT POR CHOQUE IMEDIATO 

 
O teste t de Student não mostrou nenhum efeito 

significativo do tratamento sobre o tempo de congelamento no 
Teste A (t(14) = 0,00001, P = 1,00) ou Teste B (t(14) = 0,32, P = 
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0,58). Como mostrado na Figura 11B, na ausência da 
experiência associativa, a nor-BNI não induziu alterações no 
tempo de congelamento durante ambos os testes. 

Assim, nossos dados sugerem que o antagonismo dos 
HDκORs imediatamente após uma experiência não associativa 
de choque moderado não afeta o comportamento de 
congelamento.  

 
Figura 11. Efeito da microinfusão do antagonista dos κORs 
imediatamente após uma experiência de choque não associada ao 
contexto. 
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o 
momento do tratamento. (B) O gráfico mostra a % do tempo de 
congelamento durante os testes A e B realizados 24 h e 48 h após a 
experiência de choque imediato, respectivamente. Os valores são 
expressos como média ± EPM (n = 8/grupo). 
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5.5 EXPERIMENTO 5: A MICROINFUSÃO DO ANTAGONISTA 
DOS ΚORS INDUZ UM AUMENTO DO TEMPO DE 
CONGELAMENTO QUE PERDURA POR PELO MENOS 28 
DIAS  

 
O teste t de Student mostrou um efeito significativo do 

tratamento sobre o tempo de congelamento durante o Teste A 
(t(17) = 22,22, P = 0,0002). Conforme mostrado na Tabela 1, o 
grupo tratado com nor-BNI 3,0 nmol apresentou maior tempo de 
congelamento durante o Teste A, quando comparado ao grupo 
controle. Por outro lado, não houve efeito significativo do 
tratamento sobre o Teste B (t(17) = 1,81, P = 0,19). 

Portanto, este resultado sugere que as ações da nor-BNI 
ocorreram dentro do período que corresponde à consolidação da 
memória, uma vez que é pouco provável que as ações dessa 
droga ainda estivessem presentes até o dia do teste. 

 
Tabela 1: Efeito da microinfusão do antagonista dos κORs 
imediatamente após um CAC moderado sobre a consolidação da 
memória em um período de tempo mais remoto.  

 

 
Veículo 
(n = 10) 

nor-BNI 3,0 
nmol 

(n = 9) 
Análise Estatística 

Teste A 55.3 ± 4.6 80.9 ± 2.5* (t(17) = 22.22, P = 0.0002) 

Teste B 
12.4 ± 2.4 

 
20.2 ± 5.4 

 
(t(17) = 1.81, P = 0.19) 

 
Os valores são expressos como média ± EPM (n = 9-10/grupo). * 
P <0,05 quando comparado com o grupo veículo. 
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5.6 EXPERIMENTO 6: O CAC MODERADO AUMENTA A 
IMUNOMARCAÇÃO DOS HDΚORS DURANTE O PERÍODO 
DE CONSOLIDAÇÃO DA MEMÓRIA 

 
A ANOVA de uma via mostrou um efeito significativo do 

tempo decorrido entre o final da sessão de condicionamento até 
o momento da eutanásia na imunomarcação dos HDκORs (F(4,30) 
= 5,26, P = 0,002). Como mostrado na Figura 12B, o HD dos 
animais avaliados 1 h e 3 h após o CAC moderado, apresentou 
um aumento na imunomarcação dos κORs, quando comparado 
ao grupo naïve (P = 0,02 e P = 0,01, respectivamente) ou ao 
grupo eutanasiado imediatamente após o CAC (P = 0,01 para 
ambas as comparações). 

Assim, esses dados sugerem que os κORs são recrutados 
no HD em resposta ao condicionamento aversivo contextual 
moderado, durante o período de consolidação da memória.  
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Figura 12. Efeito do CAC moderado sobre a imunomarcação de 
HDκORs durante o período de consolidação da memória. 

 

A
Coleta do HD 0 h

 1 h

 3 h

6 h

BIOTÉRIO

Coleta do HD

(animais naïve)

0

50

100

150

200

HD naïve
HD 0 h
HD 1 h
HD 3 h
HD 6 h

kOR 56 kDa

 -actina 43 kDa

* *
# #

k
O

R
/ 

-a
c
ti
n
a

(%
 d

o
 c

o
n
tr

o
le

)

B

FAM CONDICIONAMENTO
24 h

1 E I - 0.7 mA

 

(A) Delineamento experimental utilizado. As setas indicam o ponto no 
tempo em que ocorreu a dissecação do HD. (B) Quantificação da 
imunomarcação de κORs normalizada pela β-actina e expressa como % 
do controle (grupo naïve); e imagens ilustrativas das bandas obtidas por 
imunodetecção para o κOR (56 kDa) e para a β-actina (43 kDa). Os 
valores são expressos como média ± EPM (n = 7/grupo); Quatro 
experimentos independentes (n = 2 / experimento). * P <0,05 quando 
comparado com o grupo naïve. # P <0,05 quando comparado com o 
grupo eutanasiado imediatamente após o CAC (0 h). 
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5.7 EXPERIMENTO 7: A EXPERIÊNCIA ASSOCIATIVA 
AVERSIVA INDUZ AUMENTO DA IMUNOMARCAÇÃO DOS 
HDΚORS DURANTE A CONSOLIDAÇÃO 

 
A ANOVA de uma via mostrou um efeito significativo do 

condicionamento aversivo na imunomarcação dos HDκORs 
(F(3,20) = 4,23, P = 0,01). A Figura 13B mostra um aumento na 
imunomarcação dos HDκORs no grupo que recebeu a 
experiência associativa (choque-contexto A), quando comparado 
ao grupo naïve (P = 0,02) e ao grupo de déficit por choque 
imediato (P = 0,04). 

Este resultado sugere que os κORs são substancialmente 
recrutados no HD após uma experiência aversiva associativa. 
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Figura 13. Avaliação da especificidade da imunomarcação dos 
HDκORs na formação da memória associativa.  
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(A) Delineamento experimental utilizado. As setas indicam o momento 
em que ocorreu a dissecação do HD. (B) Quantificação da 
imunomarcação de κORs normalizada pela β-actina e expressa como % 
do controle (grupo naïve); e imagens ilustrativas das bandas obtidas por 
imunodetecção para o κOR (56 kDa) e para a β-actina (43 kDa). Os 
valores são expressos como média ± EPM (n = 6/grupo); Quatro 
experimentos independentes (n = 2 / experimento). * P <0,05 quando 
comparado com o grupo naïve. $ P <0,05 quando comparado com o 
grupo déficit por choque imediato. 
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5.8 EXPERIMENTO 8: A MICROINFUSÃO DO ANTAGONISTA 
DOS ΚORS AUMENTA OS NÍVEIS DE BDNF NO HD 
DURANTE A CONSOLIDAÇÃO DA MEMÓRIA 

 
A ANOVA de uma via mostrou um efeito significativo do 

tratamento sobre os níveis de BDNF no HD (F(3,16) = 10,48, P = 
0,00047). Como mostrado na Figura 14B, os animais tratados 
com nor-BNI na dose de 3,0 nmol apresentaram maiores níveis 
de BDNF no HD, quando comparados com aqueles que 
receberam veículo (P = 0,01) ou com os animais naïve (P = 
0,0004). Além disso, o grupo veículo apresentou maiores níveis 
de BDNF, quando comparado com os animais naïve (P = 0,04). 

Esses resultados sugerem que o condicionamento aversivo 
contextual moderado per se aumentou os níveis de BDNF no HD 
e que a microinfusão de nor-BNI foi capaz de induzir um aumento 
adicional nos níveis desse marcador de plasticidade. Esse 
resultado indica ainda que o aprendizado aversivo contextual 
recruta BDNF no HD e sugere uma possível via pela qual a 
microinfusão de nor-BNI conduz à potencialização da 
consolidação da memória aversiva contextual. 
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Figura 14. Efeito da microinfusão do antagonista dos κORs 
imediatamente após um CAC moderado sobre os níveis de BDNF 
hipocampais durante a consolidação da memória. 
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(A) Delineamento experimental utilizado. As setas indicam o local e o 
momento do tratamento, bem como, o momento em que ocorreu a 
dissecação do HD. (B) O gráfico mostra os níveis de BDNF (expresso 
em picogramas de BDNF por miligrama de proteína) presentes no HD 
de ratos 90 min após o protocolo de CAC moderado e subsequente 
microinfusão das drogas (exceto o grupo naïve). Os valores são 
expressos como média ± EPM (n = 5/grupo). * P <0,05 quando 
comparado com o grupo veículo. # P <0,05 quando comparado com o 
grupo naïve. & P <0,05 quando comparado com o grupo naïve. 
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5.9 EXPERIMENTO 9: A MICROINFUSÃO DO ANTAGONISTA 
DOS ΚORS INDUZ A EXPRESSÃO GENERALIZADA DO 
COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO NO 
PROTOCOLO DE CAC FORTE 

 
Na análise dos Testes A1 e A2, a ANOVA de medidas 

repetidas mostrou um efeito significativo da reexposição ao 
contexto A (F(1,30) = 10,64, P = 0,002). No entanto, não houve 
nenhum efeito do tratamento sobre o tempo de congelamento 
(F(3,30) = 2,02, P = 0,13) ou uma interação significativa entre os 
fatores (F(3,30) = 0,37, P = 0,77). Na Figura 15B é possível 
visualizar que a nor-BNI não alterou o tempo de congelamento 
em ambos os testes. 

Na análise dos Testes B1 e B2, a ANOVA de medidas 
repetidas mostrou um efeito significativo do tratamento sobre 
tempo de congelamento (F(3,30) = 10,47, P = 0,00007). Não houve 
efeito significativo da reexposição ao contexto B (F(1,30) = 1,92, P 
= 0,17), nem interação significativa entre os fatores (F(3,30) = 0,27, 
P = 0,83). A Figura 15C mostra que os animais tratados com 
nor-BNI nas doses de 3,0 ou 10,0 nmol apresentaram maior 
tempo de congelamento durante os Testes B1 e B2, quando 
comparados com seus respectivos controles (Teste B1: P = 0,04 
e P = 0,02; Teste B2: P = 0,01 e P = 0,04). 

Nossos resultados indicam que o bloqueio farmacológico 
dos HDκORs induz a expressão generalizada do comportamento 
de congelamento, sugerindo que a ativação endógena desses 
receptores tem um efeito modulatório inibitório sobre a 
consolidação de uma memória aversiva contextual forte. 
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Figura 15. Efeito da microinfusão do antagonista dos κORs 
imediatamente após um CAC forte. 
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o 

momento do tratamento. Os gráficos mostram a % do tempo de 

congelamento quando os animais foram testados (B) no contexto 

pareado (Testes A1 e A2; 1 e 8 dias após o CAC, respectivamente) e 

(C) no contexto não pareado (Testes B1 e B2; 2 e 9 dias após o CAC, 

respectivamente). Os valores são expressos como média ± EPM (n = 8-

9/grupo). * P <0,05 quando comparado com o respectivo grupo veículo. 

 
5.10 EXPERIMENTO 10: A MICROINFUSÃO DO 

ANTAGONISTA DOS ΚORS NÃO TEM EFEITO SOBRE O 
COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO QUANDO 
REALIZADA 6 H APÓS UM CAC FORTE 

 
A ANOVA de uma via não mostrou nenhum efeito 

significativo do tratamento sobre o tempo de congelamento no 
Teste A (F(2,19) = 0,04, P = 0,95) ou Teste B (F(2,19) = 0,23, P = 
0,79). Como mostrado na Figura 16B, todos os grupos 
apresentaram um tempo de congelamento comparável em 
ambos os testes. 
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Portanto, a microinfusão de nor-BNI 6 h após a sessão de 
condicionamento forte não mais foi capaz de induzir 
generalização do comportamento de congelamento, sugerindo 
que o recrutamento dos HDκORs é limitado à janela temporal de 
consolidação da memória aversiva contextual forte. 

 
Figura 16. Efeito da microinfusão do antagonista dos κORs 6 h 
após um CAC forte. 
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o 
momento do tratamento. (B) Os gráficos mostram a % do tempo de 
congelamento nos Testes A e B 18 h e 48 h após o CAC forte, 
respectivamente. Os dados são expressos como média ± EPM (n = 7-
8/grupo). 

 
5.11 EXPERIMENTO 11: A MICROINFUSÃO DO 

ANTAGONISTA DOS ΚORS NÃO AFETA A EXPRESSÃO 
DE CONGELAMENTO NO PROTOCOLO DE CAC FRACO 

 
Como mostrado na Figura 17B, a ANOVA de uma via não 

mostrou nenhum efeito significativo do tratamento com nor-BNI 
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sobre o tempo de congelamento durante o Teste A (F(2, 18) = 2,71, 
P = 0,09) ou Teste B (F(2,18) = 2,43, P = 0,11). Por outro lado, o 
teste t de Student mostrou uma diferença significativa entre o 
grupo tratado com ioimbina e o grupo veículo no Teste A (t(11) = 
9,22, P = 0,01), sendo que os animais do grupo ioimbina 
apresentaram maior tempo de congelamento quando 
comparados com os animais do grupo de veículo (P = 0.01). Por 
fim, o teste t de Student não mostrou nenhum efeito significativo 
do tratamento com ioimbina no tempo de congelamento durante 
o Teste B (t(11) = 2,31, P = 0,15). 

Em conjunto, estes resultados sugerem que a ativação dos 
HDκORs não é requerida, pelo menos não de maneira 
substancial, para modular o processo de consolidação de uma 
memória aversiva contextual fraca. 
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Figura 17. Efeito da microinfusão do antagonista dos κORs 
imediatamente após um CAC fraco. 
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o 
momento do tratamento. (B) Os gráficos mostram a % do tempo de 
congelamento durante os testes A e B realizados 24 h e 48 h após o 
CAC fraco, respectivamente. Os valores são expressos como média ± 
EPM (n = 6/grupo). * P <0,05 quando comparado ao grupo veículo. 
 

5.12 EXPERIMENTO 12: A MICROINFUSÃO DO AGONISTA 
DOS Κ2ORS PREJUDICA A CONSOLIDAÇÃO DA 
MEMÓRIA APÓS O CAC FORTE 

 
A ANOVA de medidas repetidas mostrou um efeito 

significativo do tratamento (F(3,29) = 17,27, P = 0,000001) e da 
reexposição ao contexto A (F(1,29) = 11,83, P = 0,001) sobre o 
tempo de congelamento durante os Testes A. No entanto, 
nenhuma interação entre os fatores foi encontrada (F(3,29) = 0,69, 
P = 0,55). Como mostrado na Figura 18B, os animais tratados 
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com o GR 89696 nas doses de 0,3 e 1,0 nmol apresentaram 
menor tempo de congelamento nos Testes A1 e A2, quando 
comparados aos respectivos controles (Teste A1: P = 0,01 e P = 
0,02; Teste A2: P = 0,003 e P = 0,002). 

Na análise dos Testes B1 e B2, a ANOVA de medidas 
repetidas não mostrou nenhum efeito significativo do tratamento 
(F(3,29) = 2,84, P = 0,05), da reexposição ao contexto B (F(1,29) = 
2,94, P = 0,09), nem da interação entre os fatores (F(3,29) = 0,48, 
P = 0,69), sobre o tempo de congelamento. Conforme 
apresentado na Figura 18C, todos os grupos apresentaram uma 
quantidade semelhante de congelamento em ambos os testes. 

Estes resultados sugerem que a ativação dos HDκ2ORs 
modula negativamente a consolidação de uma memória aversiva 
contextual forte. 
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Figura 18. Efeito do agonista seletivo dos κ2ORs imediatamente 
após um CAC forte. 
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o 
momento do tratamento. Os gráficos mostram a % do tempo de 
congelamento quando os animais foram testados (B) no contexto 
pareado (Testes A1 e A2; 1 e 8 dias após o CAC, respectivamente) e 
(C) no contexto não pareado (Testes B1 e B2; 2 e 9 dias após o CAC, 
respectivamente). Os valores são expressos como média ± EPM (n = 8-
9 / grupo). * P <0,05 quando comparado com o respectivo grupo 
veículo. 

 
5.13 EXPERIMENTO 13: A MICROINFUSÃO DO AGONISTA 

DOS Κ2ORS NÃO TEM EFEITO SOBRE O 
COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO QUANDO 
REALIZADA 6 H APÓS UM CAC FORTE  

 
A ANOVA de uma via não mostrou nenhum efeito 

significativo do tratamento sobre o tempo de congelamento no 
Teste A (F(2,25) = 1,15, P = 0,33) ou Teste B (F(2,25) = 1,18, P = 
0,32). Conforme mostrado na Figura 19B, todos os grupos 
apresentaram uma quantidade semelhante de tempo de 
congelamento em ambos os testes. 

Nossos resultados mostraram que a ativação dos 
HDκ2ORs 6 h após o condicionamento forte não foi capaz de 
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afetar o tempo de congelamento, sugerindo que o envolvimento 
desse receptor é restrito à janela temporal de consolidação da 
memória aversiva contextual forte.  

 
Figura 19. Efeito do agonista seletivo dos κ2ORs 6 h após um CAC 
forte. 
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o 
momento do tratamento. (B) O gráfico mostra a % do tempo de 
congelamento durante os testes A e B realizados 18 h e 48 h após o 
CAC forte. Os valores são expressos como média ± EPM (n = 9-
10/grupo). 
 

5.14 EXPERIMENTO 14: A MICROINFUSÃO DO AGONISTA 
DOS Κ1ORS NÃO TEM EFEITO SOBRE A CONSOLIDAÇÃO 
DA MEMÓRIA 

 
A ANOVA de uma via não mostrou nenhum efeito do 

tratamento sobre o tempo de congelamento no Teste A (F(4,38) = 
2,08, P = 0,10) ou Teste B (F(4,38) = 0,94, P = 0,44). Como 
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mostrado na Figura 20B, nas doses testadas, o U-69593 não 
induziu alterações no tempo de congelamento dos animais em 
ambos os testes. 

Este resultado sugere que a ativação dos HDκ1ORs não é 
crítica para modular a consolidação da memória de um CAC 
forte. 

 
Figura 20. Efeito do agonista seletivo dos κ1ORs imediatamente 
após um CAC forte. 
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o 
momento do tratamento. (B) Os gráficos mostram a % do tempo de 
congelamento durante os Testes A e B realizados 24 h e 48 h após o 
CAC forte, respectivamente. Os valores são expressos como média ± 
EPM (n = 8-10/grupo). 

 
 



102 
 

5.15 EXPERIMENTO 15: A MICROINFUSÃO DO AGONISTA 
DOS Κ2ORS DIMINUI OS NÍVEIS DE BDNF NO HD 
DURANTE A CONSOLIDAÇÃO DA MEMÓRIA 

 
A ANOVA de uma via mostrou um efeito significativo do 

tratamento sobre os níveis de BDNF no HD (F(4,20) = 8,36, P = 
0,0003). Como demonstrado na Figura 21B, os animais tratados 
com o GR 89696 na dose de 0,3 nmol apresentaram menores 
níveis de BDNF no HD, quando comparados com aqueles que 
receberam veículo (P = 0,01) ou U-69593 (P = 0,02). Além disso, 
o grupo veículo apresentou maiores níveis de BDNF quando 
comparado com o grupo naïve (P = 0,0008). 

Esses resultados mostram que o condicionamento aversivo 
contextual forte per se aumentou os níveis de BDNF no HD, 
enquanto que os animais tratados com o agonista seletivo dos 
κ2ORs, mas não dos κ1ORs, apresentaram menores níveis desse 
marcador de plasticidade.  

Esses resultados indicam que o aprendizado aversivo 
contextual forte recruta BDNF na região do HD e sugere uma 
possível via pela qual a microinfusão de GR 89696 conduz ao 
prejuízo da consolidação da memória aversiva contextual. 
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Figura 21. Efeito do agonista dos κ2ORs imediatamente após um 
CAC forte sobre os níveis de BDNF hipocampais durante a 
consolidação da memória. 
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(A) Delineamento experimental utilizado. As setas indicam o local e o 
momento do tratamento, bem como, o momento em que ocorreu a 
dissecação do HD. (B) O gráfico mostra os níveis de BDNF (expresso 
em picogramas de BDNF por miligrama de proteína) presentes no HD 
de ratos 90 min após o protocolo de CAC forte e subsequente 
microinfusão das drogas (exceto o grupo naïve). Os valores são 
expressos como média ± EPM (n = 5/grupo). * P <0,05 quando 
comparado com o grupo veículo. # P <0,05 quando comparado com o 
grupo U-69593. & P <0,05 quando comparado com o grupo naïve. 
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5.16 EXPERIMENTO 16: O PRÉ-TRATAMENTO COM NOR-BNI 
PREVINE O PREJUÍZO DE CONSOLIDAÇÃO DA MEMÓRIA 
INDUZIDO PELO GR 89696 NO PROTOCOLO DE CAC 
FORTE 

 
Na análise dos Testes A1 e A2, a ANOVA de duas vias de 

medidas repetidas mostrou uma interação significativa entre o 
pré-tratamento e o tratamento sobre o tempo de congelamento 
(F(1,28) = 15,64, P = 0,0004). Como mostrado na Figura 22B, o 
grupo tratado com GR 89696 apresentou menor tempo de 
congelamento quando comparado ao grupo veículo + veículo 
(Teste A1: P = 0,001; Teste A2: P = 0,002), ao grupo nor-BNI + 
veículo (Teste A1: P = 0,0005; Teste A2: P = 0,001) e ao grupo 
nor-BNI + GR 89696 (Teste A1: P = 0,001; Teste A2: P = 0,001). 
Além disso, o efeito do GR 89696 não foi mais observado 
quando os animais foram pré-tratados com uma dose subefetiva 
de nor-BNI (nor-BNI + GR 89696 vs veículo + veículo = Teste A1: 
P = 0,93; Teste A2: P = 0,75). 

Na análise dos Testes B1 e B2, a ANOVA de duas vias de 
medidas repetidas não mostrou nenhum efeito do pré-tratamento 
(F(1,28) = 0,06, P = 0,80), do tratamento (F(1,28) = 0,03, P = 0,84), 
nem da interação entre os fatores (F(1,28) = 2,20, P = 0,14), sobre 
o tempo de congelamento. Conforme ilustrado na Figura 22C, 
todos os grupos apresentaram uma quantidade semelhante de 
tempo de congelamento em ambos os testes. 

Em resumo, uma dose subefetiva de nor-BNI foi capaz de 
prevenir o prejuízo de consolidação da memória induzido pelo 
GR 89696, sugerindo que os efeitos do GR 89696 foram 
mediados pela ativação dos HDκORs. 
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Figura 22. Efeito do pré-tratamento com nor-BNI sobre o prejuízo 
de consolidação da memória induzido pelo GR 89696. 

0

25

50

75

100

Teste B1 Teste B2T
e

m
p

o
 d

e
 C

o
n

g
e

la
m

e
n

to
 (

%
)

0

25

50

75

100

Teste A1 Teste A2

Veículo + Veículo
nor-BNI 1,0 nmol + Veículo
Veículo + GR 89696 0,3 nmol
nor-BNI 1,0 nmol + GR 89696 0,3 nmol

* *

T
e
m

p
o
 d

e
 C

o
n
g

e
la

m
e
n
to

 (
%

)

A

B C

FAM CONDICIONAMENTO TA1 TB1
24 h

TA2
24 h 24 h 6 d 24 h

TB2
3 E I - 1.0 mA

24 h

HDHD

10 min

(A) Delineamento experimental utilizado. As setas indicam o local e o 

momento do tratamento. Os gráficos mostram a % de tempo de 

congelamento quando os animais foram testados (B) no contexto 

pareado (Testes A1 e A2; 1 e 8 dias após CAC, respectivamente) ou (C) 

no contexto não pareado (Testes B1 e B2; 2 e 9 dias após o CAC, 

respectivamente). As cores das setas indicam a ordem das drogas 

microinfundidas. Os valores são expressos como média ± EPM (n = 7-

9/grupo). * P <0,05 quando comparado com os demais grupos no 

determinado teste (Teste A1 ou A2). 

 
5.17 EXPERIMENTO 17: A MICROINFUSÃO DO 

ANTAGONISTA DOS ΚORS APÓS A REATIVAÇÃO NÃO 
AFETA O COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO NO 
PROTOCOLO DE CAC MODERADO 

 
A ANOVA de medidas repetidas não mostrou nenhum 

efeito significativo do tratamento (F(4,30) = 1,32, P = 0,28), da 
reexposição ao contexto A (F(1,30) = 1,43, P = 0,23) ou da 
interação entre os fatores (F(4,30) = 2,24, P = 0,08). Como 
mostrado na Figura 23B, a nor-BNI não induziu alterações no 
tempo de congelamento no Teste A. 
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Além disso, a ANOVA de uma via também não mostrou 
nenhum efeito significativo do tratamento (F(4,30) = 1,38, P = 0,26) 
sobre o tempo de congelamento no Teste B. 

Nossos resultados mostraram que o antagonismo dos 
HDκORs imediatamente após a reativação não teve efeito sobre 
o comportamento de congelamento, sugerindo que a participação 
desses receptores não é requerida para a reconsolidação de 
uma memória aversiva contextual moderada.  

 
Figura 23. Efeito da microinfusão do antagonista dos κORs 
imediatamente após a reativação sobre a reconsolidação da 
memória no protocolo de CAC moderado. 
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o 
momento do tratamento. (B) O gráfico mostra a % do tempo de 
congelamento durante os Testes A e B realizados 24 h e 48 h após a 
sessão de reativação da memória, respectivamente. Os valores são 
expressos como média ± EPM (n = 7-8/grupo). 
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5.18 EXPERIMENTO 18: A MICROINFUSÃO DO 
ANTAGONISTA DOS ΚORS IMEDIATAMENTE APÓS A 
REATIVAÇÃO INDUZ A EXPRESSÃO GENERALIZADA DO 
COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO NO 
PROTOCOLO DE CAC FORTE 

 
A ANOVA de medidas repetidas não mostrou nenhum 

efeito significativo do tratamento (F(4,34) = 2,57, P = 0,05) sobre o 
comportamento de congelamento nos testes A. Adicionalmente, 
embora tenha sido revelado um efeito significativo das 
reexposições ao contexto A (F(2,68) = 9,64, P = 0,0002), não 
houve interação significativa entre os fatores (F(8,68) = 0,63, P = 
0,74). Como mostrado na Figura 24B, a nor-BNI não induziu 
alterações no tempo de congelamento durante os Testes A1 e 
A2. 

Por outro lado, a ANOVA de medidas repetidas mostrou 
um efeito significativo do tratamento (F(4,34) = 12,86, P = 
0,000001) e das reexposições ao contexto B (F(1,34) = 24,57, P = 
0,00002), mas não da interação entre os fatores (F(4,34) = 0,63, P 
= 0,64), sobre o tempo de congelamento nos testes B. A Figura 
24C mostra que os animais tratados com a nor-BNI, na dose de 
1,0 nmol, apresentaram maior tempo de congelamento durante 
os Testes B1 e B2 quando comparados com seus respectivos 
controles (Teste B1: P = 0,007; Teste B2: P = 0,03). 

Nossos resultados mostraram que o antagonismo 
farmacológico dos HDκORs após a reativação de uma memória 
forte induziu a expressão generalizada do comportamento de 
congelamento, sugerindo que a ativação endógena dos HDκORs 
modula negativamente a reconsolidação de uma memória 
aversiva contextual forte.  

 
5.19 EXPERIMENTO 19: A MICROINFUSÃO DO 

ANTAGONISTA DOS ΚORS NÃO TEM EFEITO SOBRE O 
COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO QUANDO 
REALIZADA 6 H APÓS A REATIVAÇÃO NO PROTOCOLO 
DE CAC FORTE 

 
A ANOVA de medidas repetidas não mostrou nenhum 

efeito significativo do tratamento sobre o comportamento de 
congelamento no Teste A (F(1,14) = 1,08, P = 0,31). 
Adicionalmente, houve um efeito significativo da reexposição ao 
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contexto A (F(1,14) = 7,44, P = 0,01), mas nenhuma interação 
entre os fatores foi revelada (F(1,14) = 0,002, P = 0,96). Como 
mostrado na Figura 24E, os dois grupos experimentais 
apresentaram um tempo de congelamento comparável.  

O teste t de Student não mostrou nenhum efeito 
significativo do tratamento sobre o tempo de congelamento no 
Teste B (t(14) = 1,02, P = 0,32), tal como apresentado na Figura 
24E.  

Esses resultados sugerem que o envolvimento dos 
HDκORs é limitado à janela temporal de reconsolidação da 
memória aversiva contextual forte. 
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Figura 24. Efeito da microinfusão do antagonista dos κORs 
imediatamente ou 6 h após a reativação sobre a reconsolidação da 
memória no protocolo de CAC forte. 
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o 
momento do tratamento. Os gráficos mostram a % do tempo de 
congelamento quando os animais foram testados (B) no contexto 
pareado (Testes A1 e A2; 1 e 8 dias após a sessão de reativação, 
respectivamente) e (C) no contexto não pareado (Testes B1 e B2; 2 e 9 
dias após a sessão de reativação, respectivamente). (D) Delineamento 
experimental utilizado. A seta indica o local e o momento do tratamento. 
(E) O gráfico mostra a % do tempo de congelamento durante os testes 
A e B realizados 18 h e 48 h após a sessão de reativação, 
respectivamente. Os valores são expressos como média ± EPM (n = 7-
9/grupo para o experimento 18; n = 8/grupo para o experimento 19). * P 
<0,05 quando comparado com o respectivo grupo veículo.  
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5.20 EXPERIMENTO 20: A MICROINFUSÃO DO AGONISTA 
DOS Κ2ORS APÓS A REATIVAÇÃO DIMINUI A 
EXPRESSÃO DE CONGELAMENTO NO PROTOCOLO DE 
CAC FORTE 

 
A ANOVA de medidas repetidas mostrou um efeito 

significativo do tratamento (F(3,29) = 7,95, P = 0,0005), das 
reexposições ao contexto A (F(2,58) = 70,83, P = 0,000001) e da 
interação entre os fatores (F(6,58) = 6,85, P = 0,00002) sobre o 
tempo de congelamento. Como mostrado na Figura 25B, os 
animais tratados com o GR 89696, em todas as doses testadas, 
apresentaram menor tempo de congelamento nos Testes A1 e 
A2 em comparação com os respectivos grupos veículos [Teste 
A1 = (0,1 nmol: P = 0,01, 0,3 nmol: P = 0,01 e 1,0 nmol: P = 0,01) 
e Teste A2 = (0,1 nmol: P = 0,005, 0,3 nmol: P = 0,02 e 1,0 nmol: 
P = 0,02)] e ao próprio grupo na sessão de reativação [Teste A1 
= (0,1 nmol: P = 0,0001, 0,3 nmol: P = 0,0001 e 1,0 nmol: P = 
0,0001) e Teste A2 = (0,1 nmol: P = 0,0005, 0,3 nmol: P = 0,0001 
e 1,0 nmol: P = 0,0001)].  

A ANOVA de medidas repetidas não mostrou nenhum 
efeito significativo do tratamento (F (3,29) = 0,17, P = 0,91) sobre o 
tempo de congelamento nos Testes B1 e B2. Adicionalmente, 
houve um efeito significativo das reexposições ao contexto B 
(F(1,29) = 10,99, P = 0,002), mas nenhuma interação entre os 
fatores foi revelada (F(3,29) = 0,71, P = 0,54). Conforme 
apresentado na Figura 25C, todos os grupos mostraram uma 
quantidade semelhante de congelamento durante os Testes B1 e 
B2. 

Em conjunto, esses resultados sugerem que a ativação 
dos HDκ2ORs imediatamente após a reativação promove uma 
modulação negativa sobre a reconsolidação de uma memória 
aversiva contextual forte. 

 
5.21 EXPERIMENTO 21: A MICROINFUSÃO DO AGONISTA 

DOS Κ2ORS NÃO TEM EFEITO SOBRE O 
COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO QUANDO 
REALIZADA 6 H APÓS A REATIVAÇÃO NO PROTOCOLO 
DE CAC FORTE 

 
A ANOVA de medidas repetidas não mostrou nenhum 

efeito significativo do tratamento sobre o comportamento de 
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congelamento no Teste A (F(1,15) = 0,41, P = 0,52). 
Adicionalmente, houve um efeito significativo da reexposição ao 
contexto A (F(1,15) = 9,48, P = 0,007), mas nenhuma interação 
entre os fatores (F(1,15) = 0,29, P = 0,59). Como mostrado na 
Figura 25E, os dois grupos experimentais apresentaram um 
tempo de congelamento comparável no Teste A.  

O teste t de Student não mostrou nenhum efeito 
significativo do tratamento sobre o tempo de congelamento no 
Teste B (t(15) = 0,60, P = 0,44), tal como apresentado na Figura 
25E.  

Em resumo, a ativação dos HDκ2ORs 6 h após a 
reativação não foi capaz de afetar o tempo de congelamento, 
sugerindo que o envolvimento desse receptor é limitado à janela 
temporal de reconsolidação da memória aversiva contextual 
forte. 
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Figura 25. Efeito do agonista dos κ2ORs imediatamente ou 6 h após 
a reativação sobre a reconsolidação da memória no protocolo de 
CAC forte. 
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o 
momento do tratamento. Os gráficos mostram a % do tempo de 
congelamento quando os animais foram testados (B) no contexto 
pareado (Testes A1 e A2; 1 e 8 dias após a sessão de reativação, 
respectivamente) e (C) no contexto não pareado (Testes B1 e B2; 2 e 9 
dias após a sessão de reativação, respectivamente). (D) Delineamento 
experimental utilizado. A seta indica o local e o momento do tratamento. 
(E) O gráfico mostra a % do tempo de congelamento durante os testes 
A e B realizados 18 h e 48 h após a sessão de reativação, 
respectivamente. Os valores são expressos como média ± EPM (n = 8-
9/grupo para experimento 20; n = 8-9/grupo para o experimento 21). * P 
<0,05 quando comparado com o respectivo grupo veículo. # P <0,05 
quando comparado com o próprio grupo na sessão de reativação.  
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5.22 EXPERIMENTO 22: A MICROINFUSÃO DO AGONISTA 
DOS Κ2ORS PROMOVE PREJUÍZO DE 
RECONSOLIDAÇÃO DA MEMÓRIA NO PROTOCOLO DE 
CAC FORTE  

 
A ANOVA de medidas repetidas mostrou um efeito 

significativo do tratamento (F(1,15) = 22,05, P = 0,0002), das 
reexposições ao contexto A (F(3,45) = 44,05, P = 0,000001) e da 
interação entre os fatores (F(3,45) = 13,51, P = 0,000001) sobre o 
comportamento de congelamento. Como mostrado na Figura 
26B.1, os animais tratados com GR 89696 0,1 nmol 
apresentaram menor tempo de congelamento no Teste A1, 
quando comparados com o grupo veículo (P = 0,003) e com o 
próprio grupo na sessão de reativação (P = 0,0001). Na sessão 
de extinção, a ANOVA de medidas repetidas mostrou um efeito 
significativo da interação entre os fatores (F(4,60) = 10,11, P = 
0,000001). Conforme apresentado na Figura 26B.2, ambos os 
grupos, veículo e GR 89696, apresentaram menor congelamento 
em todos os blocos quando comparados com o 1º bloco do grupo 
veículo (P < 0,05), incluindo o 1º bloco do grupo GR 89696 (P 
=0,01). Além disso, após a extinção, o grupo veículo continuou 
apresentando níveis reduzidos e comparáveis aos do grupo GR 
89696, tal como mostrado no Teste A2 (ANOVA de medidas 
repetidas; P = 0,95) (Figura 26B.3). Por fim, após a sessão de 
reinstalação, o grupo veículo, mas não o grupo GR 89696, 
reinstalou a resposta condicionada de congelamento (grupo 
veículo no Teste A3 vs grupo veículo no Teste A2: P = 0,0001) 
(Figura 26B.3).  

Em conjunto, esses resultados indicam que a microinfusão 
de GR 89696 imediatamente após a reativação prejudica a 
reconsolidação da memória no protocolo de CAC forte. 
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Figura 26. Efeito do agonista dos κ2ORs imediatamente após a 
reativação no protocolo de reinstalação. 
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5.23 EXPERIMENTO 23: O PRÉ-TRATAMENTO COM NOR-BNI 

PREVINE O PREJUÍZO DE RECONSOLIDAÇÃO DA 
MEMÓRIA INDUZIDO PELO GR 89696 NO PROTOCOLO 
DE CAC FORTE 

 
A ANOVA de duas vias de medidas repetidas mostrou uma 

interação significativa entre o pré-tratamento, o tratamento e as 
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reexposições ao contexto A (F(2,60) = 14,08, P = 0,00001) sobre o 
tempo de congelamento nos Testes A1 e A2. Como mostrado na 
Figura 27B, o grupo tratado com GR 89696 apresentou menor 
tempo de congelamento comparado ao grupo veículo + veículo 
(Teste A1: P = 0,03; Teste A2: P = 0,02), grupo nor-BNI + veículo 
(Teste A1: P = 0,02; Teste A2: P = 0,03), grupo nor-BNI + GR 
89696 (Teste A1: P = 0,03; Teste A2: P = 0,02) e ao próprio 
grupo na sessão de reativação (Teste A1: P = 0,0001; Teste A2: 
P = 0,0001). Por outro lado, o efeito do GR 89696 não foi mais 
observado quando os animais foram pré-tratados com uma dose 
subefetiva de nor-BNI (nor-BNI + GR 89696 vs veículo + veículo 
= Teste A1: P = 0,97; Teste A2: P = 0,93). 

Na análise dos Testes B1 e B2, a ANOVA de duas vias de 
medidas repetidas não mostrou nenhum efeito significativo do 
pré-tratamento (F(1,30) = 3,09, P = 0,08) ou do tratamento (F(1,30) = 
1,30, P = 0,24) sobre o tempo de congelamento. Ainda, embora 
tenha sido revelado um efeito significativo das reexposições ao 
contexto B (F(1,30) = 9,06, P = 0,005), nenhuma interação entre os 
fatores foi demonstrada (F(1,30) = 0,001, P = 0,97). Como 
mostrado na Figura 27C, todos os grupos experimentais 
apresentaram um tempo de congelamento comparável durante 
os testes. 

Em resumo, a microinfusão de uma dose subefetiva de 
nor-BNI foi capaz de prevenir o prejuízo de reconsolidação da 
memória induzido pelo GR 89696, sugerindo que os efeitos do 
GR 89696 são mediados pela ativação dos κORs. 
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Figura 27. Efeito do pré-tratamento com nor-BNI sobre o prejuízo 
de reconsolidação da memória induzido pelo GR 89696. 
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5.24 EXPERIMENTO 24: A MICROINFUSÃO DE NOR-BNI 

IMEDIATAMENTE APÓS A REATIVAÇÃO NÃO ALTERA O 
ESTADO MOTIVACIONAL DOS ANIMAIS NO TESTE DE 
BORRIFAGEM COM SACAROSE 

 
Como esperado, a ANOVA de um via com medidas 

repetidas não mostrou nenhuma diferença significativa do 
tratamento (F(1,14) = 0,37, P = 0,54), da reexposição ao contexto 
A (F(1,14) = 0,17, P = 0,68), e nem da interação entre os fatores 
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(F(1,14) = 0,79, P = 0,38), sobre o tempo de congelamento no 
Teste A (Figura 28B).  

Quanto ao teste de borrifagem de sacarose, a ANOVA de 
uma via não mostrou nenhum efeito significativo do tratamento 
sobre o tempo de autolimpeza (F(2,21) = 0,78, P = 0,46) ou sobre o 
tempo para a primeira autolimpeza (F(2,21) = 0,04, P = 0,95). 
Como mostrado na Figura 28C, os grupos experimentais 
apresentaram um tempo comparável de autolimpeza, bem como 
do tempo para a execução da primeira autolimpeza no teste de 
borrifagem com sacarose. 

Em resumo, os resultados sugerem que a microinfusão de 
nor-BNI no HD não é capaz de induzir alterações no estado 
motivacional do animal, as quais poderiam interferir nos testes 
mnemônicos.  

 
5.25 EXPERIMENTO 25: A MICROINFUSÃO DE GR 89696 

IMEDIATAMENTE APÓS A REATIVAÇÃO NÃO ALTERA O 
ESTADO MOTIVACIONAL DOS ANIMAIS NO TESTE DE 
BORRIFAGEM COM SACAROSE 

 
Como esperado, o teste t de Student não mostrou 

nenhuma diferença significativa entre os grupos no tempo de 
congelamento durante a sessão de reativação (t(1,15) = 0,12, P = 
0,72) (Figura 28E). Quanto ao teste de borrifagem de sacarose, 
a ANOVA de uma via não mostrou nenhum efeito significativo do 
tratamento sobre o tempo de autolimpeza (F(2,22) = 1,07, P = 
0,35) ou sobre o tempo para a primeira autolimpeza (F(2,22) = 
0,66, P = 0,52). Como mostrado na Figura 28F, os grupos 
experimentais apresentaram um tempo comparável de 
autolimpeza, bem como do tempo para a execução da primeira 
autolimpeza. 

Os resultados sugerem que a microinfusão de GR 89696 
no HD não é capaz de induzir alterações no estado motivacional 
dos animais. 
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Figura 28. Efeito da microinfusão intra-HD de nor-BNI ou de GR 
89696 imediatamente após a sessão de reativação no teste de 
borrifagem com sacarose. 
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o 
momento do tratamento. (B) Os gráficos mostram a % de tempo de 
congelamento quando os animais foram submetidos a sessão de 
reativação e posteriormente foram testados no contexto pareado (Teste 
A; 1 dia após a sessão de reativação). (C) Os gráficos mostram o tempo 
total de autolimpeza (expresso em segundos; 15 min de teste) (painel à 
esquerda) e o tempo para a 1ª autolimpeza (expresso em segundos) 
(painel à direita). (D) Delineamento experimental utilizado. A seta indica 
o local e o momento do tratamento. (E) O gráfico mostra a % de tempo 
de congelamento quando os animais foram submetidos a sessão de 
reativação. (F) Os gráficos mostram o tempo total de autolimpeza 
(expresso em segundos; 15 min de teste) (painel à esquerda) e o tempo 
para a 1ª autolimpeza (expresso em segundos) (painel à direita). Os 
valores são expressos como média ± EPM (n = 8/grupo para o 
experimento 24; n = 8-9/grupo para experimento 25). 
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6 DISCUSSÃO 
 

Neste estudo avaliamos a participação dos HDκORs na 
consolidação e reconsolidação da memória aversiva contextual 
com diferentes intensidades e especificidades. Em relação à 
consolidação, foi demonstrado que uma única microinfusão intra-
HD do antagonista seletivo dos κORs, a nor-BNI, imediatamente 
após o CAC moderado, mas não o CAC fraco, induziu um 
aumento na resposta de congelamento no contexto pareado. 
Entretanto, não houve nenhuma alteração nesse parâmetro 
quando essa droga foi administrada somente 6 h após o CAC 
moderado ou na ausência da experiência associativa de choque-
contexto. Adicionalmente, a microinfusão de nor-BNI aumentou 
os níveis de BDNF no HD 90 min após o CAC moderado, 
sugerindo que esta pode ser uma possível via pela qual o 
antagonismo dos HDκORs levou à potencialização da 
consolidação.  

Também relatamos o aumento da imunomarcação dos 
κORs na região do HD 1 h e 3 h após os animais serem expostos 
à experiência aversiva contextual. No protocolo de CAC forte, a 
nor-BNI aumentou o tempo de congelamento dos animais 
durante a exposição ao contexto novo e não pareado, indicando 
que os HDκORs também modulam negativamente a 
consolidação de uma memória mais intensa e generalizada. O 
presente estudo também demonstrou que a microinfusão intra-
HD de GR 89696 (agonista dos κ2ORs), mas não do U-69593 
(agonista dos κ1ORs), prejudicou a consolidação da memória 
após o CAC forte, sendo esse efeito prevenido pelo pré-
tratamento com nor-BNI em uma dose subefetiva. O efeito do GR 
89696 parece estar relacionado a uma diminuição dos níveis de 
BDNF no HD, a qual foi encontrada 90 min após a microinfusão 
intra-HD dessa droga.  

Em relação à reconsolidação, a microinfusão de nor-BNI 
imediatamente após a reativação não teve efeito sobre a 
expressão de congelamento no protocolo de CAC moderado. Por 
outro lado, no protocolo de CAC forte, a microinfusão de nor-BNI 
imediatamente após a reativação, mas não 6 h após, induziu 
generalização do congelamento, indicando que os HDκORs 
modulam negativamente a reconsolidação de memórias mais 
intensas e generalizadas. Além disso, a microinfusão intra-HD de 
GR 89696 imediatamente após a reativação da memória, mas 
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não 6 h após, reduziu a expressão de congelamento no contexto 
pareado (protocolo de CAC forte). Adicionalmente, a resposta 
condicionada de congelamento não foi reinstalada após um 
estímulo de choque lembrete, indicando que a ativação dos 
HDκ2ORs teve, de fato, um efeito inibitório sobre a 
reconsolidação da memória aversiva forte. O pré-tratamento com 
uma dose subefetiva de nor-BNI preveniu os efeitos do agonista 
dos κ2ORs. Finalmente, a microinfusão de nor-BNI ou de GR 
89696 não teve efeito sobre o tempo de autolimpeza no teste de 
borrifagem com sacarose, sugerindo que essas drogas não 
alteraram o estado motivacional dos animais.  

A microinfusão intra-HD de nor-BNI, um antagonista 
seletivo de κORs (TAKEMORI et al., 1988),  imediatamente após 
um CAC moderado, mas não 6 h após, foi capaz de aumentar o 
tempo de congelamento no contexto pareado, sugerindo o 
envolvimento dos κORs na consolidação da memória em ratos. A 
literatura tem mostrado resultados contraditórios provenientes de 
estudos in vitro e in vivo acerca da participação dos κORs nos 
processos de aprendizado e memória em ratos. Em fatias de 
hipocampo de rato, o bloqueio dos κORs não foi capaz de afetar 
a LTP (BRAMHAM, SARVEY, 1996). Além disso, a ativação 
desses receptores não apresenta efeito sobre os potenciais 
excitatórios pós-sinápticos, dependendo da linhagem dos ratos 
testadas (SALIN et al., 1995), embora seja capaz de reduzir a 
liberação de glutamato em sinaptossomas (CONNER-KERR et 
al., 1993). Por outro lado, nos estudos comportamentais in vivo, a 
ativação dos HDκORs prejudicou o aprendizado em ratos na 
tarefa do labirinto aquático de Morris (SANDIN et al., 1998). 
Maiores níveis de dinorfina, o principal ligante endógeno dos 
κORs, também foram observados no hipocampo de ratos após 
experiências aversivas variadas (SHIRAYAMA et al., 2004). 
Nesse contexto, podemos sugerir que o componente emocional 
relacionado a uma memória é determinante para o envolvimento 
dos HDκORs. Mostramos ainda que a nor-BNI não teve efeito 
sobre a memória quando os animais tiveram somente a 
experiência do contexto (grupo exposto ao contexto A sem 
choque) ou do choque (grupo que recebeu choque 
imediatamente após ser colocado no contexto A). Esses 
resultados indicam que a nor-BNI per se não é capaz de 
promover condicionamento contextual ou afetar alguma resposta 
de sensibilização que possa ter sido induzida pela experiência de 
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choque. Em conjunto, nossos dados sugerem que a ativação dos 
HDκORs promove um efeito inibitório sobre a consolidação da 
memória aversiva contextual em ratos. Essa sugestão também é 
suportada por estudos in vivo conduzidos em camundongos 
utilizando esse mesmo paradigma experimental (DAUMAS et al., 
2007). 

A inibição prolongada dos κORs pela nor-BNI é bem 
conhecida na literatura, mas os mecanismos envolvidos nesse 
fenômeno permanecem pouco compreendidos. Duas vias de 
inibição foram propostas, uma direta e a outra indireta. A via 
direta está relacionada com a ação da nor-BNI sobre a atividade 
da cinase c-Jun N-terminal 1, o que resulta na inativação 
prolongada da sinalização mediada pelos κORs. Por outro lado, 
como via direta, tem sido sugerido que a nor-BNI é metabolizada 
in vivo em metabólitos de longa duração, os quais podem se ligar 
covalentemente aos κORs (BRUCHAS et al., 2007). Essa 
inibição prolongada dos κORs pela nor-BNI também tem sido 
relatada em estudos in vivo conduzidos em ratos e outras 
espécies animais, podendo persistir por até 3 semanas (HORAN 
et al., 1992; JONES, HOLTZMAN, 1992; BRUCHAS et al., 2007). 
Demonstramos aqui que a microinfusão de nor-BNI 6 h após a 
sessão de condicionamento não produziu qualquer efeito em 
uma sessão de teste subsequente (Teste A). Este resultado 
sugere que a ação dessa droga não interferiu de forma 
significativa na expressão da memória. Adicionalmente, 
demonstramos que o tempo de congelamento dos animais 
tratados com a nor-BNI permaneceu aumentado por, pelo 
menos, 28 dias no protocolo de CAC moderado, um período em 
que supostamente o animal estaria livre das ações dessa droga 
(HORAN et al., 1992; JONES, HOLTZMAN, 1992; BRUCHAS et 
al., 2007). Esse dado sugere que as ações da nor-BNI foram 
limitadas à consolidação da memória aversiva contextual, 
embora o mecanismo pelo qual o bloqueio dos κORs possa 
conduzir à potencialização da consolidação da memória ainda 
não esteja claro. 

Mecanisticamente, os κORs poderiam modular 
negativamente a consolidação da memória, prejudicando a 
sinalização glutamatérgica, um efeito oposto do esperado pela 
ativação dos receptores μ e/ou δ opioides (COHEN et al., 1992; 
CAPOGNA et al., 1993; REKLING, 1993; SVOBODA, LUPICA et 
al., 1998). Por exemplo, estudos conduzidos no hipocampo de 
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ratos relataram que a ativação dos κORs foi capaz de reduzir a 
liberação de glutamato em sinaptossomas (CONNER-KERR et 
al., 1993), além de reduzir os potenciais pós-sinápticos 
excitatórios nas fatias de hipocampo de algumas linhagens de 
ratos (SALIN et al., 1995). Por outro lado a ativação dos 
receptores μ ou δ opioides aumenta a atividade dessa estrutura 
cerebral (COHEN et al., 1992; CAPOGNA et al., 1993; REKLING, 
1993; SVOBODA, LUPICA et al., 1998). Esses efeitos inibitórios 
dos κORs provenientes de estudos in vitro são atribuídos à 
participação desses receptores na supressão da exocitose do 
glutamato (WAGNER et al., 1991, 1992), cuja participação é 
fundamental para as alterações plásticas envolvidas na formação 
e manutenção de memórias (LEE et al., 2004).  

Nesse sentido, mostramos que a microinfusão de nor-BNI 
imediatamente após um CAC moderado produziu efeitos 
duradouros sobre a memória (7 e 28 dias), indicando a 
participação de mecanismos de plasticidade neuronal nesse 
processo. De fato, a consolidação da memória contextual 
envolve alterações prolongadas de plasticidade neuronal no HD 
e requer, entre outros mediadores, o BDNF (LEE et al., 2004; 
ALONSO et al., 2005; LUBIN et al., 2008). Um estudo conduzido 
em cultura de neurônios hipocampais primários demonstrou que 
a estimulação de κORs diminuiu a expressão do BDNF, um efeito 
prevenido pelo pré-tratamento com nor-BNI (DOGRA et al., 
2016). Em outro estudo, a microinfusão i.c.v. de nor-BNI per se 
induziu um aumento dos níveis de RNAm do BDNF no 
hipocampo de ratos por até 24 h (ZHANG et al., 2007). No 
presente trabalho, demonstramos que a microinfusão de nor-BNI 
foi capaz de aumentar os níveis de BDNF no HD em um período 
que corresponde à consolidação da memória. Como exatamente 
o nor-BNI aumenta os níveis de BDNF hipocampais ainda não 
está claro, mas a habilidade do glutamato de regular a expressão 
do BDNF é bem descrita (ZAFRA et al., 1990; ZAFRA et al., 
1991). Com base no exposto acima, sugerimos que o 
antagonismo dos κORs pela nor-BNI pontencializa a 
consolidação da memória aversiva contextual por potencializar a 
neuroplasticidade hipocampal que suporta essa memória através 
da desinibição da liberação de glutamato. 

Em seguida, hipotetizamos que os HDκORs poderiam ser 
recrutados especificamente durante a consolidação de uma 
memória aversiva contextual. De fato, demonstramos um 
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aumento significativo na imunomarcação dos HDκORs 1 h e 3 h 
após um CAC moderado. Esse aumento rápido na 
imunomarcação dos HDκORs (observado já a partir de 1 h após 
o CAC) poderia ser explicado por uma combinação de mudanças 
pós-transducionais com a subsequente translocação do receptor 
do citoplasma para a membrana, uma vez que esses processos 
podem ocorrer rapidamente (BABILON et al., 2013). Ainda, esse 
efeito sobre a imunomarcação dos HDκORs foi observado 
apenas no grupo que teve a experiência associativa (choque-
contexto). A este respeito, tem sido demonstrado na literatura 
que, para haver a formação de uma representação contextual 
com conteúdo emocional, se faz necessário a interação entre 
hipocampo dorsal e a ABL (RICHTER-LEVIN, AKIRAV, 2003; 
SPARTA et al., 2014). Além disso, a ativação da ABL é capaz de 
potencializar a consolidação da memória aversiva contextual 
através da potencialização da neuroplasticidade hipocampal 
(McINTYRE et al., 2005; HUFF et al., 2006). Nesse sentido, 
qualquer mecanismo regulador que supostamente previna a 
formação de uma memória aversiva mais robusta do que o 
necessário (do inglês, overconsolidation) poderia ser 
particularmente promissor. Propomos então que os HDκORs 
poderiam ser precisamente e rapidamente recrutados para 
modular negativamente as informações provenientes da ABL 
durante a consolidação das memórias aversivas mais intensas. 
Por fim, o fato da imunomarcação dos HDκORs permacencer 
aumentada por pelo menos 3 h após o CAC moderado pode 
sugerir um aumento da expressão desses receptores também 
em locais mais distantes da sinapse (sítios extra-sinápticos), tal 
como sugerido para outros receptores (KNEUSSEL, HAUSRAT 
2016). Esse mecanismo poderia ser particularmente importante 
para evitar efeitos deletérios de uma possível experiência 
aversiva subsequente, possibilitando o fornecimento rápido de 
HDκORs de "reserva" para locais sinápticos. No entanto, essa 
possibilidade ainda precisa ser investigada. 

Uma vez que relatamos aqui um aumento substancial na 
imunomarcação dos HDκORs durante a consolidação de uma 
memória de intensidade moderada, foi hipotetizado que esses 
receptores também poderiam influenciar a consolidação de uma 
memória aversiva mais intensa. De fato, o antagonismo dos 
HDκORs, imediatamente após o CAC forte, mas não 6 h após, 
induziu a expressão generalizada de congelamento. A 
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generalização comportamental a partir de experiências prévias 
constitui, na maioria das vezes, um fenômeno biologicamente 
vantajoso, pois permite aos indivíduos exibirem comportamentos 
adequados em situações futuras semelhantes (DUNSMOOR, 
PAZ, 2015; HUCKLEBERRY et al., 2016). Nesse sentido, sabe-
se que o equilíbrio entre respostas específicas e generalizadas 
pode ser influenciado pela intensidade da experiência. 
Corroborando esta hipótese, Ghosh e Chattarji (2015) mostraram 
que o aumento da intensidade de condicionamento aversivo 
aumentou a probabilidade de roedores expressarem respostas 
generalizadas de congelamento às pistas novas (não 
condicionadas). 

No presente estudo, a nor-BNI induziu generalização do 
congelamento somente no protocolo de CAC forte. Uma possível 
explicação para esse resultado está relacionada ao maior 
recrutamento de “neurônios generalizadores”, tal como 
previamente sugerido por Ghosh e Chattarji (2015). Esta 
sugestão poderia ser sustentada pela capacidade da nor-BNI de 
facilitar a neuroplasticidade hipocampal (WEISSKOPF et al., 
1993; ZHANG et al., 2007). Outra possível explicação refere-se à 
possibilidade da resposta condicionada ter alcançado um nível 
assintótico ou “teto”. De fato, mostramos que tanto os animais 
tratados com nor-BNI, quanto os tratados com veículo, 
expressaram níveis elevados e semelhantes de congelamento 
durante os Testes A1 e A2. Gazarini e colaboradores (2014) 
demonstraram que animais condicionados com 3 ou 5 choques 
expressaram quantidade comparável de congelamento na 
sessão de teste subsequente, indicando um “teto” da resposta 
condicionada. Um perfil semelhante também foi relatado por 
Baldi e colaboradores (2004) a partir do uso de diferentes 
intensidades de choque. Nessas condições, a potencialização 
adicional da memória aversiva tem sido associada à expressão 
generalizada da resposta condicionada (KAOUANE et al., 2012). 
Por fim, embora um possível efeito “teto” no nível de 
congelamento tenha sido alcançado, no presente estudo 
sugerimos que a ocorrência da generalização envolve a 
facilitação dos processos de plasticidade subjacentes à 
consolidação da memória pela nor-BNI. Em suma, propõe-se 
aqui que a ativação dos HDκORs seria um dos mecanismos de 
modulação negativa necessários para atenuar a formação de 
uma memória com características mais generalizadas. 
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Uma vez que os HDκORs desempenharam um papel 
inibitório durante a consolidação da memória no protocolo de 
CAC moderado ou forte, decidimos investigar se esses 
receptores também participariam da modulação de uma 
experiência associativa mais fraca (CAC fraco). Nessa condição, 
o antagonismo de HDκORs imediatamente após um CAC fraco 
não teve efeito sobre o tempo de congelamento nos testes A e B. 
Cabe ressaltar que o protocolo de condicionamento fraco 
utilizado aqui foi suficientemente capaz de produzir ao menos um 
traço de memória, visto que a administração sistêmica de 
ioimbina, uma droga que aumenta a atividade noradrenérgica do 
cérebro por meio do antagonismo dos receptores α2-
adrenérgicos pré-sinápticos, aumentou o tempo de congelamento 
no Teste A. Em relação à ausência de efeito da nor-BNI relatada 
aqui, pode ser argumentado que, ao contrário dos 
neurotransmissores clássicos (por exemplo, noradrenalina e 
glutamato) que são facilmente liberados mesmo após uma 
estimulação neuronal de baixa frequência (ROESLER et al., 
2005), os opioides endógenos como a dinorfina são liberados 
somente após altas frequências de estimulação neuronal 
(LUNDBERG, HOKFELT, 1983; IVERFELDT et al., 1989; DRAKE 
et al., 1994). Esse evento foi relacionado com o efeito inibitório 
mediado pela ativação dos κORs sobre a liberação de glutamato 
(WAGNER et al., 1992). Assim, é possível que a consolidação de 
uma memória aversiva fraca não cumpra os requisitos 
necessários para uma liberação substancial dos ligantes que 
atuam nos κORs hipocampais, indicando que esses receptores 
seriam requeridos somente em resposta a experiências 
emocionais mais intensas.  

Corroborando nossa sugestão, foi demonstrado que a 
microinfusão de capsazepina, um antagonista de receptores de 
potencial transitório vaniloide tipo 1 (TRPV1; do inglês 
transient receptor potential vanilloid 1), após a sessão de CAC 
forte foi capaz de prejudicar a consolidação da memória. 
Contudo, o mesmo efeito não foi visualizado após um CAC fraco 
(GENRO, 2012). De maneira similar, o sistema endocanabinóide 
parece ser especificamente recrutado no hipocampo para 
modular memórias aversivas mais intensas (DE OLIVEIRA 
ALVARES et al., 2010). Portanto, sugerimos que o efeito 
inibitório mediado pelos HDκORs seria substancialmente 
requerido para modular a consolidação de memórias aversivas 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1074742712000032#!
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moderadas a intensas, uma vez que uma participação mais 
“discreta” desses receptores nas memórias aversivas fracas não 
pode ser totalmente descartada (tal como, para contrabalancear 
a atividade excitatória de outros sistemas de neurotransmissão). 

Até agora, os resultados aqui apresentados indicam que a 
modulação negativa dos HDκORs sobre a consolidação está 
estritamente relacionada com a intensidade do protocolo de 
CAC. Entretanto, esses resultados não esclarecem quais os tipos 
de HDκORs estariam envolvidos nesse processo. Assim, o nosso 
próximo passo foi investigar o envolvimento dos diferentes tipos 
de κORs (κ1ORs e κ2ORs) na consolidação da memória após o 
CAC forte. Os dados obtidos demonstraram que a microinfusão 
do agonista seletivo de κ2ORs, o GR 89696 (BUTELMAN et al., 
2001), mas não do agonista seletivo de κ1ORs (U-69593; ZUKIN 
et al., 1988), prejudicou a consolidação da memória, sugerindo 
que os HDκ2ORs desempenham um papel crítico nesse 
processo. É importante ressaltar que a microinfusão de uma 
dose subefetiva de nor-BNI impediu esse efeito. Contrastando 
nossos achados, Daumas e colaboradores (2007) relataram os 
efeitos inibitórios de um agonista de κ1ORs, o U-50,488, sobre a 
consolidação da memória aversiva em camundongos. Uma 
possível explicação para esses achados contraditórios pode 
estar relacionada com a variada distribuição dos κORs ao longo 
do hipocampo entre as diferentes espécies de roedores. Por 
exemplo, Gackenheimer e colaboradores (2005) detectaram os 
κORs apenas na região CA3 do hipocampo de camundongos, 
enquanto que em ratos foi encontrada uma alta densidade de 
κORs nas regiões CA2/CA3 (McLEAN et al., 1987) e CA1 
(RÁCZ, HALASY, 2003) do hipocampo.  

Diferenças em relação à expressão dos tipos de κORs 
também devem ser consideradas. Por exemplo, maiores níveis 
basais de κ1ORs em relação aos κ2ORs foram encontrados no 
hipocampo de cobaia (ZUKIN et al., 1988), enquanto que no 
hipocampo de ratos os κ2ORs são altamente expressos (ZUKIN 
et al., 1988; UNTERWALD et al., 1991). No entanto, mesmo 
sendo menos expressos, κ1ORs adicionais poderiam ser 
recrutados durante a consolidação de uma memória aversiva, 
uma vez que, mostramos que a experiência de CAC induziu 
aumento na imunomarcação dos HDκORs. Porém, a falta de 
efeito do agonista seletivo dos κ1OR, o U-69593, sugere que 
esse não foi o caso no presente trabalho.  
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Por fim, menores níveis de BDNF foram encontrados no 
HD 90 min após a microinfusão de GR 89696, sugerindo uma 
possível via pela qual a ativação dos κORs prejudicou a 
consolidação da memória aversiva contextual. Portanto, os 
resultados aqui obtidos indicam que, em ratos, a modulação 
negativa da consolidação da memória após o CAC forte é 
mediada pela ativação dos HDκ2ORs, mas não pela ativação dos 
HDκ1ORs.  

O presente estudo forneceu evidências de que os 
HDκ2ORs exercem um papel inibitório sobre a consolidação da 
memória em ratos. Entretanto, o mecanismo subjacente à 
ativação desses receptores permanece incerto. Nesse sentido, 
pelo menos dois mecanismos têm sido propostos a partir de 
estudos conduzidos em hipocampo de cobaias. O primeiro deles 
sugere que a ativação dos HDκ2ORs inibe a atividade excitatória 
mediada pelos receptores NMDA, através de uma interação com 
vias de sinalização intracelulares. Esse mecanismo foi proposto a 
partir da observação de que a ativação dos HDκ2ORs foi capaz 
de inibir correntes elétricas mediadas pelo receptor NMDA, 
mesmo considerando a distância física que há entre esses 
receptores ao longo do neurônio (GAUDLE et al., 1994). É 
importante ressaltar que esse mesmo mecanismo não foi 
compartilhado pelos κ1ORs. O outro possível mecanismo sugere 
a supressão da liberação de glutamato mediada pela ativação 
dos HDκORs, a qual poderia diminuir a excitabilidade (WAGNER 
et al., 1992; CONNER-KERR et al., 1993; SIMMONS, CHAVKIN, 
1996) e a subsequente neuroplasticidade hipocampal. Vale 
ressaltar que esse último mecanismo é genérico para os κORs, 
não havendo ainda uma distinção entre os seus dois tipos de 
receptores (κ1ORs e κ2ORs). Por fim, ambos os mecanismos 
relatados acima podem contribuir para justificar os efeitos 
encontrados com a microinfusão de GR 89696 na consolidação 
da memória, embora mais estudos ainda sejam necessários para 
elucidar completamente tais mecanismos. 

A administração de nor-BNI imediatamente após a sessão 
de reativação, mas não 6 h após, induziu a expressão 
generalizada do comportamento de congelamento no protocolo 
de CAC forte. Esses resultados indicam que a ação dessa droga 
foi restrita à janela de reconsolidação da memória. 
Adicionalmente, a microinfusão de nor-BNI não produziu nenhum 
efeito sobre a reconsolidação da memória no protocolo de CAC 
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moderado. Essa ausência de efeito da nor-BNI encontrada 
apenas no protocolo de CAC de menor intensidade não é 
surpreendente, pois, tal como discutido anteriormente para a 
etapa de consolidação, os peptídeos opioides requerem altas 
frequências de estimulação neuronal para serem liberados 
(LUNDBERG, HOKFELT, 1983; IVERFELDT et al., 1989; DRAKE 
et al., 1994) e assim promover seus efeitos inibitórios sobre a 
liberação de glutamato (WAGNER et al., 1992). Por outro lado, 
os neurotransmissores clássicos são facilmente liberados mesmo 
após uma estimulação neuronal de baixa frequência (ROESLER 
et al., 2005). Corroborando essa sugestão, manipulações 
farmacológicas de sistemas clássicos de neurotransmissão 
capazes de induzir generalização em um protocolo de 
reconsolidação com CAC forte, também se mostram efetivas em 
aumentar os níveis de congelamento no contexto pareado no 
protocolo de CAC moderado (GAZARINI et al., 2013; 
VANVOSSEN et al., 2013). Assim, propomos que a intensidade 
da experiência também é determinante para o recrutamento do 
sistema dinorfinérgico durante a reconsolidação da memória. 
Esta sugestão é apoiada por estudos que relataram que esse 
sistema é substancialmente requerido em situações que 
envolvem alto grau de aversividade (SHIRAYAMA et al., 2004; 
OGREN et al., 2010).  

Em um primeiro momento, os resultados discutidos acima 
parecem divergir dos achados da literatura em que protocolos de 
CAC mais fortes e mais fracos se correlacionam com uma menor 
ou maior suscetibilidade a interferentes farmacológicos após a 
reativação, respectivamente (SUZUKI et al., 2004; KWAK et al., 
2012). No entanto, vale ressaltar que grande parte desses 
achados da literatura foram encontrados especificamente em 
condições experimentais que limitavam a indução de um estado 
reconsolidação (as chamadas “condições limitantes”). Por outro 
lado, ambos os protocolos utilizados aqui, o CAC forte e o CAC 
moderado, são capazes de induzir a reconsolidação da memória 
(GAZARINI et al., 2013; VANVOSSEN et al., 2013), indicando 
que essa memória estava lábil e, portanto, suscetível a 
interferentes no momento que a nor-BNI foi administrada. Sendo 
assim, como ambos os resultados foram obtidos através do uso 
de uma droga antagonista de κORs, se a ação dessa droga seria 
ou não traduzida em uma alteração comportamental dependeria 
do grau de envolvimento do sistema dinorfinérgico naquela etapa 
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da memória, o que ocorreu somente quando utilizamos o 
protocolo de reconsolidação com um CAC forte. Dessa forma, 
sugerimos que os HDκORs prejudicam especificamente a 
reconsolidação de memórias mais intensas e generalizadas. 

No presente trabalho, a mesma intensidade de CAC 
suficiente para produzir uma memória sensível às ações da nor-
BNI no protocolo de consolidação, produziu uma memória 
insensível às ações dessa mesma droga no protocolo de 
reconsolidação (nor-BNI após um CAC moderado vs nor-BNI 
após a reativação de um CAC moderado). Essa diferença 
encontrada é suportada por dados prévios da literatura que 
demonstram a dissociação de mecanismos plásticos e 
bioquímicos envolvidos na consolidação e reconsolidação da 
memória (SCHAFE et al., 2005; LEE et al., 2004, 2008). Por 
exemplo, Schafe e colaboradores (2005) demonstraram que a 
microinfusão intra-amigdala de 7-nitroindazol, um inibidor seletivo 
da isoforma neuronal da enzima óxido nítrico sintase, ou de c-
PTIO, um sequestrador de óxido nítrico impermeável à 
membrana, prejudicou a consolidação, mas não a 
reconsolidação, utilizando o mesmo protocolo de 
condicionamento ao som em ratos. Ainda, Lee e colaboradores 
(2004, 2008) demonstraram que no HD ocorre uma dupla 
dissociação entre o gene de expressão imediata Zif268 e o 
BDNF durante a reconsolidação e consolidação, 
respectivamente. Essas diferenças encontrdas entre a 
consolidação e a reconsolidação devem ser consideradas aqui, 
uma vez que, por exemplo, já foi mostrado que o BDNF é capaz 
de suprarregular a expressão de um precursor da dinorfina, a 
prodinorfina, pelo menos em neurônios estriatais (LOGRIP et al., 
2008). Portanto, além da intensidade da experiência de CAC ser 
crucial para o recrutamento dos HDκORs, mecanismos 
específicos inerentes à consolidação e à reconsolidação da 
memória também devem ser considerados e melhor 
caracterizados no futuro.  

Posteriormente, demonstramos que a ativação dos 
HDκ2ORs imediatamente após a sessão de reativação, mas não 
6 h após, reduziu a expressão de congelamento no contexto 
pareado, sugerindo que a reconsolidação da memória no 
protocolo de CAC forte foi prejudicada. Contudo, tem sido 
demonstrado que a sessão de reexposição 
(evocação/reativação) é capaz de desencadear tanto a 
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reconsolidação quanto a extinção da memória (SUZUKI et al., 
2004; MERLO et al., 2014; ALFEI et al., 2015). Do ponto de vista 
comportamental, tanto o prejuízo de reconsolidação quanto a 
extinção da memória, resultam na redução da expressão do 
congelamento. Assim, uma interpretação alternativa para o 
resultado aqui relatado poderia ser de que o GR 89696 facilitou a 
extinção da memória. No entanto, uma característica marcante 
da extinção no protocolo de CAC é o retorno da resposta 
condicionada de congelamento após um choque lembrete 
(BOUTON, BOLLES, 1979; WESTBROOK, 2002), o que não 
ocorre caso a reconsolidação da memória tenha sido prejudicada 
(DUVARCI, NADER, 2004; BUSTOS et al., 2006; FRANZEN et 
al., 2018). No presente estudo, mostramos que não houve o 
retorno dos níveis de congelamento no grupo tratado com GR 
89696 após a sessão de reinstalação. Esse padrão de resposta 
indica que o GR 89696 é capaz de prejudicar a reconsolidação 
da memória, assim como outras drogas relatadas na literatura, 
tais como os inibidores de síntese proteica (DUVARCI, NADER, 
2004), os benzodiazepínicos (BUSTOS et al., 2009) e o 
canabidiol (STERN et al., 2012). 

Outra condição capaz de promover a redução do 
congelamento após a sessão de reativação é o “contra-
condicionamento”, o qual consiste no pareamento de um EC já 
provido de uma valência emocional (no nosso caso, negativa) 
com um EI novo e de valência oposta (p. ex: o efeito 
recompensador de uma droga) (PAVLOV, 1927). Como 
resultado, essa segunda experiência associativa suprime a 
expressão comportamental inerente à primeira associação 
(BOUTON, 2003). De fato, as propriedades recompensadoras de 
drogas ou de informações apetitivas apresentadas durante ou 
logo após a sessão de reativação podem alterar a valência 
emocional dessa memória (HAUBRICH et al., 2014; FERRER 
MONTI et al., 2016; PEDRAZA et al., 2018).  

Nesse contexto, tem sido demonstrado que os κORs estão 
amplamente expressos em áreas do sistema límbico, tais como o 
núcleo accumbens, a amigdala e o hipocampo (KNOLL, 
CARLEZON, 2011). Por conta disso, esses receptores podem 
modular circuitos motivacionais e de recompensa, bem como 
modular as memórias. Por exemplo, a ativação dos HDκORs 
promove efeitos pró-depressivos no paradigma de desamparo 
aprendido em ratos, enquanto que o seu bloqueio produz um 
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efeito oposto (SHIRAYAMA et al., 2004). Além disso, foi 
demonstrado que a administração i.p. de um agonista de κORs, o 
U-50,488H, promoveu aversão condicionada por lugar, além de 
impedir o efeito de preferência condicionada por lugar induzida 
por cocaína (SUZUKI et al., 1992). Em paralelo, a ativação 
desses receptores também produziu déficit de aprendizado no 
protocolo de CAC em camundongos (DAUMAS et al., 2007). No 
presente trabalho, a microinfusão intra-HD de nor-BNI ou de GR 
89696 não alterou o tempo de autolimpeza no teste de 
borrifagem com sacarose, sugerindo que o tratamento com essas 
drogas não produziu alterações no estado motivacional desses 
animais. Esses dados suportam a nossa hipótese inicial de que o 
traço da memória original foi modificado por essas drogas via 
reconsolidação (atualização da memória), sem a interferência de 
alterações no estado interno do animal. Essa sugestão também é 
suportada por estudos que demonstraram que o contra-
condicionamento não induz o apagamento ou a modificação 
permanente da memória aversiva original (BOUTON, 2002), 
podendo esta retornar, por exemplo, após uma sessão de 
reinstalação (BROOKS et al., 1995; BOUTON et al., 2012), fato 
que não ocorreu com o grupo tratado com GR 89696 após o 
protocolo de reinstalação no presente estudo.  

Em nosso estudo fornecemos evidências de que a ativação 
dos HDκ2ORs desempenha um efeito inibitório sobre a 
reconsolidação da memória em ratos. Embora o mecanismo 
subjacente à ativação desses receptores ainda não esteja 
elucidado, alguns possíveis mecanismos, os quais poderiam ser 
comuns com a etapa consolidação da memória, já foram 
discutidos anteriormente. Sendo assim, vamos nos limitar aqui a 
discutir as implicações desse resultado do ponto de vista 
adaptativo.  

Tem sido aceito na literatura que a etapa de 
reconsolidação permite que uma memória já existente e, 
portanto, consolidada, seja modificada (SARA, 2000; DUDAI, 
2006). De acordo a nossa hipótese, a ativação dos HDκ2ORs 
durante essa etapa representa um importante mecanismo 
inibitório no sentido de impedir que a memória seja formada de 
maneira mais intensa e generalizada que o necessário. Esse 
resultado é interessante uma vez que a reconsolidação pode 
acontecer sucessivamente e indefinidamente a cada vez que a 
memória for desestabilizada (DUDAI, 2012). Dessa forma, é 
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possível que o papel regulatório dos HDκ2ORs possa 
acompanhar essa etapa altamente dinâmica das memórias, 
contribuindo para a recalibração da mesma a cada vez que a 
memória for desestabilizada, pelo menos enquanto essa 
memória permanecer aversiva o suficiente (essa hipótese 
precisaria ainda ser testada).  

Vale ressaltar, no entanto, que o processo de 
reconsolidação só ocorre após a desestabilização de uma 
memória (NADER et al., 2000), a qual, por sua vez, parece não 
ocorrer, ou ocorre de maneira muito limitada, em memórias mais 
remotas ou de intensidade muito elevada (BUSTOS et al., 2009; 
BUSTOS et al., 2010). Sendo assim, a participação dos 
HDκ2ORs torna-se restrita àquelas memórias aversivas mais 
intensas, porém que ainda preservem a capacidade de 
desestabilização. Uma exceção seria se a ativação dos próprios 
HDκ2ORs também pudesse desencadear o processo de 
desestabilização da memória, um efeito proposto, por exemplo, 
para a ação da D-cicloserina em receptores NMDA para 
glutamato (BUSTOS et al., 2010, GAZARINI et al., 2014). No 
entanto, essa possibilidade ainda precisa ser investigada. De 
fato, tão importante quanto ter agentes capazes de modular a 
etapa de reconsolidação de uma memória é ter agentes capazes 
de induzir a labilização dessa memória (BUSTOS et al., 2010). 
Do ponto de vista clínico, por exemplo, a ausência de 
desestabilização de memórias traumáticas tem sido associada à 
ação limitada de alguns fármacos que atuariam induzindo 
prejuízo de reconsolidação da memória (GAMACHE et al., 2012).  

Por fim, vale ressaltar que a maioria dos trabalhos que tem 
surgido na literatura acerca dos κORs, estão direcionados para o 
campo de pesquisa da dor. No entanto, as pesquisas nessa área 
têm incentivado novas descobertas acerca dos mecanismos 
subjacentes à ativação desses receptores, permitindo, por 
exemplo, a síntese de novos ligantes dos κORs, tais como, os 
agonistas tendenciosos (do inglês, biased agonist) triazol 1.1 e a 
6'- guanidinonaltrindol (6'-GNTI). Esses compostos são capazes, 
por exemplo, de promover analgesia sem determinar efeitos 
disfóricos ou sedativos (efeitos que limitaram o uso de agonistas 
dos κORs na clínica) (RIVES et al., 2012; EHRICH et al., 2015; 
BRUST et al., 2016). Além disso, a 6'-GNTI tem demonstrado ser 
um agonista seletivo dos κ2ORs. Em resumo, embora as 
pesquisas que envolvem os κORs sejam mais densas no campo 
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de pesquisa da dor, essas vêm fornecendo, mesmo que 
indiretamente, ferramentas farmacológicas valiosas, as quais 
seguem “abrindo portas” para as pesquisas que buscam 
esclarecer o papel dos κORs em vários outros processos 
fisiológicos, incluindo o campo de estudo das memórias. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Em resumo, é proposto aqui que a ativação dos receptores 
κ opioides, presentes no hipocampo dorsal de ratos, é importante 
para a modulação negativa da consolidação e reconsolidação de 
memórias aversivas contextuais mais intensas e generalizadas. 
Nesse contexto, a intensidade da experiência aversiva é crítica 
para determinar o recrutamento dos HDκORs.  

Esse estudo também fornece evidências sobre o papel 
inibitório dos HDκ2ORs na consolidação e reconsolidação da 
memória, embora os mecanismos subjacentes à ativação desses 
receptores ainda não estejam claros.  

Portanto, os presentes achados sugerem o envolvimento 
dos HDκORs na consolidação e reconsolidação da memória 
aversiva contextual e a potencial utilidade dos agonistas de 
κ2ORs para modular negativamente as memórias aversivas mais 
intensas e generalizadas.  

A Figura 29 resume e ilustra os principais achados desse 
trabalho. 
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Figura 29. Representação esquemática dos principais achados 
deste trabalho. 

 
 
A figura ilustra o papel proposto para os κORs localizados no 
hipocampo dorsal de ratos na (A) consolidação e (B) reconsolidação da 
memória em diferentes protocolos de condicionamento aversivo 
contextual (CAC), a partir da utilização ou não de drogas. BDNF, fator 
neurotrófico derivado do cérebro; κORs, receptor κ opioide; κ1ORs, 
receptor κ1 opioide; κ2ORs, receptor κ2 opioide.  
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Limitações do estudo 
 

(1) Ausência de anticorpos seletivos contra os κ2ORs ou, pelo 
menos, de anticorpos contra os δORs para realizar uma 
coimunoprecipitação.  
 
(2) Limitações encontradas durante a realização da técnica de 
Western blotting impediram a análise dos seguintes 
experimentos: 

- Curva temporal da imunomarcação dos HDκORs de 
ratos eutanasiados 0, 1, 3 e 6 h após a sessão de CAC fraco; 

- Curva temporal da imunomarcação dos HDκORs de 
ratos eutanasiados 0, 1, 3 e 6 h após a sessão de reativação da 
memória de um CAC moderado e forte; 

- Imunomarcação dos HDκORs de animais considerados 
“bons generalizadores” e “maus generalizadores”. Basicamente, 
após um protocolo de CAC mais intenso, com 5 choques de 1,0 
mA, os animais foram testados no contexto B e divididos em dois 
grupos: animais que apresentavam elevado tempo de 
congelamento (“bons generalizadores”) e animais que 
apresentavam baixo tempo de congelamento (“maus 
generalizadores”). 
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ANEXO A - APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM 
PESQUISA ANIMAL 
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