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RESUMO

Os principais receptores k opioides (KORs) ja descritos (k1ORs e
K2ORs) sdo expressos em regides cerebrais envolvidas no
processamento de memorias aversivas, incluindo o hipocampo
dorsal (HD). No entanto, o papel dos HDkORs na consolidagao e
reconsolidacdo de memodrias aversivas, com intensidades e
especificidades variadas, ainda nédo esta claro. Assim, o presente
estudo teve como objetivo investigar essa questdo utilizando
agentes farmacoldgicos em ratos submetidos a um protocolo de
condicionamento aversivo contextual (CAC) fraco, moderado ou
forte. A hip6tese desse trabalho foi de que o antagonista dos
HDkORs potencializa a consolidagdo e a reconsolidagdo de
memdrias aversivas contextuais mais intensas e generalizadas
em ratos, ao passo que o agonista dos kKORs exerce um papel
oposto sobre essas mesmas etapas, sendo a intensidade da
experiéncia associativa aversiva critica para 0 envolvimento
desses receptores. Em relagdo a consolidacdo da memoria, o
antagonismo de HDkORs com a nor-binaltorfimina (nor-BNI)
imediatamente apds um CAC moderado, mas ndo 6 h apos,
aumentou a expressdao do comportamento de congelamento
durante a reexposicdo ao contexto pareado, o que indica que a
ativagdo dos HDKORs tem um papel inibitério na consolidagéo de
uma memodria aversiva. Um aumento da imunomarcacdo dos
HDkORs foi observado 1 h e 3 h apés o CAC moderado. Essa
suprarregulacdo estava ausente em animais que foram apenas
expostos ao contexto ou apenas ao choque, indicando que esse
fendbmeno requer um pareamento choque-contexto para ocorrer.
A microinfusédo de nor-BNI também aumentou os niveis de BDNF
no HD 90 min apés o CAC moderado, sugerindo uma possivel
via pela qual o antagonismo dos HDkORs levou a
potencializacdo da consolidacdo da memaria. Além disso, a nor-
BNI ndo induziu alteracbes sobre o comportamento de
congelamento no protocolo de CAC fraco, mas foi capaz de
aumentar a expressdo do comportamento de congelamento em
um contexto novo e ndo pareado apdés um CAC forte, indicando
que os HDkORs também modulam a consolidagdo de uma
memodria mais intensa e generalizada. Por outro lado, a
microinfusdo intra-HD do agonista dos k2ORs, 0 GR 89696, mas
nao do agonista dos k1ORs (U-69593), reduziu a expressédo de
congelamento no contexto pareado no protocolo de CAC forte.



Este efeito parece estar relacionado aos menores niveis de
BDNF encontrados no HD 90 min apés a microinfusdo intra-HD
de GR 89696. O pré-tratamento com uma dose subefetiva de
nor-BNI preveniu os efeitos do GR 89696 sobre a expresséo do
comportamento de congelamento. Em relacdo a reconsolidacéo
da memoria, a microinfusdo intra-HD de nor-BNI (antagonista
KOR) imediatamente apds a reativacdo da memoria, mas ndo 6 h
apos, foi capaz de aumentar a expressdo de congelamento no
contexto novo e nao pareado no protocolo de CAC forte,
indicando que os HDkKORs também modulam a reconsolidagéo
dessa memoéria. Nenhum efeito foi observado quando a nor-BNI
foi administrada no protocolo de CAC moderado. Além disso, a
microinfusdo intra-HD de GR 89696 (agonista k20R)
imediatamente apds a reativacdo da memaria, mas nao 6 h apos,
reduziu a expressdo de congelamento no contexto pareado no
protocolo de CAC forte. Adicionalmente, o comportamento de
congelamento néo foi reinstalado no grupo GR 89696 apds um
choque lembrete, indicando que a ativacdo dos HDk:ORs
prejudicou a reconsolidagao da memoria aversiva. Por outro lado,
o efeito do GR 89696 foi prevenido pelo pré-tratamento com uma
dose subefetiva de nor-BNl. Em conjunto, as evidéncias
experimentais supracitadas indicam que os HDkORs regulam
negativamente a consolidacdo e a reconsolidacdo de memoérias
aversivas contextuais em ratos com intensidade e especificidade
variadas.

Palavras-chave: Hipocampo dorsal. Condicionamento aversivo
contextual. Consolidacdo de memdéria. Reconsolidacdo de
memdria. Receptores Kk opioides.



ABSTRACT

The main k opioid receptors (KkORs) already described (k1ORs
and kK2ORs) are expressed in brain regions involved in aversive
memory processing, including the dorsal hippocampus (DH).
However, the role of DH kORs 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 kORs antagonist potentiates the consolidation and
reconsolidation of more intense and generalized contextual
aversive memories in rats, whereas that DH KORs 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 kORs 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 KORs activation have an
inhibitory role in the consolidation of an aversive memory.
Increased DH kKORs 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 KOR 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 kORs also modulate the
consolidation of a more intense and generalized memory. On the
other hand, infusing the k2ORs agonist GR 89696, but not the
K1ORs 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 (kOR 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 kORs 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 (k2OR 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 k.ORs 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
KORSs 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. K
opioid receptors.
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1 INTRODUCAO

Desde a sua descoberta, o sistema opioide enddgeno é
‘rotulado” como um sistema analgésico. Dentre os trés
receptores opioides classicos ja descritos (4, © e K), em
humanos, o receptor k opioide seria o alvo menos atrativo do
ponto de vista farmacoldgico (PFEIFFER et al., 1986; WALSH et
al., 2001). Porém, nos ultimos anos, uma série de achados tem
relatado uma importante contribuicAo desses receptores na
regulacdo do humor e no processamento de memérias aversivas,
sendo esse Ultimo, o foco de estudo desse trabalho.

Embora as memdrias aversivas apresentem alto valor
adaptativo, memorias excessivamente aversivas podem se tornar
ndo adaptativas ou disfuncionais (YEHUDA et al.,, 2010;
PERUSINI, FANSELOW, 2015). Por esse motivo, € fundamental
compreendermos 0s mecanismos neurobiologicos envolvidos na
formacéo e manutencao das memoarias aversivas.

Nesse cenario, o hipocampo é uma das regides cerebrais
cruciais para o processamento dessas memorias e que contém
alta densidade de receptores opioides e seus ligantes enddgenos
(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 ativagao dos receptores u ou d opioides
aumenta a atividade dessa estrutura cerebral (COHEN et al.,
1992; CAPOGNA et al.,, 1993; REKLING, 1993; SVOBODA,
LUPICA et al., 1998), a ativagdo dos receptores k opioides
(kORs) 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 p
e 0 opioides, os KORs poderiam desempenhar um papel inibitorio
sobre a formacdo e/ou manutengcdo de memodrias.
Adicionalmente, dados obtidos a partir de estudos in vivo
sugerem que esses receptores sejam recrutados em condi¢cfes
de estresse, tal como nas experiéncias aversivas (SHIRAYAMA
et al., 2004; OGREN et al., 2010), o que poderia tornar os KORs
um alvo terapéutico promissor no campo das memoarias
traumaticas. Aliado a isso, com o0 avanco no entendimento dos
mecanismos celulares e moleculares, novos agonistas desses
receptores vém surgindo, os quais vém ganhando notoriedade
por ndo mais induzirem efeitos disféricos e sedativos, fato que
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limitou, por exemplo, 0 uso clinico dos antigos agonistas de
KORs (PFEIFFER et al., 1986; WALSH et al., 2001).

Diante do exposto, esse trabalho foi delineado com o
intuito de investigar o papel dos KORs, expressos na regido do
hipocampo dorsal de ratos, fornecendo evidéncias
farmacolégicas, comportamentais e bioquimicas de que esses
receptores sdo requeridos durante a consolidacdo e a
reconsolidacdo de memodrias aversivas contextuais mais
intensas, onde desempenham um papel inibitério sobre essas
etapas de processamento da memodria. Para isso, como ponto de
partida, se faz necessaria a compreensdo dos processos de
formacgéo e manutencdo de uma memoria.

1.1 O PROCESSAMENTO DINAMICO DAS MEMORIAS

Muito do nosso entendimento acerca do mundo e da nossa
prépria existéncia é construido com base nas informacdes que
aprendemos e armazenamos no nosso cérebro ao longo do
tempo. No entanto, mais do que meramente armazenar
informacdes, as memoérias podem modelar comportamentos com
base nas informacdes previamente armazenadas (experiéncias
prévias do individuo), permitindo assim, no contexto fisiologico, a
execucdo da resposta mais adequada frente a uma determinada
situacdo (DUDAI, 1989, 2002). Porém, frente ao grande volume
de informagfes que um individuo é exposto diariamente, € de se
esperar que apenas algumas delas sejam armazenadas de forma
duradoura, indicando que existem mecanismos especificos
capazes de sinalizar e determinar a relevancia das informacgdes a
serem armazenadas.

Nesse sentido, a emocdo envolvida durante o aprendizado
pode criticamente afetar o processamento de uma memoria, de
maneira que esta passa a ser armazenada de maneira mais
intensa e duradoura, mas as vezes de forma menos especifica
(HAMANN, 2001; McGAUGH, 2013). Por exemplo, a formacéo e
0 armazenamento de memdérias relacionadas com eventos de
valéncia emocional negativa (aversiva) possuem alto valor
adaptativo, pois fornecem suporte para garantir a execucao de
comportamentos adequados e necessarios para manter a
integridade e sobrevivéncia do organismo (JOELS et al., 2011;
McGAUGH, 2013). Por outro lado, o valor adaptativo de
memorias excessivamente aversivas €, a0 menos em parte,
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perdido, uma vez que estas tendem a resultar na distorcdo da
percepcédo de perigo (YEHUDA et al., 2010). Em humanos, esta
parece ser uma das bases para o0 desenvolvimento de
transtornos associados as memoarias traumaticas (KILPATRICK
et al., 2013).

Algumas caracteristicas das memarias trauméticas podem
ser estudadas em animais de laboratério. Em roedores, por
exemplo, memdrias aversivas formadas de maneira muito
intensa e duradoura podem levar ao desenvolvimento da
expressdo potencializada de respostas defensivas, mesmo
quando o animal for exposto as pistas ndo relacionadas com o
evento aversivo associado no momento do aprendizado
(PITMAN, 1989; GAZARINI et al., 2013). Portanto, uma melhor
compreensdo do processamento dinamico das memorias se faz
necessaria para entendermos 0S possiveis mecanismos
neurobioldgicos que sustem as memarias aversivas.

1.1.1 Formagéo das memarias: a etapa de consolidagao

Quando um individuo é confrontado com um evento
qualquer, as informacdes relacionadas com essa experiéncia sao
adquiridas mediante um processo chamado de aquisicdo da
memoria (ou aprendizado) (DUDAI, 2002). Imediatamente apos,
uma versédo temporaria dessa meméria (denominada de meméria
de curta duracdo, MCD) j& se encontra disponivel (IZQUIERDO
et al, 1999). A MCD por si s6 é capaz de guiar um
comportamento em curto prazo, caso Seja hecessario.
Entretanto, para que essa memdria possa perdurar no cérebro
como uma memoria de longa duragdo (MLD) (DUDAI, 2004),
circuitos especificos de neurénios recrutados durante a formacéo
da memdria precisam sofrer modificacfes e alteragbes plasticas
para sustentar, ao longo do tempo, o armazenamento dessas
informacdes. Essas modificagcbes requerem o envolvimento
complexo e temporalmente orquestrado de estruturas cerebrais,
sistemas transmissores e eventos bioquimicos intracelulares
(McINTYRE et al.,, 2012; JAROME et al., 2014). Portanto, as
memoérias ndo sdo formadas instantaneamente, mas sim
necessitam de uma etapa gradual de estabilizagdo para que
possam ser armazenadas no cérebro de maneira duradoura
(DUDAI, 2004).
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Ha muito tempo j& haviam evidéncias que sugeriam a
existéncia de uma etapa de estabilizacdo gradual da memodria,
poOs-aquisicdo, a qual seria crucial para a manutencdo da mesma
ao longo do tempo. Prova disso, em 1882, Ribot ja havia
demonstrado que a probabilidade de memorias recentes
sofrerem amnésia retrograda por um trauma cerebral era maior
do que em memdrias mais remotas. Contudo, foi somente apds o
trabalho realizado por Miller e Pilzecker, em 1900, que a
existéncia desse fenémeno foi aceita pela comunidade cientifica.
Naquela ocasido, os autores demonstraram que interferéncias
aplicadas logo apds, mas ndo em um periodo mais distante no
tempo, afetavam o aprendizado inicial em seres humanos. Essa
observacdo indicava a existéncia de duas caracteristicas
importantes das memodrias; a primeira delas é que, apés a
aquisicdo, as memadrias necessitam de um processo gradual de
estabilizacdo ao longo do tempo; a outra caracteristica refere-se
ao fato de que esse processo ocorre em um intervalo limitado no
tempo, durante o qual a memoria é suscetivel a interferéncias. A
esse processo gradual de estabilizagdo denominou-se
consolidacdo da memoria (do latim ‘consolidare’, tornar
concreto, fixo). Assim, com o passar do tempo, a memoéria é
consolidada e armazenada no cérebro na forma de uma
representagdo neural especifica chamada de “trago de memoéria
ou engrama”, ndo sendo, nesse momento, mais suscetivel a
interferentes (DUDAI, 2002) (Figura 1).

Nos dltimos anos, os esclarecimentos acerca dos
mecanismos fisiol6gicos que suportam a consolidacdo da
memoria vém avancando muito rapidamente em decorréncia do
melhor entendimento das suas bases celulares e moleculares.
Atualmente, sabe-se que o processo de consolidacdo envolve
modificagbes e alteragbes plasticas nos circuitos neuronais que
foram previamente recrutados no momento da aquisicdo da
mem©ria para sustentar o armazenamento dessas informacdes
(McINTYRE et al., 2012).
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Figura 1. Representacdo esquematica das primeiras etapas de
formagéo das memédrias.
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No momento da sua aquisi¢do, a memoria € temporariamente instavel
(l&bil) e suscetivel a interferentes, sejam eles fisioldgicos,
comportamentais ou farmacoldgicos. Para que essa memodria se torne
estavel e, entdo, possa perdurar no cérebro, é necessaria uma etapa
gradual de estabilizacdo (consolidacdo), a qual ocorre dentro de um
intervalo de tempo limitado (janela temporal da consolidag&o). Por fim,
apos finalizado o processo de consolidagcao, a memdria torna-se estavel
e, portanto, insensivel a interferentes. Adaptado de Dudai (2004).

Assim, a seguir serdo brevemente descritos o0s
mecanismos de plasticidade neuronais considerados basicos
para a formacéo das memoérias.

1.1.2 Plasticidade neuronal envolvida na formacao das
memaorias

A fim de que uma memodria seja formada de maneira
duradoura, se faz necessaria a ocorréncia de alteracfes
neuroplasticas, as quais dardo suporte a essa memadria. Um dos
principais mecanismos responsaveis por esse processo celular é
referido atualmente como potenciacéo de longa duracédo (LTP, do
inglés long-term potentiation). As bases para a existéncia da LTP
foram fornecidas em 1949 pelo neurocientista canadense Donald
Hebb, o qual propds a existéncia de mecanismos de
modificacdes sinapticas que, por induzirem um reforco dessas
sinapses, sustentariam a formacao da memdéria. Basicamente, a
teoria de Hebb era de que sinapses ativadas de maneira
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significativa por determinados estimulos poderiam ser
remodeladas, de forma que a sua ativacao geraria respostas de
maior magnitude nos neurbnios poés-sinapticos, um evento que
poderia justificar a reten¢do das memérias (MILNER et al., 1998;
JOHANSEN et al., 2011).

Anos mais tarde, a teoria de Hebb foi experimentalmente
comprovada por Bliss e Lgmo (1973). Esses autores
demonstraram que a estimulacao repetida de neurbnios da via
perforante de coelhos anestesiados eram capazes de aumentar o
potencial excitatério de neurdnios pds-sinapticos, levando a um
aumento sustentado na eficiéncia da transmissdo sinaptica nas
células granulares do giro denteado no hipocampo. A esse
processo denominou-se LTP. Algumas décadas depois, por
conta de processos celulares e moleculares analogos a
consolidacdo da memoria, a LTP foi proposta como o substrato
fisiolébgico para a formagcdo das memdérias (BLISS,
COLLINGRIDGE, 1993).

Desde a sua descoberta, os processos celulares e
moleculares envolvidos na inducdo da LTP vém sendo
investigados. Atualmente, sabe-se que para a inducédo de LTP se
faz necessaria a ativacdo de receptores glutamatérgicos NMDA
(N-metil D-Aspartato) e AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol propidnico) (HARRIS et al., 1984; VOLIANSKIS, 2015).
Em sequéncia, o influxo de calcio resultante da ativacdo desses
receptores leva ao recrutamento de vias intracelulares que
induzem a sintese de fatores de transcricdo (como a CREB - do
inglés, cAMP-responsive element binding protein), fatores
neurotréficos (como o BDNF - do inglés, brain derived
neurotrophic factor) e também de novas proteinas responsaveis
pelo remodelamento sindptico, como componentes estruturais (p.
ex. a Arc — Arg3.1 - do inglés, activity-regulated cytoskeletal
protein) e receptores de membrana (MIYAMOTO, 2006; PLATH
et al., 2006; BEKINSCHTEIN et al., 2014). Como consequéncia,
ocorre um aumento da superficie sinaptica e da densidade de
receptores, 0s quais sustentam a potenciacdo duradoura na
eficiéncia sinaptica (LYNCH et al., 2007). Esses processos
plasticos envolvidos na LTP sdo comuns ao processo de
consolidacdo da memoria, incluindo a janela temporal necesséria
para a sua ocorréncia. Logo, a LTP e a consolidacdo 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 fisioldgico
que sustentaria as memoérias ao longo do tempo, estudos in vivo
vém demonstrando uma relagcdo direta entre a ocorréncia do
aprendizado e a indugéo de LTP (WHITLOCK et al., 2006).

1.1.3 Acessando uma memoria: o processo de evocagéao

Uma vez consolidada, uma informacdo previamente
estabilizada e armazenada pode ser acessada mediante
exposicdo a um estimulo lembrete. Esse processo dinamico é
denominado de evocagdo da memdria. Do ponto de vista pratico,
a evocacao pode ser o Unico indicio ou prova da existéncia de
uma memoaria (JAMES, 1890).

Em 1983, o psicélogo experimental e neurocientista
cognitivista Endel Tulving propds que o processo de evocacao
era composto por duas etapas: a reativagdo e a expressao
(Figura 2). A reativacdo da memoria é considerada a etapa
inicial da evocacao e reflete a passagem do estado inativo para o
estado ativo do conjunto neuronal que codifica uma memaria. De
maneira procedimental, a reativacdo pode ser induzida pela
reexposicao as pistas ou lembretes associados no momento do
aprendizado. A segunda etapa da evocacao de uma memoria, a
expressdo, envolve a experiéncia subjetiva do lembrete e o
desempenho correspondente (expressao comportamental). No
entanto, é importante ressaltar que a etapa de reativacdo pode
ocorrer sem a expressdao da memoria (LEWIS, 1979; LEE,
FLAVELL, 2014).
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Figura 2. Representacdo esquematica da etapa de evocacdo da
memoria.

Lembrete > Reativagdao > Expressdo

Memoria Memoria
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A evocagdo € um processo complexo e bifasico que permite o acesso a
informacgé&o previamente adquirida. Mediante um estimulo lembrete, uma
memaria pode ser reativada (primeira etapa da evocag¢do da memdria).
A reativacdo consiste na passagem do traco de memdéria do seu estado
inativo para o estado ativo, permitindo, entdo, a utlizacdo da
informacg&o. Por fim, uma vez reativado, o tragco podera ou nao ser
traduzido na expressdo de um comportamento que foi codificado no
momento do aprendizado (segunda etapa da evocagdo da memoria).
Adaptado de Lewis (1979) e Lee e Flavell, (2014).

O fendbmeno da reativacdo da meméria constituiu um
importante marco no campo de estudo das memobrias por
desafiar a até entdo bem aceita “teoria da consolidagdo”. Essa
teoria postulava o estado fixo e imutavel da memdria, ou seja,
uma memoria ja consolidada permaneceria no cérebro de
maneira pouco mutavel ou imutéavel (estado fixo da memaria) e,
neste caso, a evocacdo ndo passava de uma mera leitura
passiva do aprendizado (DUDAI, 2004). No entanto, essa teoria
foi duramente contestada quando se demonstrou que a
reexposicdo de animais as pistas anteriormente associadas ao
aprendizado inicial fornecia novamente um cenario propicio para
a modulacdo dessa memoria. Nesse estudo, a aplicacdo de
choques eletroconvulsivos ap6s a sessdo de reativagdo da
memodria foi capaz de induzir um estado de amnésia retrograda
(MISANIN et al.,, 1968), sendo esse fendbmeno inicialmente
referido na literatura como "amnésia dependente de pista” (do
inglés, cue-dependent amnesia). Assim, esses resultados
sugeriam, pela primeira vez, que uma informacdo previamente
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estavel (consolidada) poderia novamente se tornar suscetivel a
modificacdes. A partir de entdo, o processo de evocacdo deixou
de ser considerado como uma mera “leitura passiva’ da
informacdo armazenada e passou a ser visto como um evento
capaz de desencadear um processo de desestabilizacdo
(processo que conduz a memoéria ao estado de labilidade)
necessario para a modulacdo da meméria pré-existente (DUDAI,
2002).

1.1.4 Reconsolidacdo da memaria

Como mencionado anteriormente, a “teoria da
consolidagdo” foi desafiada quando Misanin e colaboradores
(1968) demonstraram o fendmeno de "amnésia dependente de
pista”’. Resultados similares também foram relatados por outros
grupos de pesquisadores, onde interferéncias capazes de
prejudicar a consolidacdo de uma memdria também se
mostravam efetivas quando aplicadas imediatamente apds a sua
evocacdo (SCHNEIDER, SHERMAN, 1968; DEVIETTI,
KIRKPATRICK, 1976; MACTUTUS et al., 1979). Para explicar
esse fenbmeno, foi sugerido naquela época que, apdés a
evocagdo, uma memoria previamente consolidada poderia
novamente se tornar instavel, e, portanto, suscetivel a
modulacdo. Contudo, esses achados acabaram nao recebendo a
merecida aten¢do na época, uma vez que eles ndo conseguiam
sustentar essa nova visdo de que as memorias eram mais
dindmicas do que se pensava.

Longe do centro das atengbes por quase 20 anos, o tema
da reativacdo como forma de modulagdo da memoria foi revivido
por Przybyslawski e Sara (1997). Nesse trabalho, foi
demonstrado que o antagonismo de receptores NMDA apds a
sessao de evocacgao era capaz de prejudicar a posterior retencéo
de uma memoéria espacial. Esses achados produziram grande
impacto na comunidade cientifica, pois eles sustentavam néo
apenas a ideia de que as memodrias poderiam novamente se
tornar labeis apds a sua evocacgéo, como também indicavam que
um novo processo de estabilizacdo (referido como
reestabilizacdo) era requerido para a manutencdo dessa
memoéria. Naguele momento, a expressao "amnésia dependente
de pista” foi entdo substituida por um termo que destaca o
processo de reestabilizacdo que presumivelmente ocorre apés a
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desestabilizacdo da memoria pés-evocada: a "reconsolidacéo”
(PRZYBYSLAWSKI, SARA, 1997; SARA, 2000) (Figura 3).

Nos anos 2000, esta “teoria da reconsolidagao” foi
consagrada apds a pesquisa de Nader e colaboradores. Nesse
estudo, os autores demonstraram que a microinfusdo de
anisomicina, um inibidor de sintese proteica, na regido da
amigdala basolateral (ABL) logo apds a evocacdo da memoria,
mas ndo 6 h apéds, resultou em amnésia retrégrada no teste
subsequente. Nenhuma alteracdo foi observada quando a
anisomicina foi administrada na auséncia de reativacdo da
memoéria. Em conjunto, esses resultados reforcaram a entdo
proposta “teoria da reconsolidagdao” e indicavam, pela primeira
vez, que a reconsolidacdo era um processo gradual e limitado no
tempo (“janela temporal da reconsolidagdo”), o qual era
dependente da sintese proteica.

Figura 3. Representacdo esquematica da etapa de desestabilizacéo
e reestabilizagcdo do trago de memdria.
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Apos a reativagdo, a memoéria pode novamente tornar-se labil por um
processo chamado de desestabilizacdo. Este periodo labil e suscetivel a
interferentes  (sejam  eles fisiolégicos, comportamentais ou
farmacologicos) € transitorio, sendo gradualmente reestabilizado por um
processo chamado de reconsolidagdo da memoria. Esse processo
ocorre dentro de um periodo de tempo limitado, referido como “janela
temporal de reconsolidagdo”. Ap6s o término da reconsolidacdo, a
memodria novamente torna-se estavel, e ndo mais suscetivel a
interferentes. Adaptado de Nader e colaboradores (2000) e Exton-
McGuinness e colaboradores (2015).

Nos anos seguintes, a reconsolidacdo foi extensamente
estudada e reproduzida em diversas espécies (incluindo em
seres humanos), tarefas e regides do cérebro através do uso de
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agentes amnésicos e potencializadores (isto é, agentes capazes
de fortalecer o traco de memoéria) (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 nao conseguiram alterar a
memoéria apds a sua evocacdo (CAMMAROTA et al., 2004),
indicando a existéncia de fatores que poderiam limitar (dificultar)
a inducao da desestabilizacao e, assim, impedir a ocorréncia da
reconsolidacdo da memodria (LEE, 2009). Nesse sentido, vérias
“condi¢des limitantes” (do inglés, boundary conditions) foram
propostas, tais como a forca (SUZUKI et al., 2004) e a idade da
memoria (SUZUKI et al., 2004; ALBERINI, 2005). Portanto, hem
toda sessdo de evocacdo resulta na desestabilizacdo da
memoria (PEDREIRA et al.,, 2004; BUSTOS et al., 2009;
FORCATO et al., 2009; GISQUET-VERRIER, RICCIO, 2012;
SEVENSTER et al., 2012).

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

Por fim, apesar de seu home sugerir, a reconsolidacao nédo
€ uma mera repeticdo do processo de consolidacdo. Embora
ambos o0s processos apresentem mecanismos celulares e
moleculares em comum, evidéncias recentes vém demonstrando
mecanismos plasticos especificos para cada um desses
processos. Por exemplo, Lee e colaboradores (2004, 2008)
demonstraram que, no hipocampo dorsal, ocorre uma dupla
dissociacdo entre 0 gene de expressdo imediata Zif268 (do
inglés, Zinc finger protein) e o fator de transcricdo BDNF nos
processos de reconsolidagdo e consolidagdo, respectivamente,
em memorias aversivas contextuais. Essas conclusfes foram
baseadas na observacdo de que a microinfusdo de antisense
para BDNF resultava no prejuizo de retengcdo de um novo
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aprendizado, enquanto que o aprendizado inicial era mantido.
Por outro lado, a microinfusdo de antisense para Zif268 néao
prejudicava a aquisicio de uma nova memoria, porém
prejudicava a reconsolidacdo da memodria inicial.

1.1.5 Extingdo da meméria

Como ja mencionado anteriormente, a evocacdo pode
conduzir uma memdéria ao processo de reconsolidacdo. Mais do
gue isso, a evocacdo também pode conduzir uma memoéria a
outro processo temporalmente distinto, a extingdo (SUZUKI et al.,
2004).

A extincdo da memoria foi inicialmente descrita por lvan
Pavlov (1927). Naquela ocasido, Pavlov observou que os animais
gue passavam por reexposicdes prolongadas ou sucessivas a
um estimulo previamente condicionado diminuiam
temporariamente a expressao da resposta condicionada. A esse
processo denominou-se extingdo da memoria (VAN ELZAKKER
et al., 2014). No entanto, apesar do termo sugerir, a extingdo nao
resulta no apagamento ou eliminacdo da memdria original, e sim
na supressao temporaria da sua expressao comportamental
(QUIRK et al., 2010). Nesse sentido, a extincdo desempenha
importante papel na flexibilidade da expressdo comportamental
(SOTRES-BAYON, QUIRK, 2010).

Visto que uma das principais caracteristicas da extingéo &
a supressédo temporaria da expressdo da resposta condicionada,
€ esperado que a expressado dessa resposta retorne em algum
momento. Em modelos animais, o0 retorno da resposta
condicionada ocorre (1) pelo “simples” passar do tempo (referido
como recuperacdo espontanea) (BOUTON, 2006), (2) pela
exposicdo a um segundo evento aversivo (referido como
reinstalacdo) (BOUTON, BOLLES, 1979; WESTBROOK, 2002)
ou (3) pelo contato com componentes associados ao
aprendizado inicial que ndo foram extintos (referido como
renovacdo) (BOUTON, RICKER, 1994). Nas trés condi¢des
mencionadas acima, o retorno da expressdo da resposta
condicionada parece ser ocasionado pela ativacdo (ou
desinibicao) do conjunto neuronal que suporta a memaria original
(BOUTON, 2006). Em resumo, essas caracteristicas permitem o
estudo do processo de extincdo da memoria, além de poderem
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ser usadas como ferramentas para dissociar 0 processo de
reconsolidacéo do de extin¢ao.

1.1.6 Generalizagcdo comportamental

A generalizacdo pode ser definida como a associagéo e
expressdo de respostas comportamentais relacionadas a
determinado estimulo (pista ou contexto) em resposta a
estimulos que sejam diferentes, porém semelhantes aqueles
presentes na experiéncia original (HUCKLEBERRY et al., 2016).
Do ponto de vista fisiol6gico, a generalizacdo é um fendmeno
altamente adaptativo, pois ela permite o acesso as informacgdes
previamente aprendidas para guiar a escolha de
comportamentos adequados frente a situagcbes que sejam
similares as experiéncias ja vivenciadas, ja que os estimulos nao
ocorrem exatamente da mesma forma na natureza
(DUNSMOOR, PAZ, 2015; HUCKLEBERRY et al., 2016).

Um dos relatos mais antigos acerca da generalizacéo foi
fornecido por Ilvan Pavlov, em 1927. Basicamente, ele observou
que a salivacdo de cdes em resposta a um estimulo sonoro
especifico, poderia ser provocada também por estimulos sonoros
de outras frequéncias que nunca haviam sido associados ao
recebimento de alimento. Mais tarde, Lashley e Wade (1946)
cunharam o termo “generalizagdo” para descrever esse
fendbmeno. A partir de entdo, uma série de estudos vem tentando
caracterizar a generalizagdo. Nesse sentido, grandes
contribuicbes foram fornecidas por Guttman e Kalish (1956)
gquando eles demonstraram em pombos a existéncia de um
gradiente de generalizagdo: pombos inicialmente condicionados
a luzes com comprimentos de onda especificos apresentavam
um grau de resposta condicionada que era indiretamente
proporcional & diferenca entre o comprimento de onda
condicionado e o apresentado. Esse achado indicou que o grau
de resposta generalizada para estimulos novos dependia da
similaridade entre o estimulo novo e o estimulo inicial.
Adicionalmente, os autores mostraram que a generalizacdo da
resposta ndo dependia da capacidade de distincdo sensorial
entre as pistas apresentadas, sugerindo que a generalizagdo nao
resulta de uma mera falha de discriminagdo sensorial de
estimulos. Atualmente, estudos de imagem em humanos
reforcam essa premissa de que a generalizagdo ndo é um
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fendbmeno passivo, mas sim um fenémeno ativo que depende da
acdo orquestrada de diversas regides encefalicas em um sistema
de decisdo complexo baseado em ambiguidade e incerteza
(ONAT, BUCHEL, 2015).

Embora a generalizacdo ndo seja uma propriedade
exclusiva das memorias aversivas, tem sido demonstrado que as
memorias formadas por estimulos com carater aversivo elevado
tém maior tendéncia de generalizacdo (PITMAN, 1989;
GHIRLANDA, ENQUIST; 2003; DUNSMOOR, MURPHY:; 2015).
Do ponto de vista adaptativo, essa relacdo é extremamente
importante no sentido de garantir a manutencdo e a
sobrevivéncia do individuo (DUNSMOOR, PAZ, 2015;
HUCKLEBERRY et al., 2016). Por outro lado, tdo importante
guanto generalizar para garantir a integridade do individuo, é
limitar a generalizacdo para evitar que respostas
comportamentais inapropriadas sejam expressas na presenca de
situacbes muito diferentes daquela da experiéncia original,
condicdo definida na literatura como overgeneralization
(supergeneralizagdo, em termos quantitativos e/ou qualitativos)
(DUNSMOOR, PAZ, 2015). Nesse contexto, é importante
ressaltar que o grau de especificidade (ou generalizacdo) é
influenciado pela intensidade da experiéncia 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 ndo associadas (GHOSH,
CHATTARJI, 2015).

Por fim, a generalizacdo comportamental € um fenémeno
gue pode ser rapidamente induzido e observado em animais
experimentais através de manipulacbes farmacoldgicas
(GAZARINI et al. 2014), ou ainda ser observado como um
fendbmeno temporal, nesse caso possivelmente refletindo o
processo de “consolidacdo sistémica” da memoéria. A
consolidacao sistémica tem sido descrita como um processo de
reorganizacdo estrutural, no qual a importancia relativa do
hipocampo em suportar um traco de memodria com alta
especificidade contextual vai sendo reduzida com o passar do
tempo, ao passo que a importancia do cortex pré-frontal, uma
regido com menor especificidade contextual, seria aumentada
(WINOCUR et al., 2007; GOSHEN et al., 2011).
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1.2 ESTUDANDO A NEUROBIOLOGIA DAS MEMORIAS
AVERSIVAS: O CONDICIONAMENTO AVERSIVO
CONTEXTUAL

No campo da pesquisa das memoérias aversivas, 0
paradigma do condicionamento aversivo contextual (CAC) tem se
mostrado uma ferramenta muito Util, uma vez que este protocolo
permite o estudo da dindmica e da neurobiologia das memérias
aversivas em condicdes relativamente controladas em animais
de laboratorio.

Embora o CAC seja comumente referido como
condicionamento Pavloviano, alguns grupos ja estudavam
alteracbes comportamentais em ratos muito antes do trabalho
classico de Ivan Pavlov (1927) (CARR, WATSON, 1908),
incluindo estudos com a aplicagdo de choques elétricos (estimulo
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 associacdo entre um
estimulo emocionalmente neutro (estimulo neutro - EN; p. ex.:
contexto) com um estimulo biologicamente relevante (estimulo
incondicionado - El; p. ex.: choque elétrico nas patas). Uma vez
associados, 0 EN passa agora a ser interpretado como um
estimulo condicionado (EC) capaz de induzir a expressdo de
respostas condicionadas. No caso do CAC, a expressao da
resposta de congelamento frente ao EC € comumente usada
para inferir o indice de aprendizado dessa tarefa, ou seja, de
retencao da meméria (BLANCHARD, BLANCHARD, 1969).

Uma das grandes vantagens desse protocolo é que o El
pode ser ajustado previamente de acordo com a hip6tese de
trabalho. Por exemplo, 0 aumento no nimero (GAZARINI et al.,
2014) ou na intensidade dos choques elétricos (BALDI et al.,
2004) se correlaciona positivamente (pelo menos até se atingir o
platé da curva de aprendizado) com os niveis de expressdo da
resposta de congelamento. Nesse sentido, protocolos de
condicionamento considerados fracos (p. ex.: 1 choque de 0,4
mA) ou intermediarios (p. ex.: 1 choque de 0,7 mA) sédo
comumente adotados para produzir um baixo nivel de
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congelamento. Essa estratégia permite, por exemplo, otimizar a
visualizacdo de manipulacdes cujo objetivo é o de facilitar a
formacédo da memaoria (MALDONADO et al., 2011).

Um fato que reforga ainda mais a utilidade do protocolo de
CAC como uma importante ferramenta no estudo das memarias
aversivas € que 0s eventos temporalmente orquestrados, que
ocorrem antes, durante ou apds a sessado de condicionamento,
estdo intimamente relacionados as diferentes etapas da
formacdo e da manutencdo da memoria aversiva. Assim, € na
sessdo de condicionamento que ocorre a aquisicdo da
infformacdo (pareamento do EC + EI). A consolidacao
compreende o processo gradual que se inicia durante a sesséo
de condicionamento e que se estende por algumas horas.
Durante essa ”janela temporal de consolidagdo” a informagéo
esta labil e, portanto, suscetivel & modulagdo enddgena (p. ex:
por horménios do estresse) ou exdégena (p. ex: por agentes
farmacolégicos), com impacto direto na estabilizacao do traco de
memoria em formagdo (McGAUGH, 2000). Portanto, para o
estudo da etapa de consolidagdo da memoria, as manipulagbes
farmacolégicas sdo habitualmente realizadas imediatamente
apos a sessédo de condicionamento. A evocacéao (reativacdo da
memdéria) no CAC seria desencadeada pela reexposi¢do do
animal ao contexto pareado. Finalmente, apdés a evocacdo, a
memoéria podera labilizar (dependendo das condicdes
experimentais), permitindo assim o estudo da etapa de
desestabilizacdo e, posteriormente, da reconsolidacdo. Assim,
as manipulacées farmacolégicas que visam interferir com a etapa
de reconsolidacdo sédo habitualmente realizadas imediatamente
apos a sessao de reativacdo da memoria. Por fim, o fenbmeno
de generalizacdo pode ser estudado no CAC a partir da
exposicdo do animal a um contexto ndo pareado ao El e com a
andlise subsequente dos niveis da resposta condicionada (p. ex.:
congelamento) expressa nesse ambiente.

Em relacdo aos substratos neuronais que suportam o CAC,
tem sido demonstrado que regides cerebrais, como o cortex pré-
frontal, a amigdala, o hipocampo, o nucleo reuniens do talamo e
a matéria cinzenta periaquedutal (MCP), fazem parte de um
circuito mdltiplo de estruturas recrutadas no processamento das
memoarias aversivas (MAREN et al.,, 2013; ROZESKE et al.,
2014; TROYNER et al., 2018). Diversas vias neuronais presentes
nessas regides formam conexdes diretas ou indiretas que
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sustentam e participam ativamente das etapas de formacgdo e
manutencdo da memoaria aversiva (BANNERMAN et al., 2014).
Embora a contribuicdo relativa de cada uma dessas
estruturas ja tenha sido relatada (embora longe de serem
totalmente elucidadas) no paradigma do CAC, atencéo especial €
direcionada para o hipocampo, uma vez que, por se tratar de
uma memo©ria contextual, a participacao dessa regido cerebral ja
esta bem demonstrada (embora longe de ser totalmente
elucidada) (PHILLIPS, LEDOUX, 1992; FANSELOW, 2000).

1.3 O HIPOCAMPO, AS MEMORIAS E OS NEUROPEPTIDEOS

O hipocampo é uma regido cerebral que esta 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 possivel em funcao
da dissociacdo anatbmica e funcional ao longo do seu eixo
longitudinal. Enquanto 0s processos emocionais em roedores
sdo mais relacionados a porgéo ventral (hipocampo ventral, HV)
(regido homologa ao hipocampo anterior em primatas), o
hipocampo dorsal (HD) (regido homologa ao hipocampo posterior
em primatas) € tipicamente relacionado ao processamento das
memorias (FANSELOW, DONG, 2010). As diferencas funcionais
dessas duas regidbes podem ser sustentadas pelo perfil de
conectividade distinto dessas regides com outras estruturas
cerebrais, bem como por diferengcas na expressdo génica e nos
marcadores moleculares (FANSELOW, DONG, 2010).

Quanto as conexdes, o HD envia projecdes para estruturas
corticais, especialmente aos cértices retroesplenial e cingulado
anterior (ambos envolvidos com func¢des de navegacao espacial,
de aprendizado e memoéria (CENQUIZCA, SWANSON, 2007),
enquanto recebe informacdes oriundas dos cortices visual,
auditério e sensoriais, primario e secundario, através do cortex
entorrinal medial (0o que justifica seu papel na codificacdo de
pistas contextuais e no processamento das memdrias) (MOSER,
MOSER, 1998). Adicionalmente, o HD também se conecta
indiretamente (via cortex entorrinal e perirrinal) com o cortex pré-
frontal medial (CPFm) e a amigdala (PITKANEN et al.,
2000; VERTES, 2006; FANSELOW, DONG, 2010; TANAKA et
al., 2014). Essas conexfes podem justificar o envolvimento de
eventos emocionais na potencializagdo do processo de
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consolidacdo e/ou reconsolidagdo das memorias 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 modulatério sobre os processos emocionais.

O hipocampo foi descrito no século XV pelo anatomista e
cirurgido italiano Julius Caesar Arantius, o qual também cunhou o
termo “hipocampo” pela primeira vez (do grego, hippos ["cavalo"]
e kampos ['monstro marinho"]). No entanto, descrigbes
detalhadas da citoarquitetura do hipocampo foram fornecidas
somente no século XX por Santiago Ramén y Cajal e Raphael
Lorente de NG, através do refinamento da técnica de coloracdo
por sais de prata empregada por Camillo Golgi (FAIREN, 2007).
Essa técnica permitiu entdo revelar detalhes da estrutura
neuronal dessa regido sob o microscépio. A partir de entao,
Lorente de NO prop6s trés subdivisbes para o hipocampo
baseado nos padrbes de conectividade, atribuindo a elas o0 nome
de Corno de Amon 1, 2 e 3 (CAl, CA2 e CAS3, respetivamente)
(FAIREN, 2007).

A grande capacidade de processamento de memobria
atribuida a formacdo hipocampal (composta pelas trés sub-
regides anteriormente citadas, além do giro denteado, subiculo e
coértex entorrinal; SCHULTZ, ENGELHARDT, 2014) deve-se, em
parte, a existéncia do circuito trisinaptico dessa regido. Esse
circuito permite alta eficiéncia na recepgédo e gerenciamento de
informacbes (NEVES et al.,, 2008). Para fins didaticos, esse
circuito pode ser simplificadamente descrito da seguinte maneira:
(1) através da via perforante, o cortex entorrinal (regido medial)
envia projecdes que transmitem informagdes sensoriais (oriundas
dos cortices visual, auditério e sensorial primario e secundario)
as células granulares do giro denteado (GD) (MOSER, MOSER,
1998). Por sua vez, (2) o GD envia suas proje¢des axonais (que
compdem as fibras musgosas) para as células piramidais
presentes na regido CA3, (3) que entdo as retransmitem para a
regido CAl via proje¢cdes colaterais de Schaffer. Apos
processada, a informacdo é entdo enviada a outras regides, tal
como o préprio cortex entorrinal (via regido medial e lateral)
(ANDERSEN et al., 2007) (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica da estrutura hipocampal.
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Circuito trisinaptico do fluxo intrinseco de informagdo no hipocampo
dorsal. VP, via perforante. Adaptado de Moser e Moser (1998), Neves et
al. (2008) e Dierssen (2012).

Para que uma memodria seja formada, se faz necessaria a
ocorréncia de eventos plasticos, as quais iréo codificar e suportar
essa memodria ao longo do tempo. Um dos principais processos
de plasticidade celular envolvidos é a ja mencionada LTP. Sabe-
se que para a ocorréncia desse processo € essencial a
participacdo de neurotransmissores classicos, tal como o
glutamato (HARRIS et al., 1984; VOLIANSKIS, 2015). Entretanto,
0 envolvimento de outras moléculas, como por exemplo, 0s
neuromoduladores peptidicos, também se faz necessario para
fornecer um “ajuste fino” dos processos plasticos envolvidos na
formacao e manutencdo de memoérias (OGREN et al., 2010).

O conceito de neuropeptideos (NPs), como peptideos com
atividade neurogénica, foi primeiramente proposto por David de
Wied na década de 1960. Em seus estudos, de Wied demonstrou
que animais hipofisectomizados apresentavam prejuizo de
aprendizado, sendo essa condicdo revertida pelo tratamento
crébnico com um polipeptideo chamado de hormoénio
adrenocorticotrépico que restaurou essa condicdo (DE KLOET,
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1987). A partir de entdo, deu-se inicio as investigacdes sobre o
papel dessas moléculas sobre as fun¢des cognitivas.

Visto que a expressdo dos NPs e seus receptores ocorre
em praticamente todo o encéfalo, ja seria esperado que essas
substancias também pudessem influenciar o0s processos
relacionados ao aprendizado e & memoéria (BORBELY et al.,
2013). Contudo, diferentemente dos neurotransmissores
classicos, os NPs parecem ser requeridos principalmente em
situacBes de estresse mais intensas, tal como ocorre durante
uma experiéncia aversiva (SHIRAYAMA et al., 2004; OGREN et
al., 2010). De fato, tem sido relatado o envolvimento desses
peptideos no processamento das memdrias com contetudo
emocional negativo (OGREN et al., 2010). Nesses casos, 0S
efeitos dessas substancias sao atribuidos a um processo
modulatério sobre a neurotransmissao classica, uma vez que
ambas as substancias coexistem na maioria dos neurbnios
(LUNDBERG, 1983; OGREN et al., 2010).

Nesse contexto, evidéncias tém surgido acerca do papel
da dinorfina, um neuropeptideo opioide, e seu receptor de maior
afinidade, o receptor k opioide (KOR) (CHAVKIN et al., 1982).
Além do fato de ambos ja terem sido identificados em regides
cerebrais envolvidas no processamento e na manutencdo de
memorias, como no hipocampo (ZUKIN et al., 1988;
UNTERWALD et al., 1991), a ativagdo dos kORs pela dinorfina é
capaz de reduzir a excitabilidade dessa regido (WAGNER et al.,
1992; SIMMONS, CHAVKIN, 1996), bem como de inibir a
inducdo de LTP (WAGNER et al.,, 1993). Assim, esses dados
sugerem um papel modulatério inibitério mediado por esses
receptores sobre os processos de aprendizado e memoéria. Essa
sugestdo 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),
condicdo em que exerce um efeito inibitério sobre a acdo e a
liberacdo do mesmo (SIMMONS et al.,, 1994). Aliado a isso,
niveis elevados de dinorfina foram observados no hipocampo de
ratos apos protocolos envolvendo experiéncias aversivas
(SHIRAYAMA et al., 2004), o que torna os HDkORs (receptores k
opioides presentes na regido do hipocampo dorsal) potenciais
candidatos para modular memorias aversivas.

Nesse momento, um melhor entendimento acerca dos
KORs e dos demais elementos que compbe esse sistema
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denominado de “sistema dinorfinérgico” se faz necessario para
podermos avangar com esse tema.

1.4 SISTEMA DINORFINERGICO

Na década de 70, Goldstein e colaboradores (1979)
descreveram as propriedades de um peptideo opioide que
possuia 13 aminoacidos (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle-Arg-
Pro-Lys-Leu-Lys), o qual anteriormente ja havia sido isolado a
partir da pituitaria de porco (COX et al., 1975; TESCHEMACHER
et al.,, 1975). Para denotar a sua extraordinaria poténcia, esse
peptideo foi chamado de dinorfina Ai-13 (do inglés, dynorphin;
prefixo “dyn” do grego dynamis que significa poder/forca e o
sufixo “orphin”indica que é de natureza opioide). Mais tarde, uma
sequéncia completa contendo 17 residuos de aminoéacidos foi
identificada (GOLDSTEIN et al., 1981), sendo esse peptideo
chamado de dinorfina A1.17. Uma forma bioativa ainda menor da
dinorfina A, a dinorfina Ais, também foi descrita (MINAMINO et
al., 1980). Por fim, também foram identificados outros dois
peptideos, posteriormente chamados de dinorfina Bi.13 - rimorfina
- e dinorfina B1.29— leumorfina.

No sistema nervoso central (SNC), as dinorfinas séo
sintetizadas nos neurbnios pré-sinapticos a partir de um
precursor proteico biologicamente inativo chamado pré-dinorfina
(248 aminacidos) (Figura 5) (WATSON et al., 1983). Ap6s uma
série de reacdes enzimaticas mediadas por endopeptidases
(convertases de pré-horménios do tipo 1 e tipo 2), as dinorfinas A
e B sdo formadas. Em seguida, esses peptideos séao
armazenados em vesiculas 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). Apds liberada, a dinorfina pode interagir com o0s
KORs (para mais detalhes do receptor, ver adiante) localizados
na pré- e poés-sinapse, ou ainda ter sua atividade limitada
mediante a acdo de enzimas de degradacdo chamadas de
aminopeptidases-N (TURNER, 1998). Essas metalopeptidases
sdo capazes de remover o grupo tirosina contido na porcdo N-
terminal da estrutura peptidica da dinorfina, o qual é essencial
para a acdo opioide mediada por esse peptideo (SCHWARTZ et
al., 1981; DUA et al., 1985).
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Em paralelo a descoberta da dinorfina, foi proposta a
existéncia dos receptores para a propria dinorfina e demais
opioides a partir de observacdes 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, 0s receptores que possuiam alta
capacidade de ligagdo com a morfina ficaram conhecidos como
receptores W opioides, enquanto que os que foram sensiveis a
ligacdo da droga cetociclazocina (do inglés, ketaciclazocine)
foram denominados de receptores k opioides. Por ultimo, os
receptores O opioides foram farmacologicamente identificados
pela sua alta afinidade por encefalinas (LORD et al., 1977).
Posteriormente, com o0 advento da tecnologia de DNA
recombinante, tornou-se possivel a clonagem e a caracterizagéo
dos genes referentes aos diferentes receptores opioides,
incluindo o dos kORs. O gene que codifica os receptores ©
opioides foi o primeiro a ser clonado e, poucos anos apés, 0s
genes que codificam os receptores | e K 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 KORs
expressos em ratos apresentam 94% de homologia com os KORs
expressos em humanos, o que justifica o estudo em roedores, do
ponto de vista translacional devido a sua possivel aplicacéo
clinica.

Os «kORs pertencem a classe dos receptores
metabotrépicos acoplados preferencialmente a uma proteina Gip.
Os mecanismos de transducdo de sinal referentes a ativagéo
desses receptores ainda ndo estdo completamente elucidados.
No entanto, como todos os receptores opioides, a ativacdo dos
KORs pela dinorfina pode ser dividida em um processo de dois
estagios: um estagio inicial de ativacdo de cinase dependente de
ligante e um estagio subsequente dependente da cinase 3 de
receptores acoplados a proteina G (GRK3)/arrestina, o qual
resulta na internalizacdo e regulacdo negativa do receptor (do
inglés, dowregulation) (BRUCHAS, CHAVKIN, 2010). No primeiro
estagio, a interacédo da dinorfina com o KOR recruta a Gai, a qual
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inibe a producdo de AMPc, via inibicdo da adenilato ciclase
(TAUSSIG et al., 1993), e ativa vias de sinalizacdo relacionadas
com as cinases ativadas por mitdgenos (MAPKSs), tais como a
ERK1/2 precoce, a c-Jun N-terminal e a p38 (BRUCHAS,
CHAVKIN, 2010). A ativacdo inicial dos kKORs também recruta a
GBy, que, por sua vez, desempenha um papel inibitério neuronal
através da ativacao direta dos canais para K*de retificacéo
interna (HENRY et al., 1995) e da inibicdo da abertura dos canais
para Ca?* voltagem-dependentes (RUSIN et al., 1997). Por outro
lado, apés a ativacao prolongada, ou seja, no segundo estagio, o
KOR torna-se fosforilado devido acdo da GRK-3 (APPLEYARD et
al., 1999), fato que permite a subsequente ligacdo do receptor
com a arrestina (LOHSE et al., 1992). Em sequéncia, 0 complexo
KOR-arrestina recruta fatores de transcricdo 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 nucleo accumbens, por
exemplo, a ativagcdo da via kOR-pCREB é implicada na
regulacdo da expressdo do gene que codifica a pré-dinorfina
(CARLEZON et al., 2005) e na promocéao de efeitos do tipo pro-
depressivos. Por outro lado, a ativacdo da via kOR-p38 é
requerida, por exemplo, em neurdnios dopaminérgicos da area
tegmental ventral para gerar aversado condicionada por lugar. Por
fim, o kKkOR tem sua atividade limitada mediante a sua
internalizacdo (LOH et al., 2017).

Até 0 momento, pelo menos dois tipos de KORs ja foram
identificados com base em estudos de ligacdo, autoradiografia e
estudos comportamentais: os receptores ki opioides (K1ORs) e
os receptores k2 opioides (k20Rs) (NOCK et al., 1988; ZUKIN et
al., 1988; CLARK et al., 1989). Diferentemente dos kiORs, 0s
guais sao produtos do gene receptor opioide kappa 1 (Oprkl; do
inglés opioid receptor kappa 1), os k2ORs foram propostos como
heterodimeros formados pelos produtos génicos do Oprkl e do
receptor opidide delta 1 (Oprdl; do inglés, opioid receptor delta
1) (MENG et al., 1993; SIMONIN et al., 1995).
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Figura 5. Esquema geral da circuitaria classica que envolve os
KORs e a dinorfina.
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Representacdo de uma fenda sinaptica com neurbnios (A) pré e (B)
pos-sinapticos. No esquema, podem ser observados (1) a sintese, (2) o
armazenamento, (3) a liberagdo vesicular, a localizacdo dos receptores
K opioides (4) na pré-sinapse e (5) na pos-sindpse e (6) a enzima de
degradacdo da dinorfina. K1OR, receptor k1 opioide; k2OR, receptor k2
opioide; AP-N, aminopeptidase-N; AMPA, receptor AMPA para o
glutamato; NMDA, receptor NMDA para o glutamato; AMPc, adenosina
monofosfato ciclico. 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 extraida da plataforma comercial
mindthegraph®.
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1.4.1 Receptor k opioide hipocampal nos processos de
aprendizado e memaria

Experimentos in vitro e in vivo tém sugerido que a ativacéo
dos KORs do hipocampo promove um efeito modulat6rio negativo
sobre 0 processamento da memoéria, embora algumas
divergéncias entre linhagens e espécies tenham sido
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encontradas. Estudos iniciais in vitro, realizados em fatias
hipocampais de cobaias, demonstraram que a ativacdo dos
KORs pela dinorfina diminuiu significativamente a excitabilidade
hipocampal (WAGNER et al., 1992; SIMMONS, CHAVKIN, 1996)
e também prejudicou a inducdo da LTP (WAGNER et al., 1993).
Por outro lado, o antagonismo seletivo dos kKORs pela nor-
binaltorfimina  (nor-BNI) facilitou a LTP nessa estrutura
(WEISSKOPF et al., 1993). Em contraste, o bloqueio dos KORs
em fatias hipocampais de ratos nao foi capaz de afetar a LTP
(BRAMHAM, SARVEY, 1996). Além disso, a ativacdo desses
receptores também ndo teve efeito sobre o0s potenciais
excitatérios poOs-sinapticos dependendo da linhagem dos ratos
testadas (SALIN et al., 1995), embora tenha sido capaz de
reduzir a liberacdo de glutamato em sinaptossomas (CONNER-
KERR et al., 1993).

Contudo, apesar dos resultados in vitro serem
aparentemente contraditérios entre as espécies, estudos
comportamentais in vivo tém ajudado a esclarecer o papel dos
HDkORs de ratos. Assim, tem sido sugerido que a ativagado
desses receptores prejudica o aprendizado espacial em ratos.
Essa sugestdo é sustentada pelos achados de SANDIN e
colaboradores (1998) em que a microinfusdo de dinorfina na
regido CA3 do HD inibiu o aprendizado no paradigma do labirinto
aquatico de Morris. Além disso, a microinfusdo do agonista
seletivo de kORs, o U-50,488H, na regido CA3 do HD resultou
em menor expressdo 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 administragdo prévia de nor-BNI (DAUMAS et al.,
2007). Curiosamente, a microinfusdo isolada de nor-BNI, per se,
ndo produziu qualquer alteragdo nesses dois paradigmas
experimentais, 0 que parece ser conflitante com achados
anteriores de Shirayama e colaboradores (2004) que indicavam a
participacdo dos kKORs em experiéncias aversivas. Esses
resultados levantaram a possibilidade de que a intensidade de
uma experiéncia aversiva poderia ser critica para o recrutamento
dos HDkORs nos processos mnemdnicos. Além disso, a
contribuicdo dos diferentes tipos de KORs presentes no HD de
ratos (k1ORs e k2ORs) na consolidacdo e reconsolidacdo da
memoria aversiva contextual em ratos permanece a ser
investigada.
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2 HIPOTESE

Em meio a esse cenario de achados contraditérios e
incompletos, levantamos a hip6tese de que a microinfusdo do
antagonista dos kORs no hipocampo dorsal de ratos potencializa
a consolidacdo e a reconsolidagdo de memorias aversivas
contextuais intensas e generalizadas, ao passo que a
microinfusdo do agonista dos KORs exerce um papel oposto
sobre essas mesmas etapas, sendo a intensidade da experiéncia
associativa aversiva critica para o0 envolvimento desses
receptores.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

- Investigar o papel dos KORs no hipocampo dorsal de
ratos sobre a consolidacdo e a reconsolidacdo da memoria
aversiva contextual, utilizando protocolos de
condicionamento aversivo contextual de diferentes
intensidades.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito da microinfusdo do antagonista dos KORs
na consolidacdo da memdria apds o CAC de intensidade
moderada;

- Analisar os efeitos do CAC moderado na imunomarcacgao
de HDKORSs durante a consolidagcdo da memodria;

- Avaliar o efeito da microinfusdo do antagonista dos kKORs
sobre os niveis de BDNF no HD durante a consolidacdo da
memodria no protocolo de CAC moderado;

- Investigar o efeito da microinfusdo do antagonista dos
KORs na consolidacdo da memoéria apds diferentes
intensidades de CAC (CAC forte e CAC fraco);

- Avaliar o efeito do agonista dos ki1ORs e k2ORs na
consolidacdo da memoria no protocolo de CAC forte;

- Analisar o efeito do agonista dos k1ORs e k2ORs sobre os
niveis de BDNF no HD durante a consolidacdo da memoria
no protocolo de CAC forte;

- Avaliar o efeito da microinfus@o do antagonista dos kORs
na reconsolidacdo da memoédria apés diferentes
intensidades de CAC (CAC moderado e CAC forte);

- Investigar o efeito do agonista dos k:ORs na
reconsolidacdo da memoéria no protocolo de CAC forte;
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- Avaliar o efeito do agonista dos k2ORs na reconsolidacéo
da memodria apds um CAC forte utilizando o protocolo de
reinstalacao;

- Analisar o efeito do agonista dos k2ORs e da microinfusdo
do antagonista dos kORs no teste de borrifagem com
sacarose.
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4 MATERIAL E METODOS
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 naive ou
operados, respectivamente) em ambiente com temperatura
controlada (22 + 1 °C) e ciclo claro/escuro de 12 h, com as luzes
acesas as 7 h. A comida e a agua foram fornecidas ad libitum.

O Comité de Etica para o Uso de Animais de Laboratorio
da UFSC (CEUA-UFSC) aprovou todos os procedimentos
experimentais realizados: CEUA-UFSC-PP0798/PP9771. Os
procedimentos também estdo em conformidade com o Guia do
Instituto Nacional de Saude para o Cuidado e Uso de Animais de
Laboratério (NIH No. 80- 23, 1996). Todos o0s testes
comportamentais foram realizados durante a fase clara do ciclo
claro/escuro. Todos os cuidados foram tomados para minimizar o
sofrimento e reduzir o nimero de animais utilizados.

4.2 DROGAS

O antagonista seletivo de KORs, o dihidrocloridrato de nor-
binaltorfinina (TAKEMORI et al., 1988) (nor-BNI; 0,3, 1,0, 3,0 e
10,0 nmol/0,5 pL/hemisfério; Sigma-Aldrich, EUA), e 0 agonista
seletivo de k2ORs, 0 GR 89696 fumarato (BUTELMAN et al.,
2001) (0,1, 0,3 e 1,0 nmol/0,5 pL/hemisfério; Tocris, EUA), foram
dissolvidos em PBS contendo 10% de DMSO (Vetec, Brasil). O
agonista seletivo de k1ORs, 0 U-69593 (ZUKIN et al., 1988) (0,1,
0,3, 1,0 e 30,0 nmol/0,5 pL/hemisfério; Sigma-Aldrich, EUA), foi
inicialmente diluido em PBS contendo 2% de HCI 0,1N e,
posteriormente, neutralizado com NaOH a um pH préximo de 7,0.
Finalmente, o antagonista dos receptores a-adrenérgicos, o
cloridrato de ioimbina (IOl; 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 concentragcdes e doses
foram baseadas em experimentos pilotos realizados em nosso
laboratorio.



58

4.3 CIRURGIA ES:I'EREOTAXICA, PROCEDIMENTO DE
MICROINFUSAO DAS DROGAS E HISTOLOGIA

Os animais foram anestesiados com uma injecdo 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 mi/kg. Apds anestesiados, os animais foram entdo
posicionados no aparelho estereotaxico (Stoelting, EUA) com o
suporte de duas barras auriculares. A assepsia do campo
cirdrgico foi realizada com uma solucao de alcool iodado 2%. Em
seguida, foi administrada uma solucdo de anestésico local
(lidocaina 3%/noradrenalina 1:50.000; Dentsply, Brasil) por via
subcutanea (s.c.) no local da incisdo. Um corte longitudinal da
pele, acima do crénio, permitiu a exposicdo e raspagem do
periésteo para a exposi¢cdo do cranio e das suturas lambdéide e
coronal. Apos perfuracdo com broca odontologica, dois parafusos
de aco inoxidavel foram afixados ao cranio do animal para
oferecer suporte a posterior protese de acrilico utilizada. Duas
canulas-guia de aco inoxidavel (comprimento = 11,0 mm;
didmetro 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 relacdo a
sutura central, DV = 2,0 mm a partir do osso do cranio. As
coordenadas foram obtidas usando o Atlas do Cérebro de Ratos
(PAXINOS, WATSON, 2009). Posteriormente, uma camada de
acrilico odontolégico auto-polimerizavel de secagem rapida foi
aplicada para cobrir toda a superficie exposta do cranio e afixar
as canulas e os parafusos em uma prétese sdlida. O
procedimento de analgesia pés-cirlrgica foi realizado mediante
uma injecdo s.c. de flunixina meglumina (2,5 mg/kg; Schering-
Plough, Brasil). Ap6s a cirurgia, os animais foram mantidos em
ambiente aquecido para evitar uma possivel hipotermia causada
pela anestesia. Em seguida, os animais foram levados ao biotério
do Laboratério de Neurofarmacologia aonde permaneceram até a
realizacdo dos experimentos.

Os procedimentos experimentais foram iniciados 8 a 10
dias apés a cirurgia estereotaxica. As microinfusdes foram feitas
utilizando uma microseringa (Hamilton, EUA) de 10 uL conectada
por um tubo de polietiieno (PE10) a uma agulha gengival
adaptada (30 G; comprimento = 12,3 mm. A agulha foi entdo
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introduzida na canula guia e a microinfusdo das drogas foi
realizada com o auxilio de uma bomba de microinfusdo (Insight,
Brasil) a uma taxa de 0,5 yL/min e um volume total de injecdo de
0,5 uyL/hemisfério. O deslocamento de uma bolha de ar dentro do
tubo de polietileno foi utilizado para verificar o deslocamento da
droga. Apds o término da microinfusdo, a agulha foi mantida no
local por mais 30 s para assegurar a microinfusdo total da droga
e reduzir o fluxo retrégrado da solucgéo.

No final dos experimentos, os ratos foram profundamente
anestesiados como ja descrito anteriormente. Em seguida, os
animais receberam a microinfusdo de corante azul de Evans
0,1% (0,2 yL/hemisfério) para marcar os locais onde as drogas
foram infundidas anteriormente. Os cérebros foram removidos do
cranio, fixados em formalina 10% (48 h) e, posteriormente,
submersos em solugéo de sacarose 30% por, pelo menos, 72 h
antes da realizagdo dos cortes histoloégicos para garantir a
crioprotecdo dos mesmos. Para a verificagdo do sitio de
microinfusdo da droga, cortes coronais de 50 um de espessura
foram obtidos utilizando um criostato (Leica, Alemanha) a uma
temperatura aproximada de -21 °C.

As imagens histoldgicas representativas foram obtidas com
0 auxilio de um microscépio estereoscopico SZX16 (Olympus,
Japédo) e comparadas com os diagramas do cérebro de ratos
(PAXINOS, WATSON, 2009). Em todos o0s experimentos,
somente os animais com histologia bilateral para o HD (Figura 6)
foram incluidos na analise estatistica (aproximadamente 89% do
total de todos os grupos experimentais).
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Figura 6. Imagem representativa do local de microinfusdo das
drogas no HD e diagrama esquematico mostrando os trés
principais locais de microinfusdo (circulos 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 aluminio e com uma
parede frontal e uma porta de teto em acrilico. O piso gradeado,
feito com barras de acgo inoxidavel (3 mm de diametro, com 9 mm
de espacamento) € conectado a um gerador de choques elétricos
(Insight, Brasil), permitindo a administracdo de choques elétricos
controlados. No presente estudo essa caixa de condicionamento
foi designada como contexto A e foi utilizada para a avaliagao da
expressao das respostas defensivas pareadas ao choque. Uma
segunda caixa, cubica (30 x 30 x 30 cm), feita inteiramente de
vidro transparente e com uma tampa gradeada, foi utilizada como
um contexto novo e nao-pareado ao choque, sendo designada
aqui como contexto B. Por apresentar caracteristicas contextuais
diferentes daquelas apresentadas pelo contexto A, o contexto B
foi utilizado para avaliacdo e determinacdo 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 solucdo de
etanol 10% e secos com papel toalha.

O protocolo experimental foi iniciado com uma sessdo de
familiarizacdo (FAM), na qual se permitiu aos animais explorar
livremente o contexto A por 3 min para o reconhecimento do
aparato. Apos o término da FAM, os animais foram devolvidos as
suas caixas moradias. Esta exposi¢cdo prévia ao contexto a ser
condicionado teve como objetivo facilitar a aquisicdo da memoaria
contextual (FANSELOW et al.,, 1990). Vinte e quatro horas
depois, os animais foram novamente colocados no contexto A
(EC; estimulo condicionado) para a sessao de condicionamento.
Apo6s 30 s iniciais de exposicdo ao contexto A (periodo pré-
choque), cada grupo experimental foi submetido a um dos trés
diferentes protocolos de CAC utilizando diferentes intensidades
de choque elétrico nas patas (El; estimulo 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). Apdés o condicionamento, 0s animais
permaneceram no contexto A por mais 30 s (periodo poés-
choque) antes de retornarem ao biotério setorial.

Para avaliar os efeitos do tratamento farmacologico sobre
a consolidacdo da memoéria aversiva contextual, os animais
foram reexpostos ao contexto A 1 e 8 d apés um dos protocolos
de CAC descritos anteriormente na auséncia do El (Testes Al e
A2, respectivamente). Vinte e quatro horas apés os Testes Al e
A2 (dia 2 e dia 9, respectivamente), os animais foram expostos a
um contexto novo e ndo pareado (contexto B, Testes Bl e B2,
respectivamente). Em um experimento pontual (experimento 5),
decidimos avaliar a persisténcia das alteracbes encontradas na
sessdo de teste em um periodo de tempo mais remoto. Nesse
caso, o Teste A e 0 Teste B foram realizados no dia 28 e 29,
respectivamente, apés a sessao de condicionamento. Todas as
sessbes de teste duraram 3 min. E importante ressaltar que os
Testes A2 e B2 foram realizados apenas quando a andlise
estatistica revelou efeitos significativos do tratamento durante os
Testes Al e/ou Bl. As drogas e respectivos veiculos foram
microinfundidos imediatamente ou 6 h apdés a sessao de
condicionamento (Figura 7A).

Para avaliar os efeitos do tratamento farmacoldgico sobre
a reconsolidacdo da memoria aversiva contextual, os animais
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foram reexpostos ao contexto A na auséncia do El 24 h apés a
sessdo de condicionamento moderado ou forte para uma sessao
de reativacdo da memoria. Os animais foram entdo reexpostos
ao contexto A 1 e 8 d apds a sessao de reativacdo na auséncia
do El (Testes Al e A2, respectivamente). Vinte e quatro horas
apls os Testes Al e A2 (dia 2 e dia 9, respectivamente), os
animais foram expostos a um contexto novo e ndo pareado
(contexto B, Testes Bl e B2, respectivamente). Todas as
sessbes de teste duraram 3 min. E importante ressaltar que os
Testes A2 e B2 foram realizados apenas quando a andlise
estatistica revelou efeitos significativos do tratamento durante os
Testes Al e/ou Bl. As drogas e respectivos veiculos foram
microinfundidos imediatamente ou 6 h apd6s a sessdo de
reativacdo da memoria (Figura 7B).

Nesse trabalho foi considerado o tempo de congelamento
como um indice de retencdo da memdria. Esse comportamento
foi definido como a auséncia total de movimentos do corpo e da
cabega, exceto aqueles associados a respiracdo e a vocalizagéo
(BLANCHARD, BLANCHARD, 1969). Animais que expressaram
outras respostas defensivas durante a sessdo de teste/reativacao
(por exemplo, o comportamento de fuga) foram excluidos dos
experimentos (aproximadamente 4% do total de animais
utilizados nesse trabalho).

Todas as sessfes experimentais foram gravadas por um
sistema de camera de video. O tempo de congelamento em cada
sessdo foi quantificado (em segundos) com auxilio de um
crondbmetro. Os dados foram expressos como a porcentagem do
tempo de congelamento em relacéo ao tempo total da sessao (3
min).
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4.4.2 Protocolo de reinstalacdo da memoéria aversiva
contextual

Basicamente, esse protocolo foi composto, em sequéncia,
por uma sessdo de FAM (contexto A), de condicionamento
(contexto A), de reativacdo (contexto A; Teste Al), de extincédo
(contexto A; curva de extingdo), além do teste de retencdo da
extingdo (contexto A; Teste A2), uma sessdo de reinstalacdo
(contexto C) e um teste de reinstalacdo (Teste A3), tal como
descrito detalhadamente a seguir.

O protocolo foi iniciado com uma sesséo de FAM, na qual
se permitiu aos animais explorar livremente o contexto A por 3
min para o reconhecimento do aparato. Apds o término da FAM,
0s animais foram devolvidos as suas caixas moradias. Vinte e
quatro horas depois, os animais foram novamente colocados no
contexto A para uma sessao de CAC forte (tal como ja descrito
anteriormente; 3 choques de 1,0 mA). Apds o término dessa
sessdo, 0s animais retornaram ao biotério setorial em suas
caixas-moradia. No dia seguinte, os animais foram reexpostos ao
contexto A por 3 min, na auséncia do EIl, para a sessdo de
reativacdo da memoria, recebendo, imediatamente apos, a
microinfuséo de veiculo ou GR 89696 0,1 nmol no HD. O teste no
contexto pareado foi realizado no dia seguinte (Teste Al). Sete
dias apds, esses mesmos animais foram submetidos a uma
sessdo de extingdo, a qual consistiu da exposi¢cdo dos animais
ao contexto A durante 15 min. Nesse periodo, o tempo de
congelamento dos animais foi avaliado em blocos de 3 min cada
(total de 5 blocos). Essa sesséo teve como objetivo equiparar o
tempo de congelamento do grupo veiculo com o do grupo GR
89696 0,1 nmol. O teste de retencao da extin¢éo foi realizado no
dia seguinte (Teste A2). Vinte e quatro horas apos, foi realizada a
sessdo de reinstalagdo da memoria, utilizando uma caixa
quadrada diferente (25 x 25 x 32 cm) com paredes e uma porta
de teto em acrilico cinza. O piso gradeado, feito com barras de
aco inoxidavel (5 mm de diametro, com 10 mm de espacamento)
encontrava-se conectado a um gerador de choques elétricos
(Insight, Brasil), permitindo a administracdo de choques elétricos
controlados, sendo essa caixa designada como contexto C. Com
o intuito de tornar esse contexto tdo diferente quanto possivel
daquele contexto usado na sessdo de condicionamento (isto é,
do contexto A), foram adicionadas faixas pretas com 1,5 cm de
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largura dispostas verticalmente, com espacamento de 1 cm entre
cada faixa, na parede posterior do contexto C. Este contexto foi
utilizado para a aplicacdo de um Unico estimulo elétrico nas
patas dos animais (também chamado de choque lembrete; 1
choque de 0,5 mA). Por fim, o teste da reinstalacéo foi realizado
no dia seguinte (Teste A3).

4.4.3 Teste de borrifagem com sacarose

Esse teste foi utlizado para avaliar uma forma de
comportamento motivacional considerado semelhante com
alguns sintomas de anedonia e comportamento apatico
(WILLNER, 2005). O procedimento consistiu em borrifar, por
duas vezes, uma solucdo de sacarose 10% sobre o dorso de
cada rato que ja havia tido a experiéncia prévia do CAC. Em
seguida, os animais foram individualmente colocados em um
cilindro feito de acrilico para a avaliacdo comportamental. Devido
a sua viscosidade, a solugcdo de sacarose se adere a pelagem
dos ratos e estes iniciam o comportamento de autolimpeza (do
inglés, grooming). Depois de aplicada a solucdo de sacarose, 0s
animais foram observados por um periodo de 15 min, periodo em
que se registrou 0 tempo para a primeira a autolimpeza, bem
como o tempo total de autolimpeza direcionada ao dorso, como
medidas de autocuidado e comportamento motivacional. Apds o
fim de cada teste, o cilindro de acrilico foi limpo com uma solucéo
de etanol 10% e seco com papel toalha.

4.5 ANALISE POR WESTERN BLOTTING

Apo6s os experimentos comportamentais, os animais foram
sacrificados por decapitagédo e tiveram seus cérebros removidos
e lavados com solucdo de NaCl 0,9% a 4° C. Em seguida, 0s
hipocampos dorsais desses animais foram dissecados (com
auxilio do atlas de Paxinos e Watson, 2009) e armazenados em
freezer a -80° C até o momento do uso. Cabe ressaltar que 0s
cérebros foram manipulados somente sobre uma placa de Petri
mantida em gelo seco.

As amostras de HD foram homogeneizadas manualmente
(com auxilio de micro pistilos) em tampéo RIPA composto por
Nonidet P-40 1% (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EUA),
deoxicolato de sédio 0,5%, dodecil sulfato de sddio (SDS) 0,1% e
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PBS (pH 7,4) na presenca dos seguintes inibidores enzimaticos:
leupeptina 20 pyg/mL, aprotinina 10 ug/mL, pepstatina A 20 pg/mL
e fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) 1 mM.

Apo6s a homogeneizagéo, as amostras foram incubadas em
gelo por 30 min e, em seguida, centrifugadas (10.000 r.p.m., 4°
C, durante 10 min). O sobrenadante foi coletado e novamente
centrifugado sob as mesmas condi¢cbes. Apds a segunda
centrifugacéo, o sobrenadante foi coletado, sendo este o extrato
celular total contendo as proteinas dissolvidas no meio. Em
seguida, foi realizada a determinacdo de proteinas das amostras
preparadas utilizando o] equipamento NanoDrop
Spectrophotometer ND-1000 e a fungdo Protein A280 do
programa NanoDrop 1000 v3.7 (Thermo Scientific; Rockford, IL,
EUA). Os extratos dos tecidos previamente preparados foram
entéo diluidos de modo a apresentar a mesma concentracao final
de proteina (5,5 mg/ml), misturados em volumes iguais ao
tampéo de amostra 5 vezes concentrada (Tris-HCI 150 mM (pH
6,8), B-mercaptoetanol 15%, SDS 6%, azul de bromofenol 0,3% e
glicerol 25%) e fervidas por 5 min a 100° C. As amostras foram
armazenadas em freezer com temperatura controlada a -20° C
até o momento do uso.

Para a realizacdo dos experimentos de Western blotting,
quantidades iguais de proteinas para cada amostra de tecido
cerebral (30 ou 40 ug/pogo), 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). Apé6s a transferéncia, as
membranas foram incubadas com uma solucéao de bloqueio (BSA
a 10% em TBS-T) por no minimo 1 h (2 — 8° C) a fim de se
garantir o bloqueio de possiveis reagdes inespecificas. Apds a
lavagem em TBS-T (5 vezes), as membranas foram incubadas
com o anticorpo primario 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 — 8° C). Apds a retirada do anticorpo primario, as
membranas foram incubadas, por pelo menos 2 h, com o
anticorpo secundario (anticorpo policlonal de cabra anti-coelho
IgG conjugado a peroxidase; 1:20.000; Cell Signaling
Technology, MA, EUA). Os imunocomplexos foram visualizados
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usando o sistema de deteccdo de substrato quimioluminescente,
SuperSignal West Femto (Thermo Scientific; Rockford, IL, EUA)
exposto ao sistema de fotodocumentagdo ChemiDocTMXRS
(Bio-Rad Laboratories Inc.; Hercules, CA, EUA). As analises
foram realizadas utilizando o programa NIH ImageJ v1.48 (NIH;
Bethesda, MD, EUA) através da quantificacdo da densidade
optica. Os dados foram normalizados contra o controle B-actina
(razao kORs/B-actina) e expressos como % do grupo controle.

4.6 ENSAIO DE IMUNOABSORCAO LIGADO A ENZIMA
(ELISA)

Apé6s os experimentos comportamentais, 0os animais foram
sacrificados por decapitacdo e tiveram seus cérebros removidos
e lavados com solucdo de NaCl 0,9% a 4° C. Em seguida, 0s
hipocampos dorsais desses animais foram dissecados (com
auxilio do atlas de Paxinos e Watson, 2009) e armazenados em
freezer a -80° 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 tampédo fosfato
(PBS) contendo Tween® 20 (0,05%), PMSF (0,1 mM), &cido
etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) (10 mM), aprotinina (2
ng/ml) e cloreto de benzameténio (0,1 mM) e, em seguida, foram
homogeneizadas manualmente (com auxilio de micro pistilos). As
amostras homogeneizadas foram entdo centrifugadas a 6900 x g
por 10 min (4°C) e o sobrenadante foi coletado e estocado a -
80°C, até o momento da andlise. O conteudo proteico total do
sobrenadante foi mensurado pelo método de Bradford, utilizando
uma curva padrao de calibracdo com BSA.

Aliquotas de 100 pL foram utilizadas para mensurar as
concentracdes do BDNF, utilizando kits de ELISA (R&D Systems,
USA; No. DY248) (DO ESPIRITO SANTO et al., 2018), de
acordo com as instrugbes do fabricante. As sensibilidades dos
ensaios ficaram no intervalo de 23,4 -1500 pg/mL. A
concentracdo do BDNF foi obtida por interpolagdo de uma curva
padrdo utilizando um ensaio colorimétrico, por mensuragao
colorimétrica a 450 nm (corrigidas pela subtracao 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 proteina.
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4.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.7.1 Experimento 1: Efeito da microinfusdo do antagonista
dos kORs imediatamente ap6s um CAC moderado

A fim de investigar se o bloqueio dos KORs presentes no
HD de ratos poderia potencializar a consolidacdo de uma
mem©oria aversiva contextual, 38 ratos foram alocados
aleatoriamente em quatro grupos (n = 8-10/grupo) com base no
tratamento (veiculo ou nor-BNI 1,0, 3,0 ou 10,0 nmol) realizado
imediatamente apés o pareamento do contexto A com 1 choque
de 0,7 mA. O Teste Al (TAl), o Teste B1 (TB1), o Teste A2
(TA2) e o0 Teste B2 (TB2) foram realizados nos dias 1, 2, 8 e 9
apos a sessao de condicionamento, respectivamente. O desenho
experimental esta esquematizado na Figura 8A.

4.7.2 Experimento 2: Efeito da microinfusdo do antagonista
dos KORs 6 h apds um CAC moderado

A fim de avaliar se o envolvimento dos HDkORs seria
limitado a consolidacdo da memoria, 17 ratos foram alocados
aleatoriamente em dois grupos (n = 8-9/grupo) com base no
tratamento (veiculo ou nor-BNI 3,0 nmol) realizado 6 h apés 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 apés a
sessdo de condicionamento, respectivamente. O desenho
experimental esta esquematizado na Figura 9A.

4.7.3 Experimento 3: Efeito da microinfusé@o do antagonista
dos KORs imediatamente ap6s a exposi¢ao no
contexto A sem a experiéncia do choque

Em seguida, foi avaliado se a microinfusdo de nor-BNI per
se poderia induzir a formacdo de memorias aversivas, tal como
relatado para a microinfusdo de algumas drogas em
determinadas estruturas cerebrais (GUITTON, DUDAI, 2004;
CAVALLI et al., 2009). Para isso, 12 animais foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos (n = 5-7/grupo) com base no
tratamento  (veiculo ou nor-BNI 3,0 nmol) realizado
imediatamente apds a exposicao dos animais ao contexto A sem
a experiéncia do choque nas patas (sem-El). Ambos os grupos
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foram reexpostos ao contexto A (TA) e expostos ao contexto B
(TB) nos dias 1 e 2 ap0s a experiéncia no contexto A,
respectivamente. O desenho experimental esta esquematizado
na Figura 10A.

4.7.4 Experimento 4: Efeito da microinfus&o do antagonista
dos KORs imediatamente apés uma experiéncia de
choque ndo pareada ao contexto

Tem sido demonstrado no protocolo do CAC que quando
0s animais recebem um choque imediatamente apés entrarem no
contexto, isto é, sem um periodo pré-choque inicial, eles nao
expressam respostas de congelamento em um teste
subsequente de retencdo da meméria no mesmo contexto
(LANDEIRA-FERNANDEZ et al., 2006). Esta evidéncia sugere a
auséncia de aprendizado aversivo contextual na auséncia do
periodo pré-choque. Este fendbmeno tem sido referido na
literatura como “déficit por choque imediato” (do inglés,
immediate shock deficit).

Assim, a fim de investigar se 0 maior tempo de
congelamento nos animais tratados com nor-BNI poderia ser
induzido por uma resposta de sensibilizacdo a droga devido a
experiéncia do choque elétrico nas patas, 16 ratos foram
alocados aleatoriamente em dois grupos (n = 8/grupo) com base
no tratamento (veiculo ou nor-BNI 3,0 nmol) realizado
imediatamente apés uma experiéncia de choque ndo pareada ao
contexto (protocolo referido como déficit por choque imediato).
Para evitar qualquer possibilidade de condicionamento
contextual, esse protocolo foi realizado com animais sem
familiarizacdo prévia ao contexto A (sem-FAM) e que receberam
0 choque nas patas (1 choque de 0,7 mA) o mais breve possivel
apos a sua entrada no contexto A (em até, no maximo, 5 s). ApGs
0 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 apés a
experiéncia do choque imediato, respectivamente. O desenho
experimental esta esquematizado na Figura 11A.
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4.7.5 Experimento 5: Efeito da microinfusdo do antagonista
dos KORs imediatamente apés um CAC moderado
sobre a consolidagcdo da memaria em um periodo de
tempo mais remoto

Algumas evidéncias na literatura tém sugerido que a nor-
BNI pode atuar de maneira duradoura no sistema nervoso central
(por aproximadamente 3 semanas), mesmo apds uma Unica
administracdo central dessa droga (HORAN et al., 1992; JONES,
HOLTZMAN, 1992; BRUCHAS et al., 2007). Sendo assim, para
avaliar se 0 aumento no tempo de congelamento induzido pela
nor-BNI duraria até um periodo de tempo mais remoto, 19 ratos
foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos (n = 9-
10/grupo) com base no tratamento (veiculo ou nor-BNI 3,0 nmol)
realizado imediatamente apds 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
apls a sessao de condicionamento, respectivamente. Uma vez
que as sessdes de Teste A2 vinham sendo realizadas no dia 7
apos o Teste Al, decidimos realizar o Teste A, aqui, em um
periodo de tempo quatro vezes maior - 28 dias apds a sesséo de
condicionamento. Nesse cenario, os animais possivelmente ja
teriam eliminado completamente a droga.

4.7.6 Experimento 6: Efeito do CAC moderado sobre a
imunomarcacao de HDkORs durante o periodo de
consolidacdo da memoria

Com o objetivo de avaliar se o protocolo de CAC moderado
poderia influenciar os niveis de KORs na regido do HD durante o
periodo de consolidagdo da memodria, foi realizada uma curva
temporal de imunomarcacdo 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 sessdo 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 adicdo, um grupo
naive (controle), constituido de animais ndo operados que foram
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mantidos no biotério até o procedimento de disseccdo, foi
incluido na andlise (n = 7/grupo). Os pontos de tempo para a
eutanasia foram definidos com base nos achados de que drogas
administradas imediatamente ap6s o CAC, mas nao 6 h apdés,
foram capazes de afetar a consolidacdo da memdria aversiva
contextual (GAZARINI et al.,, 2013; STERN et al.,, 2017). O
desenho experimental estd esquematizado na Figura 12A.

4.7.7 Experimento 7: Avaliagdo da especificidade da
imunomarcagao dos HDKORs na formagao da memoéria
associativa

Para avaliar se o recrutamento dos kKORs no HD ocorre
especificamente durante a formacdo de uma memodria
associativa, foi realizado um experimento para comparar a
imunomarcagao dos HDkORs de animais que receberam o
pareamento choque-contexto (memoria associativa) com aqueles
animais que receberam apenas a experiéncia do choque ou do
contexto (experiéncias ndo associativas). O experimento foi
constituido de 24 ratos no total. Os grupos experimentais (n =
6/grupo) foram constituidos de: animais naive (grupo naive),
animais que foram expostos somente ao contexto A (grupo
contexto A-sem choque), animais que tiveram a experiéncia
associativa completa (grupo choque-contexto A; 1 choque de 0,7
mA) e animais que foram expostos somente a experiéncia de
choque nédo associativa (grupo déficit por choque imediato; 1
choque de 0,7 mA; protocolo descrito na sessdo 4.7.4). Os
cérebros e, posteriormente, os hipocampos dorsais foram
coletados 1 h ap6s a conclusdo da sess@o experimental. O
desenho experimental estd esquematizado na Figura 13A.

4.7.8 Experimento 8: Efeito da microinfus&o do antagonista
dos kORs imediatamente apés um CAC moderado
sobre os niveis de BDNF hipocampais durante a
consolidacdo da memoria

Tem sido demonstrado que a consolidacdo da memodria
contextual requer alteragbes na plasticidade neuronal no HD, a
qual depende, dentre outros mediadores, da expressao de BDNF
(LEE et al., 2004, ALONSO et al., 2005, LUBIN et al., 2008).
Assim, para investigar se a microinfusdo de nor-BNI poderia
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aumentar os niveis de BDNF hipocampais durante um periodo
que corresponde a consolidacdo da memaria aversiva contextual,
15 ratos foram alocados aleatoriamente em trés grupos (n =
5/grupo) com base no tratamento (veiculo ou nor-BNI 1,0 nmol e
3,0 nmol) realizado imediatamente ap0s 0 pareamento no
contexto A com 1 choque de 0,7 mA. Noventa minutos apos,
esses animais foram eutanasiados, juntamente com um grupo
adicional de animais naive (n = 5), e tiveram seus hipocampos
dorsais coletados para posterior quantificagdo dos niveis de
BDNF pela técnica de ELISA. O tempo de eutanasia foi escolhido
com base nos achados de ROSAS-VIDAL e colaboradores
(2014) em que maiores niveis de BDNF foram encontrados na
regido do hipocampo 1-2 h apés a sessdao de extingdo. O
desenho experimental estd esquematizado na Figura 14A.

4.7.9 Experimento 9: Efeito da microinfus@o do antagonista
dos kORs imediatamente apds um CAC forte

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

4.7.10 Experimento 10: Efeito da microinfuséo do
antagonista dos kKORs 6 h apés um CAC forte

A fim de avaliar se o envolvimento dos HDkORs seria
limitado a consolidacdo da meméria de um CAC forte, 22 ratos
foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos (n = 7-8/grupo)
com base no tratamento (veiculo ou nor-BNI 3,0 e 10,0 nmol)
realizado 6 h apés 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 apés a
sessdo de condicionamento, respectivamente. O desenho
experimental esta esquematizado na Figura 16A.
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4.7.11 Experimento 11: Efeito da microinfusdo do
antagonista dos kKORs imediatamente ap6s um CAC
fraco

Tem sido demonstrado que os HDkORs sao recrutados
somente em situacfes de estresse mais intensas (LUNDBERG et
al.,, 1981; WAGNER et al., 1991; SHIRAYAMA et al., 2004),
sugerindo que a contribuicdo desses receptores seria menor
conforme a intensidade da experiéncia aversiva diminui. Para
testar essa possibilidade, 18 ratos foram aleatoriamente
distribuidos em trés grupos (n = 6/grupo) com base no
tratamento (veiculo ou nor-BNI 3,0 ou 10,0 nmol) realizado
imediatamente apds o pareamento do contexto A com um Unico
choque fraco (0,4 mA). Adicionalmente, no anseio de descartar a
possibilidade de que a intensidade do protocolo de
condicionamento usado aqui ndo seria suficiente para promover
a formacdo de uma memdria associativa, foi incluido neste
experimento um grupo de animais (n = 6) tratados com ioimbina,
um antagonista dos receptores az-adrenérgicos, na dose de 2,0
mg/kg i.p.. A ioimbina ja demonstrou ser capaz de potencializar a
consolidacdo de uma meméria fraca em condicBes similares
(GAZARINI et al., 2013). Assim, se pelo menos um traco de
memoria fosse formado, seria esperado um maior tempo de
congelamento nos animais tratados com ioimbina em relacdo ao
grupo veiculo. O Teste A (TA) e o Teste B (TB) foram realizados
nos dias 1 e 2 apdés a sessdo de condicionamento,
respectivamente. O desenho experimental estd esquematizado
na Figura 17A.

4.7.12 Experimento 12: Efeito do agonista seletivo dos k2ORs
imediatamente apés um CAC forte

Uma vez que os kyORs sdo altamente expressos no
hipocampo de ratos, enquanto que os kK1ORs sdo praticamente
ausentes (UNTERWALD et al., 1991), poderia ser hipotetizado
que os primeiros teriam uma contribuicdo proeminente na
modulacdo da consolidacdo da memoria. Para investigar essa
possibilidade, 33 ratos foram alocados aleatoriamente em quatro
grupos (n = 8-9/grupo) com base no tratamento (veiculo ou o
agonista seletivo dos k2ORs, GR 89696, 0,1, 0,3 e 1,0 nmol)
realizado imediatamente apés o pareamento do contexto A com



74

3 choques de 1,0 mA. O Teste Al (TAl), o Teste B1 (TB1), o
Teste A2 (TA2) e o Teste B2 (TB2) foram realizados nos dias 1,
2, 8 e 9 ap0s a sessao de condicionamento, respectivamente. O
desenho experimental estd esquematizado na Figura 18A.

4.7.13 Experimento 13: Efeito do agonista seletivo dos k.ORs
6 h apés um CAC forte

A fim de demonstrar que o efeito do GR 89696 seria
limitado a consolidacdo da memoria, 28 ratos foram alocados
aleatoriamente em trés diferentes grupos (n = 9-10/grupo)
baseado no tratamento (veiculo ou GR 89696 0,3 e 1,0 nmol)
realizado 6 h apds 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 ap0s a sessao de condicionamento, respectivamente.
O desenho experimental esta esquematizado na Figura 19A.

4.7.14 Experimento 14: Efeito do agonista seletivo dos k1ORs
imediatamente apés um CAC forte

Para avaliar a contribuicdo dos HDk;ORs na consolidacao
da memdria, 43 ratos foram alocados aleatoriamente em cinco
grupos (n = 8-10/grupo) com base no tratamento (veiculo ou o
agonista seletivo dos k;ORs, 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 ap6s 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 apds a sessdo de condicionamento,
respectivamente. O desenho experimental estd esquematizado
na Figura 20A.

4.7.15 Experimento 15: Efeito do agonista dos k2ORs
imediatamente apds um CAC forte sobre os niveis de
BDNF hipocampais durante a consolidacédo da
memaoria

A fim de investigar se a microinfusdo de GR 89696 poderia
diminuir os niveis de BDNF na regido do HD durante a
consolidacdo da memdria aversiva contextual, 15 ratos foram
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alocados aleatoriamente em trés grupos (n = 5/grupo) baseado
no tratamento (veiculo ou GR 89696 0,1 nmol e 0,3 nmol)
realizado imediatamente apds 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 incluido.
Noventa minutos apos a microinfusdo das drogas, esses animais
foram eutanasiados, juntamente com um grupo adicional de
animais naive (n = 5), e tiveram seus hipocampos dorsais
coletados para posterior quantificagcdo dos niveis de BDNF pela
técnica de ELISA. O desenho experimental esta esquematizado
na Figura 21A.

4.7.16 Experimento 16:; Efeito do pré-tratamento com nor-BNI
sobre o prejuizo de consolidagcdo da memaria induzido
pelo GR 89696

Posteriormente, foi investigado se o0 prejuizo de
consolidagdo da memoria induzido pelo GR 89696 foi de fato
mediado pela ativagdo dos kORs. Para isso, 32 ratos foram
condicionados no contexto A com 3 choques de 1,0 mA. Apds, os
animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos iniciais
(n = 16/grupo) baseado no pré-tratamento (veiculo ou nor-BNI
1,0 nmol; dose subefetiva escolhida com base nos achados
comportamentais do experimento 1) realizado imediatamente
apos a sessao de condicionamento. Posteriormente, cada grupo
foi novamente dividido em dois outros grupos (n = 7-9/grupo)
baseado no tratamento (veiculo ou GR 89696 0,3 nmol — dose
efetiva) realizado dez minutos apos o pré-tratamento. O Teste Al
(TAL), o Teste B1 (TB1), o Teste A2 (TA2) e o Teste B2 (TB2)
foram realizados nos dias 1, 2, 8 e 9 apds a sessdo de
condicionamento, respectivamente. O desenho experimental esta
esquematizado na Figura 22A.

4.7.17 Experimento 17: Efeito da microinfuséo do
antagonista dos KORs imediatamente apés a
reativacdo sobre a reconsolidacdo da memaria no
protocolo de CAC moderado

A fim de investigar se o bloqueio dos HDkKORs poderia
também potencializar a reconsolidacao de uma memaria aversiva
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contextual, 30 ratos foram alocados aleatoriamente em quatro
grupos (n = 7-8/grupo) com base no tratamento (veiculo ou nor-
BNI 1,0, 3,0 e 10,0 nmol) realizado imediatamente apds a sessdo
de reativagdo da memoria 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 apdés a sessdo de reativacdo, respectivamente. O
desenho experimental estd esquematizado na Figura 23A.

4.7.18 Experimento 18: Efeito da microinfusdo do
antagonista dos KORs imediatamente apés a
reativacéo sobre a reconsolidacdo da memaéria no
protocolo de CAC forte

Uma vez que ndo observamos nenhum efeito da
microinfusdo de nor-BNlI no protocolo de CAC moderado,
decidimos investigar se os KORs estariam envolvidos na
reconsolidacdo de uma memodria aversiva contextual mais
intensa. Para isso, 39 ratos foram alocados aleatoriamente em
cinco grupos (n = 7-9/grupo) com base no tratamento (veiculo ou
nor-BNI 0,3, 1,0, 3,0 e 10,0 nmol) realizado imediatamente apds
a sessao de reativacdo da memoria de um CAC forte (3 choques
de 1,0 mA). O Teste Al (TAl1), o Teste B1 (TB1), o Teste A2
(TA2) e o0 Teste B2 (TB2) foram realizados nos dias 1, 2, 8 e 9
apos a sessdo de reativacdo, respectivamente. O desenho
experimental esta esquematizado na Figura 24A.

4.7.19 Experimento 19: Efeito da microinfuséo do
antagonista dos KORs 6 h apoés a reativagao sobre a
reconsolidacdo da memoria no protocolo de CAC forte

A fim de avaliar se o envolvimento dos HDkORs seria
limitado a reconsolidacéo da memoria de um CAC forte, 16 ratos
foram alocados aleatoriamente em dois grupos (n = 8/grupo) com
base no tratamento (veiculo ou nor-BNI 1,0 nmol) realizado 6 h
apos a sessao de reativacdo da memoria de um CAC forte (3
choques de 1,0 mA). Nesse periodo de tempo, uma memoria
condicionada aversiva ja estaria reconsolidada e, portanto, ndo
mais suscetivel 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 apdés a sessdo de reativacdo, respectivamente. O
desenho experimental esta esquematizado na Figura 24D.
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4.7.20 Experimento 20: Efeito do agonista dos k2ORs
imediatamente ap6s a reativacdo sobre a
reconsolidacdo da memaria no protocolo de CAC forte

O proximo passo teve como objetivo avaliar o envolvimento
dos HDk>ORs na reconsolidacdo da memdéria aversiva contextual
forte. Para isso, 33 ratos foram alocados aleatoriamente em
quatro grupos (n = 8-9/grupo) com base no tratamento (veiculo
ou GR 89696 0,1, 0,3 ou 1,0 nmol) realizado imediatamente ap6s
a sessao de reativacdo da memoria de um CAC forte (3 choques
de 1,0 mA). O Teste Al (TAl), o Teste B1 (TB1), o Teste A2
(TA2) e o Teste B2 (TB2) foram realizados nos dias 1, 2, 8 e 9
apos a sessdo de reativacdo, respectivamente. O desenho
experimental esta esquematizado na Figura 25A.

4.7.21 Experimento 21: Efeito do agonista dos k2ORs 6 h
apods areativacao sobre areconsolidacdo da memoria
no protocolo de CAC forte

A fim de investigar se os efeitos da ativagdo dos HDk2ORs
seriam limitados a reconsolidacdo da memaria de um CAC forte,
17 ratos foram alocados aleatoriamente em dois grupos (n = 8-
9/grupo) com base no tratamento (veiculo ou GR 89696 0,1
nmol) realizado 6 h apds a sessao de reativacdo da memoria 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 apés a sessdo de
reativacdo, respectivamente. O desenho experimental esta
esquematizado na Figura 25D.

4.7.22 Experimento 22: Efeito do agonista dos k2ORs
imediatamente apds a reativagao no protocolo de
reinstalacéo

Uma interpretacdo alternativa para os resultados obtidos
anteriormente com o0 o GR 89696 seria de que esta droga estaria
facilitando a extingdo da memoéria ao invés de prejudicar o
processo de reconsolidacdo, uma vez que ambos 0S processos
resultam na reducdo de congelamento nos testes subsequentes.
Sendo assim, utilizamos o protocolo de reinstalacdo para
controlar essa possibilidade, considerando que apenas o
congelamento vinculado a extingdo apresenta reinstalagéo (ver
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sessao 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 (veiculo ou
GR 89696 0,1 nmol) realizado imediatamente apds a sesséo de
reativacdo da memoria de um CAC forte (3 choques de 1,0 mA).
O Teste Al (TAl) foi realizado no dia 1 apds a sessédo de
reativacdo. A sessao de extingdo foi realizada no dia 7 apds o
Teste Al. O Teste A2 (TA2) foi realizado no dia 1 ap6s a sessao
de extincdo e o Teste A3 (TA3) foi realizado no dia 1 apés a
sessdo de reinstalacdo, cuja qual os animais receberam um
choque lembrete (1 choque de 0,5 mA) no contexto C. O
desenho experimental estd esquematizado na Figura 26A.

4.7.23 Experimento 23: Efeito do pré-tratamento com nor-BNI
sobre o prejuizo de reconsolidacdo da memoria
induzido pelo GR 89696

A fim de confirmar que o prejuizo de reconsolidacdo da
memoria induzido pelo GR 89696 seria de fato mediado pela
ativacdo dos KORs, 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 sessao de reativacdo. Apds,
0s animais foram alocados aleatoriamente em dois grupos
iniciais (n = 17/grupo) baseados no pré-tratamento (veiculo ou
nor-BNI 0,3 nmol; dose subefetiva escolhida com base nos
achados comportamentais do experimento 18) realizado
imediatamente ap0s a sessao de reativacdo. Posteriormente,
cada grupo foi novamente dividido em dois outros grupos (n = 8-
9/grupo) baseado no tratamento (veiculo ou GR 89696 0,1 nmol
— dose efetiva) realizado dez minutos apds o pré-tratamento. O
Teste Al (TAL), o Teste B1 (TB1), o Teste A2 (TA2) e o Teste B2
(TB2) foram realizados nos dias 1, 2, 8 e 9 ap6s a sessao de
reativacdo. O desenho experimental estd esquematizado na
Figura 27A.
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4.7.24 Experimento 24: Efeito da microinfus&o de nor-BNI
imediatamente apds a reativagdo no teste de
borrifagem com sacarose

Tem sido sugerido que os efeitos recompensadores de
drogas apresentadas durante ou logo apds a sessdao de
reativacdo da memoria podem alterar a valéncia emocional
dessa memoria (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 alteracdo no estado interno
(motivagdo) do animal, 16 animais foram aleatoriamente
alocados em dois grupos (n = 8/grupo) com base no tratamento
(veiculo ou nor-BNI 1,0 nmol) realizado imediatamente apos a
reativacdo da memdria de um CAC forte (3 choques de 1,0 mA).
O Teste A foi realizado no dia 1 apos a sessdo de reativagao.
Ambos os grupos (veiculo e nor-BNI 1,0 nmol), além de um
grupo adicional de animais naive (n = 8), foram submetidos ao
teste de borrifagem com sacarose no dia 1 apés o Teste A. O
desenho experimental esta esquematizado na Figura 28A.

4.7.25 Experimento 25: Efeito da microinfusdo de GR 89696
imediatamente apds a reativagao no teste de
borrifagem com sacarose

A fim de avaliar os efeitos da microinfusdo 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 (veiculo ou GR 89696 0,1 nmol) realizado
imediatamente apds a reativacdo da memoria de um CAC forte
(3 choques de 1,0 mA). Ambos os grupos, além de um grupo
adicional de animais naive (n = 8), foram submetidos ao teste de
borrifagem com sacarose no dia 1 apds a sesséo de reativacao.
O desenho experimental esta esquematizado na Figura 28D.

4.8 ANALISES ESTATISTICAS

Apoés a certificacdo 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 analises de variancias (ANOVA) separadas: ANOVA
de uma via (fator independente: tratamento farmacoldgico) foi
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usada nos experimentos 10, 11, 13, 14 e 17; ANOVA de uma via
de medidas repetidas (fatores independentes: tratamento
farmacologico e reexposicdo ao contexto A ou B) foi utilizada
para a andlise 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  farmacoldgico, tratamento
farmacoldgico e reexposicdo ao contexto A ou B) foi utilizada no
experimento 16 e 23. O teste de Newman-Keuls foi usado como
teste post hoc para multiplas comparacdes. 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 ndo 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 multiplas comparacoes.

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 trés diferentes quantificacdes 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 multiplas
comparacoes.

O nivel de significAncia estatistica foi estabelecido em P
<0,05. Todos os resultados foram analisados pelo programa
Statistica® 7.0 (StatSoft, EUA) e para a confeccdo dos graficos
foi utilizado o GraphPad Prism® 5 (GraphPad Prism, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO 1: O ANTAGONISTA DOS KORS
POTENCIALIZA A CONSOLIDACAO DA MEMORIA EM UM
CAC MODERADO

A ANOVA de medidas repetidas mostrou efeitos
significativos do tratamento (F@ 34 = 12,29, P = 0,00001) e das
reexposi¢cdes ao contexto A (Fuas = 4,80, P = 0,03), mas
nenhuma interagdo entre os fatores (Fzz4 = 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 A1l e A2 em comparacdo com 0S
respectivos grupos veiculos (Teste Al: 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 nao
mostrou efeito significativo do tratamento sobre o tempo de
congelamento dos animais (F@za4 = 2,79, P = 0,05). Embora
tenha havido um efeito significativo das reexposi¢cdes ao contexto
B (Fa34 = 36,98, P = 0,000001), nenhuma interagéo significativa
entre os fatores foi revelada (Fzz4 = 1,63, P = 0,19). Como
mostrado na Figura 8C (area cinza), a nor-BNI ndo induziu
alteracfes no tempo de congelamento dos animais.

Nossos resultados indicam que o bloqueio dos HDkKORs
leva & potencializagdo da consolidagdo de uma memdria aversiva
contextual moderada, sugerindo que a ativacdo enddgena
desses receptores modula negativamente este processo.
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Figura 8. Efeito da microinfusdo do antagonista dos kORs
imediatamente ap6s um CAC moderado.

A HD
24h ¥ 24n 24h 6d 24h
FAM —» CONDICIONAMENTO —» TA1—» TB1 —» TA2 —» TB2
1EI-0.7mA
B ] Veiculo

] nor-BNI 1,0 nmol
& nor-BNI 3,0 nmol
100 Il nor-BNI 10,0 nmol

0 HH“ il

Teste Al Teste A2

i
Q
=3

a
=]

I
a
)
a

| ooma ol

Teste B1 Teste B2

Tempo de Congelamento (%) O
~
(5

Tempo de Congelamento (%)
@
o

(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o
momento do tratamento. Os graficos mostram a % do tempo de
congelamento quando os animais foram testados (B) no contexto
pareado (Testes Al e A2; 1 e 8 dias ap0s o CAC, respectivamente) e
(C) no contexto ndo pareado (Testes B1 e B2; 2 e 9 dias apés o CAC,
respectivamente). Os valores sdo expressos como média = EPM (n = 8-
10/grupo). * P <0,05 quando comparado com O respectivo grupo
veiculo.

5.2 EXPERIMENTO 2: A MICROINFUSAO DO ANTAGONISTA
DOS KORS NAO TEM EFEITO SOBRE O
COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO QUANDO
REALIZADA 6 H APOS O CAC MODERADO

O teste t de Student ndo mostrou nenhum efeito
significativo do tratamento sobre o tempo de congelamento
durante o Teste A (tas) = 0,0005, P = 0,98) ou Teste B (tus) =
0,13, P = 0,71). Como mostrado na Figura 9B, em ambos os
testes, ndo houve diferencas entre o grupo controle e 0 grupo
tratado com nor-BNI.
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Esses resultados sugerem que o0 recrutamento dos
HDkORs ¢ limitado a janela temporal de consolidacdo da
memoria aversiva contextual moderada.

Figura 9. Efeito da microinfusdo do antagonista dos KORs 6 h apds
um CAC moderado.
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o
momento do tratamento. (B) O grafico mostra a % do tempo de
congelamento durante os testes A e B realizados 18 h e 48 h apos o
CAC moderado, respectivamente. Os valores s80 expressos como
média + EPM (n = 8-9/grupo).

5.3 EXPERIMENTO 3: A NOR-BNI NAO ATUA COMO UM
ESTIMULO INCONDICIONADO

O teste t de Student ndo mostrou nenhum efeito
significativo do tratamento sobre o tempo de congelamento
durante o Teste A (tz0) = 0,33, P = 0,57) ou Teste B (tz0) = 0,76,
P = 0,40). A Figura 10B ilustra como os dois grupos
apresentaram um tempo de congelamento comparavel.
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Em resumo, a nor-BNI nédo foi capaz de atuar como um
estimulo incondicionado, sugerindo que o bloqueio dos HDkORs

per se ndo € suficiente para induzir um condicionamento
contextual.

Figura 10. Efeito da microinfusdo do antagonista dos kORs
imediatamente apds a exposi¢do no contexto A sem a experiéncia
do choque.

A HD
24 h 24h 24h
FAM —» CONTEXTO A’ —» TA—» TB

\4
sem-EI

Exposicdo ao Contexto

= (] Veiculo

S I nor-BNI 3,0 nmol
o 100

<

Q

E 75

K

Q

2 g5

Q

o

% 25

g @ . ] i
2 Teste A Teste B

(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o
momento do tratamento. (B) O grafico mostra a % de tempo de
congelamento durante os Testes A e B realizados 24 h e 48 h apds a
experiéncia no contexto A, respectivamente. Os valores sd0 expressos
como média £ EPM (n = 5-7/grupo).

5.4 EXPERIMENTO 4: A MICROINFUSAO DO ANTAGONISTA
DOS KORS NAO TEM EFEITO SOBRE O
COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO NO
PROTOCOLO DE DEFICIT POR CHOQUE IMEDIATO

O teste t de Student ndo mostrou nenhum efeito
significativo do tratamento sobre o tempo de congelamento no
Teste A (tus) = 0,00001, P = 1,00) ou Teste B (tus) = 0,32, P =
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0,58). Como mostrado na Figura 11B, na auséncia da
experiéncia associativa, a nor-BNI ndo induziu alteragbes no
tempo de congelamento durante ambos os testes.

Assim, nossos dados sugerem que o0 antagonismo dos
HDkORs imediatamente apds uma experiéncia ndo associativa
de choque moderado ndo afeta o comportamento de
congelamento.

Figura 11. Efeito da microinfusdo do antagonista dos kORs
imediatamente apds uma experiéncia de choque néo associada ao
contexto.
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o
momento do tratamento. (B) O grafico mostra a % do tempo de
congelamento durante os testes A e B realizados 24 h e 48 h apds a
experiéncia de choque imediato, respectivamente. Os valores séo
expressos como média + EPM (n = 8/grupo).
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5.5 EXPERIMENTO 5: A MICROINFUSAO DO ANTAGONISTA
DOS KORS 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
(tarny = 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, ndo houve efeito significativo do
tratamento sobre o Teste B (tu7) = 1,81, P = 0,19).

Portanto, este resultado sugere que as acdes da nor-BNI
ocorreram dentro do periodo que corresponde a consolidacdo da
memd@ria, uma vez que é pouco provavel que as acdes dessa
droga ainda estivessem presentes até o dia do teste.

Tabela 1: Efeito da microinfusdo do antagonista dos kORs
imediatamente ap6s um CAC moderado sobre a consolidacdo da
memdaria em um periodo de tempo mais remoto.

nor-BNI 3,0
nmol Andlise Estatistica
(n=9)

Teste A 55.3+4.6 80.9 + 2.5* (tar = 22.22, P = 0.0002)

Veiculo
(n=10)

Testep 12424 202%54 (tan = 1.81, P = 0.19)

Os valores sado expressos como média £ EPM (n = 9-10/grupo). *
P <0,05 quando comparado com o grupo veiculo.
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5.6 EXPERIMENTO 6: O CAC MODERADO AUMENTA A
IMUNOMARCACAO DOS HDKORS DURANTE O PERIODO
DE CONSOLIDACAO DA MEMORIA

A ANOVA de uma via mostrou um efeito significativo do
tempo decorrido entre o final da sessdo de condicionamento até
o momento da eutanasia na imunomarcagéo dos HDKORS (F (4,30
= 5,26, P = 0,002). Como mostrado na Figura 12B, o HD dos
animais avaliados 1 h e 3 h ap6s o CAC moderado, apresentou
um aumento na imunomarcagado dos KORs, quando comparado
ao grupo naive (P = 0,02 e P = 0,01, respectivamente) ou ao
grupo eutanasiado imediatamente apés o CAC (P = 0,01 para
ambas as comparacdes).

Assim, esses dados sugerem que os KORs séo recrutados
no HD em resposta ao condicionamento aversivo contextual
moderado, durante o periodo de consolidacdo da memodria.
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Figura 12. Efeito do CAC moderado sobre a imunomarcacéo de
HDkORSs durante o periodo de consolidagao da meméria.
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B-actina 43 kDa

(A) Delineamento experimental utilizado. As setas indicam o ponto no
tempo em que ocorreu a dissecagdo do HD. (B) Quantificacdo da
imunomarcagéo de KORs normalizada pela B-actina e expressa como %
do controle (grupo naive); e imagens ilustrativas das bandas obtidas por
imunodeteccdo para o KOR (56 kDa) e para a B-actina (43 kDa). Os
valores sdo expressos como média £+ EPM (n = 7/grupo); Quatro
experimentos independentes (n = 2 / experimento). * P <0,05 quando
comparado com o grupo naive. # P <0,05 quando comparado com o
grupo eutanasiado imediatamente apés o CAC (0 h).
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5.7 EXPERIMENTO 7: A EXPERIENCIA ASSOCIATIVA
AVERSIVA INDUZ AUMENTO DA IMUNOMARCACAO DOS
HDKORS DURANTE A CONSOLIDACAO

A ANOVA de uma via mostrou um efeito significativo do
condicionamento aversivo na imunomarcacdo dos HDKORs
(F@20 = 4,23, P = 0,01). A Figura 13B mostra um aumento na
imunomarcagdao dos HDkORs no grupo que recebeu a
experiéncia associativa (choque-contexto A), quando comparado
ao grupo naive (P = 0,02) e ao grupo de déficit por choque
imediato (P = 0,04).

Este resultado sugere que os KORs sao substancialmente
recrutados no HD apés uma experiéncia aversiva associativa.
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Figura 13. Avaliacdo da especificidade da imunomarcagdo dos
HDkORs na formagao da memoria associativa.
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(A) Delineamento experimental utilizado. As setas indicam o momento
em que ocorreu a dissecacdo do HD. (B) Quantificagdo da
imunomarcagéo de kKORs normalizada pela B-actina e expressa como %
do controle (grupo naive); e imagens ilustrativas das bandas obtidas por
imunodetecgédo para o KOR (56 kDa) e para a B-actina (43 kDa). Os
valores sdo expressos como média + EPM (n = 6/grupo); Quatro
experimentos independentes (n = 2 / experimento). * P <0,05 quando
comparado com o grupo naive. $ P <0,05 quando comparado com o
grupo déficit por choque imediato.
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5.8 EXPERIMENTO 8: A MICROI’NFUSAO DO ANTAGONISTA
DOS KORS AUMENTA OS NIVEIS DE BDNF NO HD
DURANTE A CONSOLIDACAO DA MEMORIA

A ANOVA de uma via mostrou um efeito significativo do
tratamento sobre os niveis de BDNF no HD (F316) = 10,48, P =
0,00047). Como mostrado na Figura 14B, os animais tratados
com nor-BNI na dose de 3,0 nmol apresentaram maiores niveis
de BDNF no HD, quando comparados com aqueles que
receberam veiculo (P = 0,01) ou com os animais naive (P =
0,0004). Além disso, o grupo veiculo apresentou maiores niveis
de BDNF, quando comparado com 0s animais naive (P = 0,04).

Esses resultados sugerem que o condicionamento aversivo
contextual moderado per se aumentou os niveis de BDNF no HD
e que a microinfusdo de nor-BNI foi capaz de induzir um aumento
adicional nos niveis desse marcador de plasticidade. Esse
resultado indica ainda que o aprendizado aversivo contextual
recruta BDNF no HD e sugere uma possivel via pela qual a
microinfusdo de nor-BNlI conduz & potencializacdo da
consolidacdo da meméria aversiva contextual.
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Figura 14. Efeito da microinfusdo do antagonista dos kORs
imediatamente apés um CAC moderado sobre os niveis de BDNF
hipocampais durante a consolidagdo da meméria.

A

HD Coleta do HD

24h ¥ oomin ¥
FAM —» CONDICIONAMENTO ' ———»
1EI-0.7mA

Coleta do HD
(animais naive)

\/

BIOTERIO ——»

o8]

] Veiculo

] nor-BNI 1,0 nmol
nor-BNI 3,0 nmol
Il Naive

#

*
80 &
AODD .
0

(A) Delineamento experimental utilizado. As setas indicam o local e o
momento do tratamento, bem como, o momento em que ocorreu a
dissecacdo do HD. (B) O gréafico mostra os niveis de BDNF (expresso
em picogramas de BDNF por miligrama de proteina) presentes no HD
de ratos 90 min apos o protocolo de CAC moderado e subsequente
microinfusdo das drogas (exceto o grupo naive). Os valores sé&o
expressos como média + EPM (n = 5/grupo). * P <0,05 quando
comparado com o grupo veiculo. # P <0,05 quando comparado com o
grupo naive. & P <0,05 quando comparado com o grupo naive.

BDNF (pg/mg de proteina)
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5.9 EXPERIMENTO 9: A MICROINFUSAO DO ANTAGONISTA
DOS KORS INDUZ A EXPRESSAO GENERALIZADA DO
COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO NO
PROTOCOLO DE CAC FORTE

Na analise dos Testes Al e A2, a ANOVA de medidas
repetidas mostrou um efeito significativo da reexposicdo ao
contexto A (F@,30 = 10,64, P = 0,002). No entanto, ndo houve
nenhum efeito do tratamento sobre o tempo de congelamento
(F@30 = 2,02, P = 0,13) ou uma interagéo significativa entre os
fatores (F@z0 = 0,37, P = 0,77). Na Figura 15B é possivel
visualizar que a nor-BNI ndo alterou o tempo de congelamento
em ambos os testes.

Na andlise dos Testes B1 e B2, a ANOVA de medidas
repetidas mostrou um efeito significativo do tratamento sobre
tempo de congelamento (F 30 = 10,47, P = 0,00007). Nao houve
efeito significativo da reexposicéo ao contexto B (F(,30) = 1,92, P
=0,17), nem interacao significativa entre os fatores (F.30 = 0,27,
P = 0,83). A Figura 15C mostra que 0s animais tratados com
nor-BNI nas doses de 3,0 ou 10,0 nmol apresentaram maior
tempo de congelamento durante os Testes Bl 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 farmacolégico
dos HDkORs induz a expressao generalizada do comportamento
de congelamento, sugerindo que a ativacdo enddgena desses
receptores tem um efeito modulatério inibitério sobre a
consolidacdo de uma memoaria aversiva contextual forte.
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Figura 15. Efeito da microinfusdo do antagonista dos kORs
imediatamente ap6s um CAC forte.
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o
momento do tratamento. Os graficos mostram a % do tempo de
congelamento quando os animais foram testados (B) no contexto
pareado (Testes Al e A2; 1 e 8 dias ap0s o CAC, respectivamente) e
(C) no contexto ndo pareado (Testes B1 e B2; 2 e 9 dias apés o CAC,
respectivamente). Os valores sdo expressos como média + EPM (n = 8-
9/grupo). * P <0,05 quando comparado com o respectivo grupo veiculo.

5.10 EXPERIMENTO 10: A MICROINFUSAO DO
ANTAGONISTA DOS KORS NAO TEM EFEITO SOBRE O
COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO QUANDO
REALIZADA 6 H APOS UM CAC FORTE

A ANOVA de uma via ndo mostrou nenhum efeito
significativo do tratamento sobre o tempo de congelamento no
Teste A (Fe19) = 0,04, P = 0,95) ou Teste B (F19 = 0,23, P =
0,79). Como mostrado na Figura 16B, todos o0s grupos
apresentaram um tempo de congelamento comparavel em
ambos os testes.
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Portanto, a microinfusédo de nor-BNI 6 h apés a sesséo de
condicionamento forte n&o mais foi capaz de induzir
generalizacdo do comportamento de congelamento, sugerindo
que o recrutamento dos HDKORSs ¢ limitado a janela temporal de
consolidacao da meméria aversiva contextual forte.

Figura 16. Efeito da microinfusdo do antagonista dos kORs 6 h
apés um CAC forte.

A
v 18h 24h
FAM —> CONDICIONAMENTO —> —» TA—» TB
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Teste A Teste B

Tempo de Congelamento (%)

(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o
momento do tratamento. (B) Os graficos mostram a % do tempo de
congelamento nos Testes A e B 18 h e 48 h ap6s o CAC forte,
respectivamente. Os dados sdo expressos como média £+ EPM (n = 7-
8/grupo).

5.11 EXPERIMENTO 11: A MICROINFUSAO DO .
ANTAGONISTA DOS KORS NAO AFETA A EXPRESSAO
DE CONGELAMENTO NO PROTOCOLO DE CAC FRACO

Como mostrado na Figura 17B, a ANOVA de uma via ndo
mostrou nenhum efeito significativo do tratamento com nor-BNI
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sobre o tempo de congelamento durante o Teste A (F, 18) = 2,71,
P = 0,09) ou Teste B (F@18 = 2,43, P = 0,11). Por outro lado, o
teste t de Student mostrou uma diferenca significativa entre o
grupo tratado com ioimbina e o grupo veiculo no Teste A (tuy) =
9,22, P = 0,01), sendo que o0s animais do grupo ioimbina
apresentaram maior tempo de congelamento quando
comparados com o0s animais do grupo de veiculo (P = 0.01). Por
fim, o teste t de Student ndo mostrou nenhum efeito significativo
do tratamento com ioimbina no tempo de congelamento durante
o Teste B (tu1 = 2,31, P = 0,15).

Em conjunto, estes resultados sugerem que a ativacdo dos
HDkORs nao € requerida, pelo menos nado de maneira
substancial, para modular o processo de consolidacdo de uma
memoria aversiva contextual fraca.
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Figura 17. Efeito da microinfusdo do antagonista dos kORs
imediatamente ap6s um CAC fraco.
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o
momento do tratamento. (B) Os graficos mostram a % do tempo de
congelamento durante os testes A e B realizados 24 h e 48 h apds o
CAC fraco, respectivamente. Os valores sdo expressos como média +
EPM (n = 6/grupo). * P <0,05 quando comparado ao grupo veiculo.

5.12 EXPERIMENTO 12: A MICROINFUSAO DO AGONISTA
DOS K,ORS PREJUDICA A CONSOLIDACAO DA
MEMORIA APOS O CAC FORTE

A ANOVA de medidas repetidas mostrou um efeito
significativo do tratamento (Fz29 = 17,27, P = 0,000001) e da
reexposicdo ao contexto A (F29 = 11,83, P = 0,001) sobre o
tempo de congelamento durante os Testes A. No entanto,
nenhuma interagdo entre os fatores foi encontrada (F29) = 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 Al e A2, quando
comparados aos respectivos controles (Teste A1: P=0,01e P =
0,02; Teste A2: P = 0,003 e P = 0,002).

Na analise dos Testes B1 e B2, a ANOVA de medidas
repetidas ndo mostrou nenhum efeito significativo do tratamento
(Fi29) = 2,84, P = 0,05), da reexposi¢cdo ao contexto B (F(,29) =
2,94, P = 0,09), nem da interag&o entre os fatores (F,29) = 0,48,
P = 0,69), sobre o tempo de congelamento. Conforme
apresentado na Figura 18C, todos 0s grupos apresentaram uma
gquantidade semelhante de congelamento em ambos os testes.

Estes resultados sugerem que a ativagdo dos HDk>ORs
modula negativamente a consolidacdo de uma memdoria aversiva
contextual forte.
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Figura 18. Efeito do agonista seletivo dos k2ORs imediatamente
ap6s um CAC forte.
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o
momento do tratamento. Os graficos mostram a % do tempo de
congelamento quando os animais foram testados (B) no contexto
pareado (Testes Al e A2; 1 e 8 dias ap0s o CAC, respectivamente) e
(C) no contexto ndo pareado (Testes Bl e B2; 2 e 9 dias ap6s o CAC,
respectivamente). Os valores sdo expressos como média = EPM (n = 8-
9 / grupo). * P <0,05 quando comparado com o0 respectivo grupo
veiculo.

5.13 EXPERIMENTO 13: A MICROINFUSAO DO AGONISTA
DOS K,ORS NAO TEM EFEITO SOBRE O
COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO QUANDO
REALIZADA 6 H APOS UM CAC FORTE

A ANOVA de uma via ndo mostrou nenhum efeito
significativo do tratamento sobre o tempo de congelamento no
Teste A (Feo2s = 1,15, P = 0,33) ou Teste B (Fp25 = 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 ativacdo dos
HDk>2ORs 6 h apds o condicionamento forte ndo foi capaz de
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afetar o tempo de congelamento, sugerindo que o envolvimento
desse receptor é restrito a janela temporal de consolidacdo da
memdaria aversiva contextual forte.

Figura 19. Efeito do agonista seletivo dos k2ORs 6 h apés um CAC
forte.
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o
momento do tratamento. (B) O grafico mostra a % do tempo de
congelamento durante os testes A e B realizados 18 h e 48 h apds o
CAC forte. Os valores sdo expressos como meédia + EPM (n = 9-
10/grupo).

5.14 EXPERIMENTO 14: A MICROINFUSAO DO AGONISTA _
DOS K;ORS NAO TEM EFEITO SOBRE A CONSOLIDACAO
DA MEMORIA

A ANOVA de uma via ndo mostrou nenhum efeito do
tratamento sobre o tempo de congelamento no Teste A (Fa,38) =
2,08, P = 0,10) ou Teste B (Fuzs = 0,94, P = 0,44). Como
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mostrado na Figura 20B, nas doses testadas, o U-69593 ndo
induziu alteracdes no tempo de congelamento dos animais em
ambos os testes.

Este resultado sugere que a ativagdo dos HDk;ORs néo é
critica para modular a consolidacdo da memoria de um CAC
forte.

Figura 20. Efeito do agonista seletivo dos kiORs imediatamente
apdés um CAC forte.
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o
momento do tratamento. (B) Os graficos mostram a % do tempo de
congelamento durante os Testes A e B realizados 24 h e 48 h ap6s o
CAC forte, respectivamente. Os valores sdo expressos como média *
EPM (n = 8-10/grupo).
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5.15 EXPERIMENTO 15: A MIC’ROINFUSAO DO AGONISTA
DOS K20RS DIMINUI OS NIVEIS DE BDNF NO HD
DURANTE A CONSOLIDACAO DA MEMORIA

A ANOVA de uma via mostrou um efeito significativo do
tratamento sobre os niveis de BDNF no HD (Fa,20) = 8,36, P =
0,0003). Como demonstrado na Figura 21B, os animais tratados
com o0 GR 89696 na dose de 0,3 nmol apresentaram menores
niveis de BDNF no HD, quando comparados com aqueles que
receberam veiculo (P = 0,01) ou U-69593 (P = 0,02). Além disso,
0 grupo veiculo apresentou maiores niveis de BDNF quando
comparado com o grupo naive (P = 0,0008).

Esses resultados mostram que o condicionamento aversivo
contextual forte per se aumentou os niveis de BDNF no HD,
enquanto que os animais tratados com o agonista seletivo dos
k20ORs, mas ndo dos k1ORs, apresentaram menores niveis desse
marcador de plasticidade.

Esses resultados indicam que o aprendizado aversivo
contextual forte recruta BDNF na regido do HD e sugere uma
possivel via pela qual a microinfusdo de GR 89696 conduz ao
prejuizo da consolidacdo da memoria aversiva contextual.
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Figura 21. Efeito do agonista dos k2ORs imediatamente apds um
CAC forte sobre os niveis de BDNF hipocampais durante a
consolidagdo da memoria.
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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
dissecacgdo do HD. (B) O gréafico mostra os niveis de BDNF (expresso
em picogramas de BDNF por miligrama de proteina) presentes no HD
de ratos 90 min apés o protocolo de CAC forte e subsequente
microinfusdo das drogas (exceto o grupo naive). Os valores sé&o
expressos como média + EPM (n = 5/grupo). * P <0,05 quando
comparado com o grupo veiculo. # P <0,05 quando comparado com o
grupo U-69593. & P <0,05 quando comparado com o grupo naive.
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5.16 EXPERIMENTO 16: O PRE-TRATAMENTO COM NOR-BNI
PREVINE O PREJUIZO DE CONSOLIDACAO DA MEMORIA
INDUZIDO PELO GR 89696 NO PROTOCOLO DE CAC
FORTE

Na andlise dos Testes Al e A2, a ANOVA de duas vias de
medidas repetidas mostrou uma interagdo significativa entre o
pré-tratamento e o tratamento sobre o tempo de congelamento
(Fa28 = 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 veiculo + veiculo
(Teste Al: P = 0,001; Teste A2: P = 0,002), ao grupo nor-BNI +
veiculo (Teste Al: P = 0,0005; Teste A2: P = 0,001) e ao grupo
nor-BNI + GR 89696 (Teste Al: P = 0,001; Teste A2: P = 0,001).
Além disso, o efeito do GR 89696 n&o foi mais observado
quando os animais foram pré-tratados com uma dose subefetiva
de nor-BNI (nor-BNI + GR 89696 vs veiculo + veiculo = Teste Al:
P =0,93; Teste A2: P =0,75).

Na analise dos Testes B1 e B2, a ANOVA de duas vias de
medidas repetidas ndo mostrou nenhum efeito do pré-tratamento
(F,28) = 0,06, P = 0,80), do tratamento (F,2¢ = 0,03, P = 0,84),
nem da intera¢do entre os fatores (F2¢) = 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 prejuizo de consolidacdo da memoéria induzido pelo
GR 89696, sugerindo que os efeitos do GR 89696 foram
mediados pela ativacdo dos HDkORs.
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Figura 22. Efeito do pré-tratamento com nor-BNI sobre o prejuizo
de consolidagdo da memoria induzido pelo GR 89696.
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(A) Delineamento experimental utilizado. As setas indicam o local e o
momento do tratamento. Os graficos mostram a % de tempo de
congelamento quando os animais foram testados (B) no contexto
pareado (Testes Al e A2; 1 e 8 dias ap6s CAC, respectivamente) ou (C)
no contexto ndo pareado (Testes Bl e B2; 2 e 9 dias apdés o CAC,
respectivamente). As cores das setas indicam a ordem das drogas
microinfundidas. Os valores sdo expressos como média £+ EPM (n = 7-
9/grupo). * P <0,05 quando comparado com o0s demais grupos no
determinado teste (Teste Al ou A2).

5.17 EXPERIMENTO 17: A MICROINFUSAO DO
ANTAGONISTA DOS KORS APOS A REATIVACAO NAO
AFETA O COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO NO
PROTOCOLO DE CAC MODERADO

A ANOVA de medidas repetidas ndo mostrou nenhum
efeito significativo do tratamento (Fuz0 = 1,32, P = 0,28), da
reexposicdo ao contexto A (Fwaz0 = 1,43, P = 0,23) ou da
interacdo entre os fatores (Fus0) = 2,24, P = 0,08). Como
mostrado na Figura 23B, a nor-BNI n&o induziu alteragbes no
tempo de congelamento no Teste A.
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Além disso, a ANOVA de uma via também n&do mostrou
nenhum efeito significativo do tratamento (F,30) = 1,38, P = 0,26)
sobre o tempo de congelamento no Teste B.

Nossos resultados mostraram que o antagonismo dos
HDkORs imediatamente apds a reativagao nao teve efeito sobre
0 comportamento de congelamento, sugerindo que a participacao
desses receptores ndo é requerida para a reconsolidacdo de
uma memoria aversiva contextual moderada.

Figura 23. Efeito da microinfusdo do antagonista dos kORs
imediatamente ap6és a reativagcdo sobre a reconsolidagcdo da
memoéria 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 grafico mostra a % do tempo de
congelamento durante os Testes A e B realizados 24 h e 48 h apés a
sessdo de reativagdo da memodria, respectivamente. Os valores sao
expressos como média + EPM (n = 7-8/grupo).
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5.18 EXPERIMENTO 18: A MICROINFUSAO DO
ANTAGONISTA DOS KORS IMEDIATAMENTE APOS A
REATIVACAO INDUZ A EXPRESSAO GENERALIZADA DO
COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO NO
PROTOCOLO DE CAC FORTE

A ANOVA de medidas repetidas ndo mostrou nenhum
efeito significativo do tratamento (F@,34 = 2,57, P = 0,05) sobre o
comportamento de congelamento nos testes A. Adicionalmente,
embora tenha sido revelado um efeito significativo das
reexposi¢coes ao contexto A (Fpees) = 9,64, P = 0,0002), ndo
houve interacdo significativa entre os fatores (Fges) = 0,63, P =
0,74). Como mostrado na Figura 24B, a nor-BNI ndo induziu
alteragBes no tempo de congelamento durante os Testes Al e
A2.

Por outro lado, a ANOVA de medidas repetidas mostrou
um efeito significativo do tratamento (Fuz4 = 12,86, P =
0,000001) e das reexposicdes ao contexto B (F,34y = 24,57, P =
0,00002), mas néo da interacdo entre os fatores (F@,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 0 antagonismo
farmacolégico dos HDKORs apds a reativagdao de uma memoria
forte induziu a expressdo generalizada do comportamento de
congelamento, sugerindo que a ativagdo endégena dos HDKORs
modula negativamente a reconsolidagdo de uma memdria
aversiva contextual forte.

5.19 EXPERIMENTO 19: A MICROINFUSAO DO
ANTAGONISTA DOS KORS NAO TEM EFEITO SOBRE O
COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO QUANDO
REALIZADA 6 H APOS A REATIVACAO NO PROTOCOLO
DE CAC FORTE

A ANOVA de medidas repetidas ndo mostrou nenhum
efeito significativo do tratamento sobre o comportamento de
congelamento no Teste A (Fui4 = 1,08, P = 0,31).
Adicionalmente, houve um efeito significativo da reexposi¢cdo ao
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contexto A (F14 = 7,44, P = 0,01), mas nenhuma interagéo
entre os fatores foi revelada (Fq14) = 0,002, P = 0,96). Como
mostrado na Figura 24E, os dois grupos experimentais
apresentaram um tempo de congelamento comparavel.

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

Esses resultados sugerem que o0 envolvimento dos
HDkORs é limitado a janela temporal de reconsolidacdo da
mem©ria aversiva contextual forte.
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Figura 24. Efeito da microinfusdo do antagonista dos kORs
imediatamente ou 6 h ap6s a reativagdo sobre a reconsolidagao da
memaria no protocolo de CAC forte.
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o
momento do tratamento. Os graficos mostram a % do tempo de
congelamento quando os animais foram testados (B) no contexto
pareado (Testes Al e A2; 1 e 8 dias apés a sessdo de reativagao,
respectivamente) e (C) no contexto ndo pareado (Testes Bl e B2; 2 e 9
dias ap6s a sessao de reativacao, respectivamente). (D) Delineamento
experimental utilizado. A seta indica o local e 0 momento do tratamento.
(E) O grafico mostra a % do tempo de congelamento durante os testes
A e B realizados 18 h e 48 h ap6s a sessdo de reativagéo,
respectivamente. Os valores sdo 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 veiculo.
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5.20 EXPERIMENTO 20: A MICROINFUSAO DO AGONISTA
DOS K,ORS APOS A REATIVACAO DIMINUI A
EXPRESSAO DE CONGELAMENTO NO PROTOCOLO DE
CAC FORTE

A ANOVA de medidas repetidas mostrou um efeito
significativo do tratamento (F@E29 = 7,95, P = 0,0005), das
reexposicdes ao contexto A (Fp,s8) = 70,83, P = 0,000001) e da
interacdo entre os fatores (Fess) = 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 Al e
A2 em comparacdo com 0s respectivos grupos veiculos [Teste
Al = (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 proprio grupo na sessao de reativacdo [Teste Al
= (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 ndo mostrou nenhum
efeito significativo do tratamento (F 329 = 0,17, P = 0,91) sobre o
tempo de congelamento nos Testes B1 e B2. Adicionalmente,
houve um efeito significativo das reexposi¢ces ao contexto B
(Fa29 = 10,99, P = 0,002), mas nenhuma interagdo entre 0s
fatores foi revelada (F@29 = 0,71, P = 0,54). Conforme
apresentado na Figura 25C, todos 0s grupos mostraram uma
quantidade semelhante de congelamento durante os Testes B1 e
B2.

Em conjunto, esses resultados sugerem que a ativacao
dos HDk»,ORs imediatamente apds a reativacdo promove uma
modulacéo negativa sobre a reconsolidagdo de uma memoria
aversiva contextual forte.

5.21 EXPERIMENTO 21: A MICROINFUSAO DO AGONISTA
DOS K,ORS NAO TEM EFEITO SOBRE O
COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO QUANDO
REALIZADA 6 H APOS A REATIVAGAO NO PROTOCOLO
DE CAC FORTE

A ANOVA de medidas repetidas ndo mostrou nenhum
efeito significativo do tratamento sobre o comportamento de
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congelamento no Teste A (Fuiy = 041, P = 0,52).
Adicionalmente, houve um efeito significativo da reexposicao ao
contexto A (Fq1s = 9,48, P = 0,007), mas nenhuma interacéo
entre os fatores (Fu,15 = 0,29, P = 0,59). Como mostrado na
Figura 25E, os dois grupos experimentais apresentaram um
tempo de congelamento comparavel no Teste A.

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

Em resumo, a ativagdo dos HDk:ORs 6 h apds a
reativacdo ndo foi capaz de afetar o tempo de congelamento,
sugerindo que o envolvimento desse receptor é limitado a janela
temporal de reconsolidagcdo da memobria aversiva contextual
forte.
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Figura 25. Efeito do agonista dos k2ORs imediatamente ou 6 h apds
a reativacdo sobre a reconsolidagdo da meméria no protocolo de
CAC forte.
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o
momento do tratamento. Os graficos mostram a % do tempo de
congelamento quando os animais foram testados (B) no contexto
pareado (Testes Al e A2; 1 e 8 dias ap0s a sessdo de reativacao,
respectivamente) e (C) no contexto ndo pareado (Testes B1 e B2; 2 e 9
dias ap6s a sessdo de reativacéo, respectivamente). (D) Delineamento
experimental utilizado. A seta indica o local e 0 momento do tratamento.
(E) O grafico mostra a % do tempo de congelamento durante os testes
A e B realizados 18 h e 48 h ap6s a sessdo de reativagéao,
respectivamente. Os valores séo 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 veiculo. # P <0,05
guando comparado com o proprio grupo na sessao de reativagao.
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5.22 EXPERIMENTO 22: A MICROINFUSAO DO AGONISTA
DOS K,ORS PROMOVE PREJUIZO DE
RECONSOLIDACAO DA MEMORIA NO PROTOCOLO DE
CAC FORTE

A ANOVA de medidas repetidas mostrou um efeito
significativo do tratamento (F@,15 = 22,05, P = 0,0002), das
reexposicoes ao contexto A (F@345 = 44,05, P = 0,000001) e da
interacdo entre os fatores (F@ 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 Al,
guando comparados com o grupo veiculo (P = 0,003) e com o
préprio grupo na sessao de reativacdo (P = 0,0001). Na sesséo
de extingdo, a ANOVA de medidas repetidas mostrou um efeito
significativo da interagdo entre os fatores (Fue0) = 10,11, P =
0,000001). Conforme apresentado na Figura 26B.2, ambos os
grupos, veiculo e GR 89696, apresentaram menor congelamento
em todos os blocos quando comparados com o 1° bloco do grupo
veiculo (P < 0,05), incluindo o 1° bloco do grupo GR 89696 (P
=0,01). Além disso, apds a extin¢cdo, o grupo veiculo continuou
apresentando niveis reduzidos e comparaveis aos do grupo GR
89696, tal como mostrado no Teste A2 (ANOVA de medidas
repetidas; P = 0,95) (Figura 26B.3). Por fim, apés a sessédo de
reinstalacdo, o grupo veiculo, mas ndo o grupo GR 89696,
reinstalou a resposta condicionada de congelamento (grupo
veiculo no Teste A3 vs grupo veiculo no Teste A2: P = 0,0001)
(Figura 26B.3).

Em conjunto, esses resultados indicam que a microinfuséo
de GR 89696 imediatamente ap0s a reativacdo prejudica a
reconsolidacéo da memoria no protocolo de CAC forte.
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Figura 26. Efeito do agonista dos k2ORs imediatamente apos a
reativacé@o no protocolo de reinstalagao.
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(A) Delineamento experimental utilizado. A seta indica o local e o
momento do tratamento. Os graficos mostram a % do tempo de
congelamento quando os animais foram (B.1l) testados no contexto
pareado (Teste Al; 24 h apés a sessdo de reativacdo), (B.2)
submetidos a sessao de extingdo (5 blocos de 3 min cada, totalizando
15 min) e (B.3) novamente testados no contexto pareado antes e 24 h
apos a sessao de reinstalacao (Teste A2 e Teste A3, respectivamente).
Os valores sao expressos como média + EPM (n = 8-9/grupo). * P <0,05
quando comparado com o respectivo grupo veiculo. # P <0,05 quando
comparado com o préprio grupo na sesséo de reativacdo. @ P <0,05
quando comparado com o 1° bloco de extingdo do grupo veiculo. & P
<0,05 quando comparado com o proprio grupo no Teste A2.

5.23 EXPERIMENTO 23: O PRE-TRATAMENTO COM NOR-BNI
PREVINE O PREJUIZO DE RECONSOLIDAGCAO DA
MEMORIA INDUZIDO PELO GR 89696 NO PROTOCOLO
DE CAC FORTE

A ANOVA de duas vias de medidas repetidas mostrou uma
interacdo significativa entre o pré-tratamento, o tratamento e as
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reexposi¢oes ao contexto A (Fee0) = 14,08, P = 0,00001) sobre o
tempo de congelamento nos Testes Al e A2. Como mostrado na
Figura 27B, o grupo tratado com GR 89696 apresentou menor
tempo de congelamento comparado ao grupo veiculo + veiculo
(Teste Al: P = 0,03; Teste A2: P = 0,02), grupo nor-BNI + veiculo
(Teste Al: P = 0,02; Teste A2: P = 0,03), grupo nor-BNI + GR
89696 (Teste Al: P = 0,03; Teste A2: P = 0,02) e ao proprio
grupo na sessao de reativacéo (Teste Al: P = 0,0001; Teste A2:
P = 0,0001). Por outro lado, o efeito do GR 89696 nao foi mais
observado quando os animais foram pré-tratados com uma dose
subefetiva de nor-BNI (nor-BNI + GR 89696 vs veiculo + veiculo
= Teste Al: P =0,97; Teste A2: P =0,93).

Na andlise dos Testes B1 e B2, a ANOVA de duas vias de
medidas repetidas ndo mostrou nenhum efeito significativo do
pré-tratamento (Fq.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 reexposi¢cdes ao
contexto B (Fa.30) = 9,06, P = 0,005), nenhuma interagéo entre os
fatores foi demonstrada (F@3) = 0,001, P = 0,97). Como
mostrado na Figura 27C, todos 0s grupos experimentais
apresentaram um tempo de congelamento comparavel durante
0s testes.

Em resumo, a microinfusdo de uma dose subefetiva de
nor-BNI foi capaz de prevenir o prejuizo de reconsolidacédo da
memoria induzido pelo GR 89696, sugerindo que os efeitos do
GR 89696 sdo mediados pela ativagdo dos KORs.
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Figura 27. Efeito do pré-tratamento com nor-BNI sobre o prejuizo
de reconsolidagdo da meméria induzido pelo GR 89696.
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(A) Delineamento experimental utilizado. As setas indicam o local e o
momento do tratamento. Os graficos mostram a % de tempo de
congelamento quando os animais foram testados (B) no contexto
pareado (Testes Al e A2; 1 e 8 dias ap0s a sessdo de reativacao,
respectivamente) ou (C) no contexto ndo pareado (Testes B1 e B2; 2 e
9 dias apds a sessao de reativagdo, respectivamente). As cores das
setas indicam a ordem das drogas microinfundidas. Os valores sdo
expressos como média + EPM (n = 8-9/grupo). * P <0,05 quando
comparado com os demais grupos no determinado teste (Teste Al ou
A2). # P <0,05 quando comparado com o préprio grupo na sessdo de
reativacao.

5.24 EXPERIMENTO 24: A MICROINFUSAO DE NOR-BNI
IMEDIATAMENTE APOS A REATIVACAO NAO ALTERA O
ESTADO MOTIVACIONAL DOS ANIMAIS NO TESTE DE
BORRIFAGEM COM SACAROSE

Como esperado, a ANOVA de um via com medidas
repetidas ndo mostrou nenhuma diferenca significativa do
tratamento (F1,14) = 0,37, P = 0,54), da reexposi¢éo ao contexto
A (F@14 = 0,17, P = 0,68), e nem da interagéo entre os fatores
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(F@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 ndo mostrou nenhum efeito significativo do tratamento
sobre o tempo de autolimpeza (F,21) = 0,78, P = 0,46) ou sobre o
tempo para a primeira autolimpeza (Fp21 = 0,04, P = 0,95).
Como mostrado na Figura 28C, 0s grupos experimentais
apresentaram um tempo comparavel de autolimpeza, bem como
do tempo para a execugdo da primeira autolimpeza no teste de
borrifagem com sacarose.

Em resumo, os resultados sugerem que a microinfusdo de
nor-BNI no HD ndo é capaz de induzir alteragbes no estado
motivacional do animal, as quais poderiam interferir nos testes
mnemaonicos.

5.25 EXPERIMENTO 25: A MICROINFUSAO DE GR 89696
IMEDIATAMENTE APOS A REATIVACAO NAO ALTERA O
ESTADO MOTIVACIONAL DOS ANIMAIS NO TESTE DE
BORRIFAGEM COM SACAROSE

Como esperado, o teste t de Student ndo mostrou
nenhuma diferenga significativa entre os grupos no tempo de
congelamento durante a sesséo de reativagéo (t,15 = 0,12, P =
0,72) (Figura 28E). Quanto ao teste de borrifagem de sacarose,
a ANOVA de uma via ndo mostrou nenhum efeito significativo do
tratamento sobre o tempo de autolimpeza (Fp22 = 1,07, P =
0,35) ou sobre o tempo para a primeira autolimpeza (Fp22) =
0,66, P = 0,52). Como mostrado na Figura 28F, os grupos
experimentais apresentaram um tempo comparavel de
autolimpeza, bem como do tempo para a execucdo da primeira
autolimpeza.

Os resultados sugerem que a microinfusdo de GR 89696
no HD n&o é capaz de induzir alteracdes no estado motivacional
dos animais.
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Figura 28. Efeito da microinfuséo intra-HD de nor-BNI ou de GR
89696 imediatamente apdés a sessdo de reativagdo 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 graficos mostram a % de tempo de
congelamento quando os animais foram submetidos a sessdo de
reativacdo e posteriormente foram testados no contexto pareado (Teste
A; 1 dia ap0s a sessao de reativagdo). (C) Os graficos mostram o tempo
total de autolimpeza (expresso em segundos; 15 min de teste) (painel a
esquerda) e o tempo para a 12 autolimpeza (expresso em segundos)
(painel a direita). (D) Delineamento experimental utilizado. A seta indica
o local e 0 momento do tratamento. (E) O grafico mostra a % de tempo
de congelamento quando os animais foram submetidos a sesséo de
reativagdo. (F) Os graficos mostram o tempo total de autolimpeza
(expresso em segundos; 15 min de teste) (painel a esquerda) e o tempo
para a 12 autolimpeza (expresso em segundos) (painel a direita). Os
valores sdo expressos como média + EPM (n = 8/grupo para o
experimento 24; n = 8-9/grupo para experimento 25).
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6 DISCUSSAO

Neste estudo avaliamos a participacdo dos HDkORs na
consolidacdo e reconsolidacdo da meméria aversiva contextual
com diferentes intensidades e especificidades. Em relacdo a
consolidacao, foi demonstrado que uma Unica microinfuséo intra-
HD do antagonista seletivo dos kORs, a nor-BNI, imediatamente
apo6s o CAC moderado, mas ndo o CAC fraco, induziu um
aumento na resposta de congelamento no contexto pareado.
Entretanto, ndo houve nenhuma alteracdo nesse parametro
guando essa droga foi administrada somente 6 h apés o CAC
moderado ou na auséncia da experiéncia associativa de choque-
contexto. Adicionalmente, a microinfusdo de nor-BNI aumentou
0s niveis de BDNF no HD 90 min apés o CAC moderado,
sugerindo que esta pode ser uma possivel via pela qual o
antagonismo dos HDkORs levou a potencializacdo da
consolidacao.

Também relatamos o aumento da imunomarcacdo dos
KORSs na regido do HD 1 h e 3 h ap6s os animais serem expostos
a experiéncia aversiva contextual. No protocolo de CAC forte, a
nor-BNI aumentou o tempo de congelamento dos animais
durante a exposi¢cdo ao contexto novo e ndo pareado, indicando
que os HDkORs também modulam negativamente a
consolidacdo de uma meméria mais intensa e generalizada. O
presente estudo também demonstrou que a microinfusdo intra-
HD de GR 89696 (agonista dos k2ORs), mas ndo do U-69593
(agonista dos k1ORSs), prejudicou a consolidacdo da meméria
apos 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 diminuicdo dos niveis de
BDNF no HD, a qual foi encontrada 90 min apds a microinfusdo
intra-HD dessa droga.

Em relacdo a reconsolidacdo, a microinfusdo de nor-BNI
imediatamente apdés a reativacdo ndo teve efeito sobre a
expressao de congelamento no protocolo de CAC moderado. Por
outro lado, no protocolo de CAC forte, a microinfusdo de nor-BNI
imediatamente apés a reativacdo, mas ndo 6 h apds, induziu
generalizacdo do congelamento, indicando que os HDKORs
modulam negativamente a reconsolidacdo de memorias mais
intensas e generalizadas. Além disso, a microinfusdo intra-HD de
GR 89696 imediatamente apds a reativacdo da memdria, mas
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nao 6 h apos, reduziu a expressao de congelamento no contexto
pareado (protocolo de CAC forte). Adicionalmente, a resposta
condicionada de congelamento ndo foi reinstalada apés um
estimulo de choque lembrete, indicando que a ativacao dos
HDk.ORs teve, de fato, um efeito inibitorio sobre a
reconsolidacdo da memaria aversiva forte. O pré-tratamento com
uma dose subefetiva de nor-BNI preveniu os efeitos do agonista
dos k2ORs. Finalmente, a microinfusdo de nor-BNI ou de GR
89696 nao teve efeito sobre o tempo de autolimpeza no teste de
borrifagem com sacarose, sugerindo que essas drogas nao
alteraram o estado motivacional dos animais.

A microinfusdo intra-HD de nor-BNI, um antagonista
seletivo de KORs (TAKEMORI et al., 1988), imediatamente apoés
um CAC moderado, mas ndo 6 h apos, foi capaz de aumentar o
tempo de congelamento no contexto pareado, sugerindo o
envolvimento dos KORs na consolidacdo da memaria em ratos. A
literatura tem mostrado resultados contraditérios provenientes de
estudos in vitro e in vivo acerca da participagdo dos KORs nos
processos de aprendizado e memodria em ratos. Em fatias de
hipocampo de rato, o bloqueio dos kORs nao foi capaz de afetar
a LTP (BRAMHAM, SARVEY, 1996). Além disso, a ativacdo
desses receptores nao apresenta efeito sobre os potenciais
excitatérios pds-sinapticos, dependendo da linhagem dos ratos
testadas (SALIN et al., 1995), embora seja capaz de reduzir a
liberacdo de glutamato em sinaptossomas (CONNER-KERR et
al., 1993). Por outro lado, nos estudos comportamentais in vivo, a
ativacdo dos HDkORs prejudicou o aprendizado em ratos na
tarefa do labirinto aquatico de Morris (SANDIN et al., 1998).
Maiores niveis de dinorfina, o principal ligante endégeno dos
KORs, também foram observados no hipocampo de ratos apos
experiéncias aversivas variadas (SHIRAYAMA et al.,, 2004).
Nesse contexto, podemos sugerir que 0 componente emocional
relacionado a uma memodria é determinante para o envolvimento
dos HDkORs. Mostramos ainda que a nor-BNI nado teve efeito
sobre a memoéria quando 0s animais tiveram somente a
experiéncia do contexto (grupo exposto ao contexto A sem
choque) ou do choque (grupo que recebeu choque
imediatamente apds ser colocado no contexto A). Esses
resultados indicam que a nor-BNI per se ndo € capaz de
promover condicionamento contextual ou afetar alguma resposta
de sensibilizagéo que possa ter sido induzida pela experiéncia de
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choque. Em conjunto, nossos dados sugerem que a ativacdo dos
HDkORs promove um efeito inibitério sobre a consolidacéo da
memodria aversiva contextual em ratos. Essa sugestdo também é
suportada por estudos in vivo conduzidos em camundongos
utilizando esse mesmo paradigma experimental (DAUMAS et al.,
2007).

A inibigdo prolongada dos kORs pela nor-BNI é bem
conhecida na literatura, mas os mecanismos envolvidos nesse
fenbmeno permanecem pouco compreendidos. Duas vias de
inibicdo foram propostas, uma direta e a outra indireta. A via
direta esta relacionada com a acao da nor-BNI sobre a atividade
da cinase c-Jun N-terminal 1, o que resulta na inativacdo
prolongada da sinalizagdo mediada pelos KORs. Por outro lado,
como via direta, tem sido sugerido que a nor-BNI é metabolizada
in vivo em metabdlitos de longa duracéo, os quais podem se ligar
covalentemente aos kORs (BRUCHAS et al., 2007). Essa
inibicdo prolongada dos kORs 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 microinfusdo de nor-BNI 6 h apds a
sessdo de condicionamento ndo produziu qualquer efeito em
uma sessdo de teste subsequente (Teste A). Este resultado
sugere que a acdo dessa droga nao interferiu de forma
significativa na expressdo da memoria. 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 periodo em
gue supostamente o animal estaria livre das acbes dessa droga
(HORAN et al., 1992; JONES, HOLTZMAN, 1992; BRUCHAS et
al., 2007). Esse dado sugere que as acdes da nor-BNI foram
limitadas & consolidacdo da memdéria aversiva contextual,
embora o mecanismo pelo qual o bloqueio dos KORs possa
conduzir a potencializacdo da consolidacdo da memodria ainda
nao esteja claro.

Mecanisticamente, o0s kKORs poderiam  modular
negativamente a consolidacdo da memdria, prejudicando a
sinalizacdo glutamatérgica, um efeito oposto do esperado pela
ativacao dos receptores y e/ou & 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 ativacdo dos kORs foi capaz de reduzir a
liberacdo de glutamato em sinaptossomas (CONNER-KERR et
al.,, 1993), além de reduzir os potenciais pOs-sinapticos
excitatérios nas fatias de hipocampo de algumas linhagens de
ratos (SALIN et al.,, 1995). Por outro lado a ativacdo dos
receptores y ou © opioides aumenta a atividade dessa estrutura
cerebral (COHEN et al., 1992; CAPOGNA et al., 1993; REKLING,
1993; SVOBODA, LUPICA et al., 1998). Esses efeitos inibitdrios
dos KORs provenientes de estudos in vitro sdo atribuidos a
participacdo desses receptores na supressdo da exocitose do
glutamato (WAGNER et al.,, 1991, 1992), cuja participacdo é
fundamental para as altera¢des plasticas envolvidas na formacéo
e manutencao de memorias (LEE et al., 2004).

Nesse sentido, mostramos que a microinfusdo de nor-BNI
imediatamente apés um CAC moderado produziu efeitos
duradouros sobre a memoéria (7 e 28 dias), indicando a
participacdo de mecanismos de plasticidade neuronal nesse
processo. De fato, a consolidagdo da memoria contextual
envolve alteragdes prolongadas de plasticidade neuronal no HD
e requer, entre outros mediadores, o0 BDNF (LEE et al., 2004;
ALONSO et al., 2005; LUBIN et al., 2008). Um estudo conduzido
em cultura de neurbnios hipocampais primarios demonstrou que
a estimulagédo de KORs diminuiu a expressdo do BDNF, um efeito
prevenido pelo pré-tratamento com nor-BNI (DOGRA et al.,
2016). Em outro estudo, a microinfusdo i.c.v. de nor-BNI per se
induziu um aumento dos niveis de RNAm do BDNF no
hipocampo de ratos por até 24 h (ZHANG et al.,, 2007). No
presente trabalho, demonstramos que a microinfusdo de nor-BNI
foi capaz de aumentar os niveis de BDNF no HD em um periodo
gue corresponde a consolidacdo da memoria. Como exatamente
0 nor-BNI aumenta os niveis de BDNF hipocampais ainda néo
esta claro, mas a habilidade do glutamato de regular a expressao
do BDNF é bem descrita (ZAFRA et al., 1990; ZAFRA et al.,
1991). Com base no exposto acima, sugerimos que O
antagonismo dos kORs pela nor-BNI pontencializa a
consolidacdo da memoria aversiva contextual por potencializar a
neuroplasticidade hipocampal que suporta essa memoria através
da desinibicdo da liberagéo de glutamato.

Em seguida, hipotetizamos que os HDkORs poderiam ser
recrutados especificamente durante a consolidacdo de uma
memoria aversiva contextual. De fato, demonstramos um
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aumento significativo na imunomarcagao dos HDkORs 1 h e 3 h
ap6s um CAC moderado. Esse aumento rapido na
imunomarcacao dos HDkORs (observado ja a partir de 1 h apos
0 CAC) poderia ser explicado por uma combinacdo de mudancgas
pos-transducionais com a subsequente translocacéo do receptor
do citoplasma para a membrana, uma vez que esses processos
podem ocorrer rapidamente (BABILON et al., 2013). Ainda, esse
efeito sobre a imunomarcagcdo dos HDkORs foi observado
apenas no grupo que teve a experiéncia associativa (choque-
contexto). A este respeito, tem sido demonstrado na literatura
que, para haver a formacdo de uma representacdo contextual
com conteudo emocional, se faz necesséario a interacdo entre
hipocampo dorsal e a ABL (RICHTER-LEVIN, AKIRAV, 2003;
SPARTA et al., 2014). Além disso, a ativacdo da ABL é capaz de
potencializar a consolidacdo da memoria aversiva contextual
através da potencializacdo da neuroplasticidade hipocampal
(McINTYRE et al., 2005; HUFF et al., 2006). Nesse sentido,
qualquer mecanismo regulador que supostamente previna a
formacdo de uma memobria aversiva mais robusta do que o
necessario (do inglés, overconsolidation) poderia ser
particularmente promissor. Propomos entdo que os HDkORs
poderiam ser precisamente e rapidamente recrutados para
modular negativamente as informacgfes provenientes da ABL
durante a consolidacdo das memérias aversivas mais intensas.
Por fim, o fato da imunomarcacdo dos HDkORs permacencer
aumentada por pelo menos 3 h apés o CAC moderado pode
sugerir um aumento da expressdo desses receptores também
em locais mais distantes da sinapse (sitios extra-sinpticos), tal
como sugerido para outros receptores (KNEUSSEL, HAUSRAT
2016). Esse mecanismo poderia ser particularmente importante
para evitar efeitos deletérios de uma possivel experiéncia
aversiva subsequente, possibilitando o fornecimento rapido de
HDkORs de "reserva" para locais sinapticos. No entanto, essa
possibilidade ainda precisa ser investigada.

Uma vez que relatamos aqui um aumento substancial na
imunomarcacdo dos HDkORs durante a consolidacdo de uma
memoéria de intensidade moderada, foi hipotetizado que esses
receptores também poderiam influenciar a consolidacdo de uma
memoria aversiva mais intensa. De fato, o antagonismo dos
HDkORs, imediatamente ap6s o CAC forte, mas ndo 6 h apos,
induziu a expressdo (generalizada de congelamento. A
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generalizacdo comportamental a partir de experiéncias prévias
constitui, na maioria das vezes, um fendbmeno biologicamente
vantajoso, pois permite aos individuos exibirem comportamentos
adequados em situagfes futuras semelhantes (DUNSMOOR,
PAZ, 2015; HUCKLEBERRY et al., 2016). Nesse sentido, sabe-
se que o equilibrio entre respostas especificas e generalizadas
pode ser influenciado pela intensidade da experiéncia.
Corroborando esta hip6tese, Ghosh e Chattarji (2015) mostraram
que o aumento da intensidade de condicionamento aversivo
aumentou a probabilidade de roedores expressarem respostas
generalizadas de congelamento as pistas novas (nao
condicionadas).

No presente estudo, a nor-BNI induziu generalizacdo do
congelamento somente no protocolo de CAC forte. Uma possivel
explicacdo para esse resultado estd relacionada ao maior
recrutamento de “neurbnios generalizadores”, tal como
previamente sugerido por Ghosh e Chattarji (2015). Esta
sugestao poderia ser sustentada pela capacidade da nor-BNI de
facilitar a neuroplasticidade hipocampal (WEISSKOPF et al.,
1993; ZHANG et al., 2007). Outra possivel explicacéo refere-se a
possibilidade da resposta condicionada ter alcancado um nivel
assintético ou “teto”. De fato, mostramos que tanto os animais
tratados com nor-BNI, quanto os tratados com veiculo,
expressaram niveis elevados e semelhantes de congelamento
durante os Testes Al e A2. Gazarini e colaboradores (2014)
demonstraram que animais condicionados com 3 ou 5 choques
expressaram quantidade comparavel de congelamento na
sessdo 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 condi¢des, a potencializagéo
adicional da memoéria aversiva tem sido associada a expressao
generalizada da resposta condicionada (KAOUANE et al., 2012).
Por fim, embora um possivel efeito “teto” no nivel de
congelamento tenha sido alcancado, no presente estudo
sugerimos que a ocorréncia da generalizagcdo envolve a
facilitacdo dos processos de plasticidade subjacentes a
consolidacdo da meméria pela nor-BNl. Em suma, propde-se
agui que a ativagao dos HDkORs seria um dos mecanismos de
modula¢do negativa necessarios para atenuar a formacédo de
uma memdaria com caracteristicas mais generalizadas.



125

Uma vez que os HDkORs desempenharam um papel
inibitério durante a consolidacdo da memoria no protocolo de
CAC moderado ou forte, decidimos investigar se esses
receptores também participariam da modulacdo de uma
experiéncia associativa mais fraca (CAC fraco). Nessa condicéo,
0 antagonismo de HDkORs imediatamente apés um CAC fraco
nao 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 a0 menos um
traco de memdria, visto que a administracdo sistémica de
ioimbina, uma droga que aumenta a atividade noradrenérgica do
cérebro por meio do antagonismo dos receptores Q-
adrenérgicos pré-sinapticos, aumentou o tempo de congelamento
no Teste A. Em relacdo a auséncia de efeito da nor-BNI relatada
aqui, pode ser argumentado que, ao contrario dos
neurotransmissores classicos (por exemplo, noradrenalina e
glutamato) que sao facilmente liberados mesmo apdés uma
estimulagcdo neuronal de baixa frequéncia (ROESLER et al.,
2005), os opioides enddgenos como a dinorfina séo liberados
somente apos altas frequéncias de estimulacdo neuronal
(LUNDBERG, HOKFELT, 1983; IVERFELDT et al., 1989; DRAKE
et al., 1994). Esse evento foi relacionado com o efeito inibitério
mediado pela ativagdo dos kORs sobre a liberagdo de glutamato
(WAGNER et al., 1992). Assim, é possivel que a consolidacao de
uma memoéria aversiva fraca ndo cumpra 0s requisitos
necessarios para uma liberacdo substancial dos ligantes que
atuam nos kKORs hipocampais, indicando que esses receptores
seriam requeridos somente em resposta a experiéncias
emaocionais mais intensas.

Corroborando nossa sugestdo, foi demonstrado que a
microinfusdo de capsazepina, um antagonista de receptores de
potencial transitério vaniloide tipo 1 (TRPV1;, do inglés
transient receptor potential vanilloid 1), apds a sessdo de CAC
forte foi capaz de prejudicar a consolidacdo da memoria.
Contudo, o mesmo efeito nao foi visualizado apés um CAC fraco
(GENRO, 2012). De maneira similar, o sistema endocanabindide
parece ser especificamente recrutado no hipocampo para
modular mem¢érias aversivas mais intensas (DE OLIVEIRA
ALVARES et al.,, 2010). Portanto, sugerimos que o efeito
inibitério mediado pelos HDKORs seria substancialmente
requerido para modular a consolidacdo de memdrias aversivas
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moderadas a intensas, uma vez que uma participacdo mais
“discreta” desses receptores nas memorias aversivas fracas nao
pode ser totalmente descartada (tal como, para contrabalancear
a atividade excitatdria de outros sistemas de neurotransmissao).

Até agora, os resultados aqui apresentados indicam que a
modulacdo negativa dos HDkORs sobre a consolidagcdo esta
estritamente relacionada com a intensidade do protocolo de
CAC. Entretanto, esses resultados ndo esclarecem quais 0s tipos
de HDkORs estariam envolvidos nesse processo. Assim, 0 N0SsO
préximo passo foi investigar o envolvimento dos diferentes tipos
de KORs (k1ORs e k20Rs) na consolidacdo da memoria apés o
CAC forte. Os dados obtidos demonstraram que a microinfusédo
do agonista seletivo de k2ORs, 0 GR 89696 (BUTELMAN et al.,
2001), mas nao do agonista seletivo de k10Rs (U-69593; ZUKIN
et al., 1988), prejudicou a consolidacdo da memoria, sugerindo
que os HDk:ORs desempenham um papel critico nesse
processo. E importante ressaltar que a microinfusdo de uma
dose subefetiva de nor-BNI impediu esse efeito. Contrastando
nossos achados, Daumas e colaboradores (2007) relataram os
efeitos inibitérios de um agonista de k1ORs, o U-50,488, sobre a
consolidacdo da memoéria aversiva em camundongos. Uma
possivel explicacdo para esses achados contraditorios pode
estar relacionada com a variada distribuigdo dos kORs ao longo
do hipocampo entre as diferentes espécies de roedores. Por
exemplo, Gackenheimer e colaboradores (2005) detectaram os
KORs apenas na regido CA3 do hipocampo de camundongos,
enquanto que em ratos foi encontrada uma alta densidade de
KORs nas regides CA2/CA3 (McLEAN et al., 1987) e CAl
(RACZ, HALASY, 2003) do hipocampo.

Diferengas em relacdo a expressdo dos tipos de KORs
também devem ser consideradas. Por exemplo, maiores niveis
basais de k1ORs em relagdo aos k2ORs foram encontrados no
hipocampo de cobaia (ZUKIN et al.,, 1988), enquanto que no
hipocampo de ratos os k;ORs sdo altamente expressos (ZUKIN
et al., 1988; UNTERWALD et al., 1991). No entanto, mesmo
sendo menos expressos, KiORs adicionais poderiam ser
recrutados durante a consolidagcdo de uma memoria aversiva,
uma vez que, mostramos que a experiéncia de CAC induziu
aumento na imunomarcagdao dos HDkORs. Porém, a falta de
efeito do agonista seletivo dos kiOR, o U-69593, sugere que
esse nao foi o caso no presente trabalho.
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Por fim, menores niveis de BDNF foram encontrados no
HD 90 min ap6s a microinfusdo de GR 89696, sugerindo uma
possivel via pela qual a ativagdo dos kORs prejudicou a
consolidacdo da memodria aversiva contextual. Portanto, o0s
resultados aqui obtidos indicam que, em ratos, a modulacéo
negativa da consolidacdo da memoéria apés o CAC forte é
mediada pela ativagado dos HDk,ORs, mas néo pela ativacdo dos
HDk:1ORs.

O presente estudo forneceu evidéncias de que o0s
HDk2ORs exercem um papel inibitério sobre a consolidacao da
memodria em ratos. Entretanto, o0 mecanismo subjacente a
ativacdo desses receptores permanece incerto. Nesse sentido,
pelo menos dois mecanismos tém sido propostos a partir de
estudos conduzidos em hipocampo de cobaias. O primeiro deles
sugere que a ativacdo dos HDk-ORs inibe a atividade excitatoria
mediada pelos receptores NMDA, através de uma interacdo com
vias de sinalizagdo intracelulares. Esse mecanismo foi proposto a
partir da observacdo de que a ativacdo dos HDk>ORs foi capaz
de inibir correntes elétricas mediadas pelo receptor NMDA,
mesmo considerando a disténcia fisica que ha entre esses
receptores ao longo do neurdnio (GAUDLE et al., 1994). E
importante ressaltar que esse mesmo mecanismo nhao foi
compartilhado pelos k1ORs. O outro possivel mecanismo sugere
a supressao da liberacdo de glutamato mediada pela ativacao
dos HDkORs, 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 Ultimo mecanismo € genérico para 0os KORs,
ndo havendo ainda uma distingdo entre os seus dois tipos de
receptores (k1ORs e k2ORs). Por fim, ambos os mecanismos
relatados acima podem contribuir para justificar os efeitos
encontrados com a microinfusdo de GR 89696 na consolidagéo
da memdria, embora mais estudos ainda sejam necessarios para
elucidar completamente tais mecanismos.

A administrac@o de nor-BNI imediatamente apds a sesséo
de reativacdo, mas ndo 6 h apds, induziu a expressao
generalizada do comportamento de congelamento no protocolo
de CAC forte. Esses resultados indicam que a acdo dessa droga
foi restrita a janela de reconsolidacdo da memoria.
Adicionalmente, a microinfusdo de nor-BNI ndo produziu nenhum
efeito sobre a reconsolidagao da memoria no protocolo de CAC
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moderado. Essa auséncia de efeito da nor-BNI encontrada
apenas no protocolo de CAC de menor intensidade nao é
surpreendente, pois, tal como discutido anteriormente para a
etapa de consolidacdo, os peptideos opioides requerem altas
frequéncias de estimulacdo neuronal para serem liberados
(LUNDBERG, HOKFELT, 1983; IVERFELDT et al., 1989; DRAKE
et al.,, 1994) e assim promover seus efeitos inibitérios sobre a
liberagdo de glutamato (WAGNER et al., 1992). Por outro lado,
0s neurotransmissores classicos séo facilmente liberados mesmo
apos uma estimulacdo neuronal de baixa frequéncia (ROESLER
et al., 2005). Corroborando essa sugestdo, manipulagfes
farmacolégicas de sistemas classicos de neurotransmissao
capazes de induzir generalizagdo em um protocolo de
reconsolidacdo com CAC forte, também se mostram efetivas em
aumentar os niveis de congelamento no contexto pareado no
protocolo de CAC moderado (GAZARINI et al., 2013;
VANVOSSEN et al., 2013). Assim, propomos que a intensidade
da experiéncia também é determinante para o recrutamento do
sistema dinorfinérgico durante a reconsolidagdo da memoria.
Esta sugestdo é apoiada por estudos que relataram que esse
sistema € substancialmente requerido em situacbes 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 farmacol6gicos apds a
reativacdo, respectivamente (SUZUKI et al., 2004; KWAK et al.,
2012). No entanto, vale ressaltar que grande parte desses
achados da literatura foram encontrados especificamente em
condi¢des experimentais que limitavam a inducéo de um estado
reconsolidagao (as chamadas “condigbes limitantes”). Por outro
lado, ambos os protocolos utilizados aqui, o CAC forte e 0 CAC
moderado, sdo capazes de induzir a reconsolidacdo da meméria
(GAZARINI et al., 2013; VANVOSSEN et al., 2013), indicando
que essa memoéria estava l4bil e, portanto, suscetivel 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 kORs, se a agdo dessa droga seria
ou ndo traduzida em uma alteracdo comportamental dependeria
do grau de envolvimento do sistema dinorfinérgico naquela etapa
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da memodria, 0 que ocorreu somente quando utilizamos o
protocolo de reconsolidagdo com um CAC forte. Dessa forma,
sugerimos que os HDkORs prejudicam especificamente a
reconsolidacdo de memoérias mais intensas e generalizadas.

No presente trabalho, a mesma intensidade de CAC
suficiente para produzir uma memaria sensivel as a¢des da nor-
BNI no protocolo de consolidacdo, produziu uma memoria
insensivel as ac¢des dessa mesma droga no protocolo de
reconsolidacao (nor-BNI apés um CAC moderado vs nor-BNI
ap6s a reativacdo de um CAC moderado). Essa diferenca
encontrada é suportada por dados prévios da literatura que
demonstram a dissociacdo de mecanismos plasticos e
bioquimicos envolvidos na consolidacdo e reconsolidacdo da
memoria (SCHAFE et al.,, 2005; LEE et al., 2004, 2008). Por
exemplo, Schafe e colaboradores (2005) demonstraram que a
microinfusdo intra-amigdala de 7-nitroindazol, um inibidor seletivo
da isoforma neuronal da enzima 6xido nitrico sintase, ou de c-
PTIO, um sequestrador de 6&xido nitrico impermeével a
membrana, prejudicou a consolidagdo, mas ndo a
reconsolidacao, utiizando o  mesmo protocolo  de
condicionamento ao som em ratos. Ainda, Lee e colaboradores
(2004, 2008) demonstraram que no HD ocorre uma dupla
dissociacdo entre o gene de expressdo imediata Zif268 e o
BDNF durante a reconsolidacao e consolidacéo,
respectivamente. Essas diferencas encontrdas entre a
consolidacdo e a reconsolidagdo devem ser consideradas aqui,
uma vez que, por exemplo, ja foi mostrado que o BDNF é capaz
de suprarregular a expressdo de um precursor da dinorfina, a
prodinorfina, pelo menos em neurdnios estriatais (LOGRIP et al.,
2008). Portanto, além da intensidade da experiéncia de CAC ser
crucial para o recrutamento dos HDkORs, mecanismos
especificos inerentes a consolidagdo e a reconsolidagao da
memoria também devem ser considerados e melhor
caracterizados no futuro.

Posteriormente, demonstramos que a ativacdo dos
HDk>ORs imediatamente apds a sessdo de reativacdo, mas nao
6 h apds, reduziu a expressdo de congelamento no contexto
pareado, sugerindo que a reconsolidagdo da memoéria no
protocolo de CAC forte foi prejudicada. Contudo, tem sido
demonstrado que a sessao de reexposicao
(evocacao/reativacdo) €é capaz de desencadear tanto a
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reconsolidacdo quanto a extingdo da memoéria (SUZUKI et al.,
2004; MERLO et al., 2014; ALFEI et al., 2015). Do ponto de vista
comportamental, tanto o prejuizo de reconsolidacdo quanto a
extingdo da memodria, resultam na reducdo da expressdo do
congelamento. Assim, uma interpretacdo alternativa para o
resultado aqui relatado poderia ser de que o GR 89696 facilitou a
extincdo da memdéria. No entanto, uma caracteristica marcante
da extingdo no protocolo de CAC é o retorno da resposta
condicionada de congelamento ap6s um choque Ilembrete
(BOUTON, BOLLES, 1979; WESTBROOK, 2002), o que nao
ocorre caso a reconsolidacdo da memoéria tenha sido prejudicada
(DUVARCI, NADER, 2004; BUSTOS et al., 2006; FRANZEN et
al.,, 2018). No presente estudo, mostramos que ndo houve o
retorno dos niveis de congelamento no grupo tratado com GR
89696 apds a sessao de reinstalacdo. Esse padrdao de resposta
indica que o GR 89696 é capaz de prejudicar a reconsolidacao
da memoria, assim como outras drogas relatadas na literatura,
tais como os inibidores de sintese proteica (DUVARCI, NADER,
2004), os benzodiazepinicos (BUSTOS et al., 2009) e o
canabidiol (STERN et al., 2012).

Outra condicdo capaz de promover a reducdo do
congelamento apés a sessdo de reativagcdo é o “contra-
condicionamento”, o qual consiste no pareamento de um EC ja
provido de uma valéncia emocional (no nosso caso, negativa)
com um El novo e de valéncia oposta (p. ex: o efeito
recompensador de uma droga) (PAVLOV, 1927). Como
resultado, essa segunda experiéncia associativa suprime a
expressdo comportamental inerente a primeira associa¢ao
(BOUTON, 2003). De fato, as propriedades recompensadoras de
drogas ou de informacgdes apetitivas apresentadas durante ou
logo apds a sessdo de reativacdo podem alterar a valéncia
emocional dessa meméria (HAUBRICH et al.,, 2014; FERRER
MONTI et al., 2016; PEDRAZA et al., 2018).

Nesse contexto, tem sido demonstrado que os kKORs estao
amplamente expressos em areas do sistema limbico, tais como o
nicleo 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 memoérias. Por exemplo, a ativagdo dos HDkORs
promove efeitos pré-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 administracdo i.p. de um agonista de KORs, o
U-50,488H, promoveu aversdo condicionada por lugar, além de
impedir o efeito de preferéncia condicionada por lugar induzida
por cocaina (SUZUKI et al.,, 1992). Em paralelo, a ativacéo
desses receptores também produziu déficit de aprendizado no
protocolo de CAC em camundongos (DAUMAS et al., 2007). No
presente trabalho, a microinfusédo intra-HD de nor-BNI ou de GR
89696 nao alterou o tempo de autolimpeza no teste de
borrifagem com sacarose, sugerindo que o tratamento com essas
drogas ndo produziu alteragfes no estado motivacional desses
animais. Esses dados suportam a nossa hip6tese inicial de que o
traco da memdria original foi modificado por essas drogas via
reconsolidacéo (atualizacdo da memodria), sem a interferéncia de
alteracdes no estado interno do animal. Essa sugestdo também é
suportada por estudos que demonstraram que o0 contra-
condicionamento ndo induz o apagamento ou a modificacdo
permanente da meméria aversiva original (BOUTON, 2002),
podendo esta retornar, por exemplo, apés uma sessao de
reinstalacdo (BROOKS et al., 1995; BOUTON et al., 2012), fato
gue nao ocorreu com 0 grupo tratado com GR 89696 apds o
protocolo de reinstalacéo no presente estudo.

Em nosso estudo fornecemos evidéncias de que a ativacao
dos HDk,ORs desempenha um efeito inibitério sobre a
reconsolidacdo da memoria em ratos. Embora o mecanismo
subjacente a ativacdo desses receptores ainda nao esteja
elucidado, alguns possiveis mecanismos, 0s quais poderiam ser
comuns com a etapa consolidagdo da memdria, ja foram
discutidos anteriormente. Sendo assim, vamos nos limitar aqui a
discutir as implicacdes desse resultado do ponto de vista
adaptativo.

Tem sido aceito na literatura que a etapa de
reconsolidacdo permite que uma memoéria ja existente e,
portanto, consolidada, seja modificada (SARA, 2000; DUDAI,
2006). De acordo a nossa hipdtese, a ativagdo dos HDk.ORs
durante essa etapa representa um importante mecanismo
inibitério no sentido de impedir que a memodria seja formada de
maneira mais intensa e generalizada que 0 necessario. Esse
resultado é interessante uma vez que a reconsolidacdo pode
acontecer sucessivamente e indefinidamente a cada vez que a
memoria for desestabilizada (DUDAI, 2012). Dessa forma, é
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possivel que o papel regulatério dos HDk;ORs possa
acompanhar essa etapa altamente dindmica das memodrias,
contribuindo para a recalibracdo da mesma a cada vez que a
memoéria for desestabilizada, pelo menos enquanto essa
memodria permanecer aversiva o0 suficiente (essa hipétese
precisaria ainda ser testada).

Vale ressaltar, no entanto, que o0 processo de
reconsolidacdo sO ocorre ap0s a desestabilizacdo de uma
memoria (NADER et al., 2000), a qual, por sua vez, parece nao
ocorrer, ou ocorre de maneira muito limitada, em memarias mais
remotas ou de intensidade muito elevada (BUSTOS et al., 2009;
BUSTOS et al., 2010). Sendo assim, a participacdo dos
HDk,ORs torna-se restrita aquelas memorias aversivas mais
intensas, porém que ainda preservem a capacidade de
desestabilizacdo. Uma excecao seria se a ativagao dos proprios
HDk:ORs também pudesse desencadear 0 processo de
desestabilizacdo da memdria, um efeito proposto, por exemplo,
para a acdo 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, tdo importante quanto ter agentes capazes de modular a
etapa de reconsolidacdo de uma memoria é ter agentes capazes
de induzir a labilizacdo dessa meméria (BUSTOS et al., 2010).
Do ponto de vista clinico, por exemplo, a auséncia de
desestabilizacdo de memodérias traumaticas tem sido associada a
acdo limitada de alguns farmacos que atuariam induzindo
prejuizo de reconsolidacdo da meméria (GAMACHE et al., 2012).

Por fim, vale ressaltar que a maioria dos trabalhos que tem
surgido na literatura acerca dos KORs, estéo direcionados para o
campo de pesquisa da dor. No entanto, as pesquisas nessa area
tém incentivado novas descobertas acerca dos mecanismos
subjacentes a ativacdo desses receptores, permitindo, por
exemplo, a sintese de novos ligantes dos kKORs, tais como, os
agonistas tendenciosos (do inglés, biased agonist) triazol 1.1 e a
6'- guanidinonaltrindol (6'-GNTI). Esses compostos sdo capazes,
por exemplo, de promover analgesia sem determinar efeitos
disforicos ou sedativos (efeitos que limitaram o uso de agonistas
dos kORs na clinica) (RIVES et al., 2012; EHRICH et al., 2015;
BRUST et al., 2016). Além disso, a 6'-GNTI tem demonstrado ser
um agonista seletivo dos k;ORs. Em resumo, embora as
pesquisas que envolvem o0s KORs sejam mais densas no campo
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de pesquisa da dor, essas vém fornecendo, mesmo que
indiretamente, ferramentas farmacoldgicas valiosas, as quais
seguem “abrindo portas” para as pesquisas que buscam
esclarecer o papel dos kORs em VArios outros processos
fisiolégicos, incluindo o campo de estudo das memodrias.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Em resumo, € proposto aqui que a ativacao dos receptores
K opioides, presentes no hipocampo dorsal de ratos, é importante
para a modulacao negativa da consolidacéo e reconsolidacdo de
memdarias aversivas contextuais mais intensas e generalizadas.
Nesse contexto, a intensidade da experiéncia aversiva é critica
para determinar o recrutamento dos HDkORs.

Esse estudo também fornece evidéncias sobre o papel
inibitério dos HDk2ORs na consolidagdo e reconsolidacdo da
memoria, embora 0s mecanismos subjacentes a ativacdo desses
receptores ainda nao estejam claros.

Portanto, os presentes achados sugerem o envolvimento
dos HDkORs na consolidagdo e reconsolidagdo da memoria
aversiva contextual e a potencial utilidade dos agonistas de
K20Rs para modular negativamente as memorias aversivas mais
intensas e generalizadas.

A Figura 29 resume e ilustra os principais achados desse
trabalho.
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Figura 29. Representacdo esquematica dos principais achados

deste trabalho.
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A figura ilustra o papel proposto para os kORs localizados no
hipocampo dorsal de ratos na (A) consolidacéo e (B) reconsolidacdo da
memoria em diferentes protocolos de condicionamento aversivo
contextual (CAC), a partir da utilizacdo ou nédo de drogas. BDNF, fator

neurotrofico derivado do cérebro; kORs,

receptor Kk opioide; kiORs,

receptor k1 opioide; k2ORs, receptor k2 opioide.
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Limitag®es do estudo

(1) Auséncia de anticorpos seletivos contra os kK2ORs ou, pelo
menos, de anticorpos contra os OORs para realizar uma
coimunoprecipitacao.

(2) Limitacdes encontradas durante a realizacdo da técnica de
Western blotting impediram a andlise dos seguintes
experimentos:

- Curva temporal da imunomarcacdo dos HDkORs de
ratos eutanasiados 0, 1, 3 e 6 h apds a sesséo de CAC fraco;

- Curva temporal da imunomarcacdo dos HDkORs de
ratos eutanasiados 0, 1, 3 e 6 h apds a sesséo de reativacdo da
memodria de um CAC moderado e forte;

- Imunomarcagé@o dos HDkORs de animais considerados
“bons generalizadores” e “maus generalizadores”. Basicamente,
apos 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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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliagao dos efeitos promovidos pelo neuropeptideo Y e pelos receptores Kapa-opioides no
hipocampo dorsal de ratos nas diferentes etapas de formagdo e manutencde de memérias aversivas ", protocolada sob o CEUA ne
9771250417, sob a responsabilidade de Thereza Christina Monteiro de Lima e equipe; Felipe Vanz - que envolve a producao,
manutengéo efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino - est4 de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimenta¢do Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) na reunido de
04/08/2017.

We certify that the proposal "Evaluation of effects mediated by neuropeptide Y and kappa-opioid receptors in the dorsal
hippocampus of rats at different stages of formation and maintenance of aversive memories”, utilizing 1485 Heterogenics rats
(1485 males), protocol number CEUA 9771250417, under the responsibility of Thereza Christina Monteiro de Lima and team;
Felipe Vanz - which involves the production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Contral of Animal Experimentation
{CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Santa Catarina (CEUA/UFSC) in
the meeting of 08/04/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 08/2017 a 08/2020 Area: Farmacologia

Origem: Biotério Central

Espécie: Ratos heteragénicos sexo: Machos idade: 90a 120 dias N: 1485
Linhagem: Rattus norvegicus/Wistar Peso: 290a330¢g

Resumo: O transtorno de estresse pés-traumético (TEPT) é uma condic&o psiquidtrica debilitante, e um processo que parece ser
critico para o desenvolvimento deste transtorno é o aprendizado. Durante o aprendizado, ocorre & associacdo entre um estimulo
aversivo com estimulos neutros, como um contexto, e esta associagao é responsavel por desencadear respostas de medo; isso é
observado tanto em humanos como em animais. Nesse contexto, tanto os processos de aquisicdo, consolidagao e reconsolidagao
de uma memdria aversiva sao importantes para o TEPT: esses processos sdo clinicamente relevantes, uma vez gue as respostas de
medo sdo mantidas ao longo do tempo. Algumas regides cerebrais estdo crucialmente envolvidas no processamento do medo e no
desenvelvimento do TEPT. Dentre elas estd o hipocampo dorsal, uma regido particularmente importante no processamento de
memérias e do estimulo contextual relacionado ao medo desenvolvido. Muitos neurotransmissores e neuromoduladores vém sendo
implicados na fisiopatologia do TEPT, especialmente no componente mnemdnico dessa patologia. Nesse contexto, neuropeptideos
como a dinorfina e o neuropeptideo Y (NPY), bem como, seus respectivos receptores kapa-opioide (k) e Y1 e Y2, vém se destacando
como importantes candidatos envolvidos na modulagao de memdrias aversivas. Em relacao ao sistema opioide endégeno, tem sido
demonstrade que pacientes com TEPT apresentam uma desrequlacao desse sistema, de maneira que menores ou maiores niveis
de opioides enddgenos foram encontrados nesses individuos. Em roedores, foi observado que a administraco intra-hipocampal de
agonistas seletivos k[Jopicides promoveu reducéo da amplitude das respostas excitatérias neuronais nessa regido. Dados prévios
do nosso laboratério (ndo publicados) demonstraram que a administragéo intra-hipocampal de um antagonista seletivo kapa-
opioide, a nor-binaltorfimina, potencializou uma memdria aversiva de medo, fato que sugere o envolvimento da dinorfina (principal
ligante enddgeno desse receptor) na regulagao desse tipo de memdria. Dessa forma, acredita-se que a ativacdo de receptores do
tipo k-opioides promova, principalmente, a inibi¢do da liberagéo de aminoacidos excitatérios (como por exemplo, o glutamato) a
partir dos terminais pré-sinaptices. Essa informagdo é importante porque se sabe que a ativacao de receptores NMDA mediada
principalmente pelo glutamato, é de extrema importancia para o processamento das memdérias aversivas expressas no TEPT. Por
outro lado, tem sido demenstrado que pacientes com TEPT apresentam baixos niveis de NPY no liguido cefalorraquidiano, enquanto
que pessoas que sofreram uma situagdo traumdtica, mas nao desenvolveram TEPT apresentam altos niveis desse neuropeptidio,
sugerindo a participagae do mesmo no desenvolvimento desse transtorno. Ainda, foi demonstrado recentemente no nosso
laboratério que a administragéo de NPY prejudica a consolidagdo de uma meméria aversiva contextual forte, mas nao uma
meméria de reconhecimento de objetos (memdéria neutra). Esse fato implica que o NPY poderia prejudicar apenas as memdrias com
caréter aversivo. Ainda, do ponto de vista clinico, seria extremamente interessante desenvolver farmacos capazes de prejudicar
apenas aguelas memdrias extremamente aversivas (patoldgicas), enquanto que aquelas memérias de menor grau de aversividade
(memérias adaptativas) deveriam permanecer intactas. No entanto, se o efeito mediado pelo NPY também pode ser observado em

Rua Desembargader Vitor Lima, 222, sala 401 - Trindade - Florianépelis/Santa Catarina-SC CEP; 88040-400 - tel: 55 (48) 3721-6093 / fax: -
Horério da atendimento: 2¢ a 62 das 8h as 12h e das 14h a5 18h - e-mail: ceua propesq@contato.ufsc br
CEUA N 9771250417



166

Universidade Federal Comissio de Etica no
% de Santa Catarina Uso de Animais

e
13

c
T
un
A

um protocolo de aprendizade que agora envolve menor grau de aversividade (teste do labirinto aquético de Morris) e que, assim
como no protocolo de uma memdria de medo contextual forte, também recruta o hipacampo, ainda nao estd claro. Portanto, o
objetivo geral desse trabalho é o de investigar o papel do sistema k-opioide e do NPY presentes no hipocampo dorsal nas diferentes
etapas de formacdo e manutencao de memérias aversivas utilizando os paradigmas de condicionamento aversivo contextual e do
labirinto aquético de Morris, respectivamente. A hipétese de trabalho é de que o NPY e o sistema k-opioide participam do
processamento das diferentes etapas de formacdo e manutengao de uma memdria aversiva por meio da ativacdo dos seus

receptores k-opioides e Y1 e Y2.

Local do experimento: Laboratdrio de neurofarmacologia - CCB- UFSC- Sala 307 (etapas comportamentais); Laboratério
Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB) (analises moleculares); Laboratério Central de Microscopia Eletronica {(contagem de

espinhas dendriticas)
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