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RESUMO

Duas importantes linhas de pesquisa da atualidade dedicam-se ao estudo do papel
dos opioides nos transtornos de estresse e nas memorias aversivas. Dados da
literatura tém demonstrado que a resposta ao estresse envolve a ativagdo do
sistema opioide em regides cerebrais associadas a regulagdo do estresse e ao
processamento da memoria aversiva. No entanto, o papel do sistema opioide na
consolidagdo de memorias aversivas ainda nao esta claro. Além disso, os dados
obtidos da literatura sao baseados quase que exclusivamente no uso de animais
machos. A hipétese deste trabalho € que a administracdo intraperitoneal de um
agonista opioide, prejudica a consolidagdo de uma memoria aversiva contextual em
ratas. Assim, o presente estudo teve como objetivo investigar essas questdes
utilizando a morfina (agonista opioide) e a naltrexona (antagonista opioide) em ratas
submetidas a um protocolo de condicionamento aversivo contextual (CAC). Nossos
resultados mostraram que a administracédo sistémica de morfina 1,0 mg/kg,
imediatamente apds a sessao de condicionamento forte, mas ndo 6 h apds, reduz a
expressao da resposta de congelamento, sugerindo que a ativagao de receptores
opioides prejudica a consolidagdo da memoaria. O efeito da morfina foi prevenido
pela administracdo prévia de uma dose sub-efetiva de naltrexona (10 mg/kg). A
administragao isolada de naltrexona nas doses de 1,0 e 5,0 mg/kg, imediatamente
apoés a sessao de condicionamento fraco, foi capaz de atenuar a resposta de
congelamento, indicando que a naltrexona foi capaz de prejudicar a consolidagao da
memoria. Em conjunto, as evidéncias experimentais desse trabalho indicam que os
receptores opioides regulam a consolidagdo de memarias aversivas contextuais em
ratas com intensidade e especificidade variadas.

Palavras-chave: Condicionamento aversivo contextual. Consolidagdo de memoarias.
Ratas Wistar. Morfina. Naltrexona.



ABSTRACT

Two important fields of current research are dedicated to the study of the role of
opioids in stress disorders and aversive memories. Literature data have shown that
the stress response involves the activation of the opioid system in brain regions
associated with stress reduction and aversive memory processing. However, the role
of the opioid system in consolidating aversive memories remains unclear.
Furthermore, data obtained from the literature are based almost exclusively on the
use of male animals. The working hypothesis is that the intraperitoneal
administration of an agonist opioid impairs the consolidation of aversive contextual
memory in female rats. Thus, the present study aimed to investigate these issues
using morphine (agonist opioid) and naltrexone (antagonist opioid) in female rats
submitted to contextual aversive conditioning (CAC) protocol. Our results showed
that systemic administration of 1.0 mg/kg morphine immediately after a strong
conditioning session, but not 6 h later, reduces the expression of the freezing
response, suggesting that activation of opioid receptors impairs memory
consolidation. The effect of morphine was prevented by prior administration of a sub-
effective dose of naltrexone (10 mg/kg). The isolated administration of naltrexone at
doses of 1.0 and 5.0 mg/kg, immediately after a session of weak conditioning, was
able to attenuate the freezing response, indicating that naltrexone was able to impair
memory consolidation. Taken together, the experimental evidence from this work
indicates that opioid receptors regulate the consolidation of contextual aversive
memories in female rats with varying intensity and specificity.

Keywords: Contextual aversive conditioning. Memory consolidation. Female Wistar
rats. Morphine. Naltrexone.
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1. INTRODUGCAO

1.1 SISTEMA OPIOIDE

O opio e seus derivados sao utilizados ha séculos para fins medicinais e
recreativos. O termo opioide engloba todas as substancias naturais, semissintéticas
ou sintéticas que interagem com os receptores opioides e produzem agdes
semelhantes as da morfina (DUARTE, 2005; MCDONALD; LAMBERT, 2013).

O ¢épio, substancia original desse grupo farmacolégico, € extraido da papoula,
nome popular do Papaver somniferum, uma das muitas espécies da familia das
Papaveraceas, e é constituido por pelo menos 25 alcaloides, sendo a morfina 10%
dos alcaloides do 6pio (DUARTE, 2005).

Acredita-se que o primeiro relato do uso e cultivo da papoula data de 5.000
anos e foi deixado pelos Sumérios (DUARTE, 2005). Durante séculos, o 6pio foi
utilizado para o alivio da dor, para controlar a tosse e tratar diarreia. No entanto, o
isolamento da morfina ocorreu em 1805, pelo farmacéutico alemao Friedrich W
Serturner, que nomeou o composto de morfina em homenagem ao deus grego dos
sonhos, Morpheus (LAW; LOH, 2013).

Snyder e colegas, em 1973, foram pioneiros ao confirmar a existéncia de
receptores opioides, publicando dados que demostram as liga¢des especificas dos
opioides, e fornecendo a primeira evidéncia de receptores distintos para essas
drogas (DUARTE, 2005; LAW; LOH, 2013).

Foram identificados os receptores mOR (u, mu), KOR (k, kappa), dOR (5,
delta) opioide e receptores nociceptina/orfanina (nOR, ORL), que junto com os
opioides enddgenos (endorfinas, encefalinas, dinorfina e nociceptina) fazem parte do
sistema opioide (BODNAR, 2018; MCDONALD; LAMBERT, 2014).

Os receptores opioides fazem parte da superfamilia de receptores acoplados
a proteina G (GPCR) que apoés sua ativagdo, modulam as atividades de multiplos
efetores celulares (LAW; LOH, 2013).

Os ligantes enddgenos, encefalina, B-endorfina e dinorfina apresentam perfis
distintos quanto a sua seletividade a determinado receptor (LAW; LOH, 2013). Sao
derivados de trés genes independentes, conhecidos como pro-opiomelanocortina
(POMC), pro-encefalina (PENK) e pro-dinorfina, em que s&o processados a -

endorfina, a met-encefalina e a leu-encefalina, a dinorfina e a nociceptina,



respectivamente (BALI; RANDHAWA; JAGGI, 2015).

Em geral, a B-endorfina liga-se aos receptores opioides mOR e dOR,
enquanto a dinorfina se liga preferencialmente aos receptores KOR e a encefalina
aos receptores mMOR e dOR. Outros peptideos, como a nociceptina/orfanina e a
endomorfina, possuem respectivas afinidades para receptores nOR e mOR (Tabela
1) (TORRES-BERRIO; NAVA-MESA, 2019).

A morfina, droga que sera utilizada como ferramenta farmacolégica neste
trabalho, tem seus principais efeitos mediados por meio dos receptores mOR, e
apresenta menor seletividade para KOR e nOR. E considerado um analgésico
potente com propriedades sedativas e ansioliticas, podendo causar euforia, disforia
e alucinacdo, e tem como principal efeito adverso a depressdo respiratéria
(TRIVEDI; SHAIKH; GWINNUT, 2007).

Tabela 1. Receptores opioides e seus ligantes endégenos.

Receptores opioides Ligantes endégenos
B-endorfina
148l [ Endomorfina 1 e 2
KOR, k Dinorfina A
DOR, & Met-encefalina

Leu-encefalina
NOR, ORL1 Nociceptina/orfanina FQ (N/OFQ)

Fonte: Elaborado pela autora.

A naloxona e seu derivado de acdo mais longa, a naltrexona, sao
antagonistas dos receptores opioides que nao apresentam nenhuma atividade
intrinseca nesses receptores, com maior seletividade para os receptores mOR. A
naltrexona tem sido utilizada para tratar a dependéncia de opioides e alcool e em
alguns casos de obesidade moérbida (TRIVEDI; SHAIKH; GWINNUT, 2007).

Todos os quatro subtipos de receptores opioides se associam as proteinas G
inibitérias, provocando uma série de alteragdes cujo desfecho consiste na reducgao
da excitabilidade das células neuronais que, por sua vez, resulta na transmissao
reduzida de neurotransmissao de impulsos nociceptivos e compartiiham essas vias
comuns: (1) fechamento dos canais de calcio sensiveis a voltagem, nas terminagdes
nervosas pré-sinapticas, (2) estimulacdo do efluxo de potassio levando a
hiperpolarizagédo e, assim, reducdo do potencial de acdo nos neurbnios pos-
sinapticos e (3) redugdo da producdo de AMPc via inibigdo da adenilato ciclase



(MCDONALD; LAMBERT, 2014).

No contexto da analgesia, os receptores p-opioides estdo localizados pré-
sinapticamente nos neurbnios aferentes primarios do corno dorsal da medula
espinhal, onde inibem a liberagdo de glutamato e, portanto, a transmissdo de
estimulos nociceptivos (MCDONALD; LAMBERT, 2014).

Os principais efeitos analgésicos dos opioides sdo provocados pela ativagao
central dos receptores opioides, enquanto os efeitos colaterais comuns, incluindo
reducdo da motilidade gastrointestinal, retengcédo urinaria e prurido, sdo regulados
pela ativacdo de receptores opioides localizados perifericamente (MCDONALD;
LAMBERT, 2014).

Os receptores opioides estao localizados, com densidades variadas, em todo
o sistema nervoso central, periférico e autbnomo, assim como em varios tecidos
enddcrinos, mediando o amplo espectro de fungdes e comportamentos nos quais
esses receptores estao envolvidos (DROLET et al., 2001).

Muitas dessas regides regulam respostas emocionais, como aprendizagem e
memoria, destacando-se o hipotalamo, a glandula pituitaria e adrenal, a amigdala e
o cortex pré-frontal, sugerindo um possivel papel mediador desses receptores, em
disturbios de memdria induzidos por estresse (TORRES-BERRIO; NAVA-MESA,
2019).

1.2 O PROCESSAMENTO DE MEMORIAS

A memoéria é a capacidade de armazenar informagdes e acontecimentos
passados, através do processo de aprendizagem, que permite que o organismo aja
de maneira adequada frente a situagbes cotidianas e melhor se prepare para
acontecimentos futuros, sendo um componente evolutivo essencial para a nossa
sobrevivéncia e determinante da individualidade de cada ser humano (FERRARIS et
al., 2021; GALLISTEL, 2020; MCGAUGH, 2013).

O processamento de uma memoéria compreende um processo dindmico, que
permite que as novas informacgdes adquiridas pelo aprendizado, possam ser
armazenadas em uma memoria, que pode ser de curto ou longo prazo (DUDAI,
2012). O entendimento a respeito do processamento de memodrias demonstra a
associacdo de multiplos circuitos neurais distintos que se comunicam para a
formacéo de uma memodria (YANG; WANG, 2017).
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Para que a aprendizagem ocorra é necessario que as experiéncias permitam
modificagdes fisiologicas duradoras nesses circuitos (MIRY; LI; CHEN, 2021). O
conjunto de neurénios em varias regides do cérebro manifestando essas mudancas
eliciadas pela aprendizagem é chamado de engrama (KITAMURA et al.,, 2017;
TONEGAWA et al., 2015). Essa ideia de que a aprendizagem induz modificagdes em
um circuito de células neuronais ou “células do engrama” foi primeiramente descrita
por Richard Semon, em 1921, e, atualmente, o conceito de engrama também é
descrito como “trago de memdéria” (MIRY; LI; CHEN, 2021; SEMON, 1921;
TONEGAWA et al., 2015).

As memorias sdo governadas por regides cerebrais distintas que se
correlacionam. Um exemplo que merece destaque € a relagdo da amigdala com o
hipocampo que é fundamental para a associagcdo de memodrias com componentes
emocionais, sendo o hipocampo relacionado com a formacdo de memorias
declarativas’ ou episddicas? (PHELPS, 2004; TONEGAWA et al., 2015).

A amigdala recebe informagdes de varias modalidades sensoriais e interage
com varios sistemas de memaria no cérebro, por meio de proje¢des neurais diretas e
indiretas, incluindo informagdes processadas no hipocampo (HPC) e cértex pré-
frontal (CPF) (LABAR; CABEZA, 2006; SENN et al.,, 2014). Os neurbnios na
amigdala respondem tanto a valéncias de cunho positivo quanto negativo, e a
inativagdo da amigdala impede a associagao entre estimulos neurais e emocao
(TONEGAWA et al., 2015).

Nesse sentido, a amigdala media também a liberacdo de hormoénios
essenciais para o fortalecimento de memdrias induzidas por condi¢cdes de estresse e
de cunho emocionais, por meio do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA),
como a norepinefrina e a corticosterona (HAMANN et al., 1999; LABAR; CABEZA,
2006; MCGAUGH, 2013).

Evidéncias suportam a ideia de que a amigdala e o hipocampo funcionam
sinergicamente para formar uma memoria em que a amigdala estaria exercendo um
papel modulatério, que influencia a codificagdo e armazenamento de memorias
episddicas, através da associagao desses eventos a emocgdes, via por¢cédo ventral do
hipocampo (FANSELOW; DONG, 2010; PHELPS, 2004; YANG; WANG, 2017).

O hipocampo é uma estrutura fundamental para o aprendizado e o

' Compreendendo o conhecimento geral de fatos sobre o mundo, nomes e acontecimentos.
2 Memoria de uma experiéncia/evento pessoal.
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processamento de memorias (KITAMURA et al.,, 2012). Ao longo de seu eixo
longitudinal, o hipocampo pode ser funcionalmente dividido em hipocampo dorsal
(HPCd) e ventral (HPCv), e ao longo do eixo transverso em CA1, CA3 e giro
denteado (DG), sendo o CA1 a regido com maior vazdo do hipocampo (YANG;
WANG, 2017).

A porcdo CA1 dorsal recebe informagdes sensoriais de areas corticais,
enquanto a CA1 ventral se relaciona com estruturas subcorticais, como o cortex pré-
frontal medial (mPFC), nucleo accumbens (NAc) e amigdala (BANNERMAN et al.,
2014; CENQUIZCA; SWANSON, 2007; KISHI et al., 2006). As novas informagdes
que chegam ao hipocampo muitas vezes exigem comportamentos distintos, para
isso a regido do DG tem um papel importante em organizar as entradas corticais,
enquanto CA3 e CA1 transferem esses tragcos de memoria para o neocortex, onde
sdo processadas para conduzir o comportamento (ALLEGRA et al., 2020; FREDES
et al., 2021).

Moser e Moser (1998) sugeriram que a porgao dorsal e a ventral assumiam
papeis diferentes, explicando a dualidade das funcées do hipocampo, sendo isso
comprovado, em seguida, em diversos estudos. A porg¢do dorsal estaria mais
relacionada ao aprendizado e ao processamento de memorias, e a porgao ventral
com aspectos emocionais, como estresse e afeto (FANSELOW; DONG, 2010).

Disfungdes e volumes reduzidos do hipocampo sao associados com
disturbios de processamento emocional, como o transtorno de estresse poOs-
traumatico e a depressdo (BONNE et al.,, 2008; FANSELOW; DONG, 2010),
podendo estar relacionado a processos de aprendizagem e consolidagdo de
memorias (EAGLE et al., 2016).

O classico estudo de Scoville e Milner (1957) sobre o caso do paciente H.M.,
demostrou o papel significativo do hipocampo na consolidagcdo de memorias. O
paciente perdeu a maior parte do lobo medial temporal do hipocampo, em uma
operacdo para aliviar sua epilepsia intratavel, e o procedimento causou uma
amnésia anterégrada e retrograda, com prejuizos na formacdo de novas memorias
episddicas e nas memorias passadas (FANSELOW; DONG, 2010).

Apesar dos seus papeis também independentes, o hipocampo e a amigdala
correlacionam aspectos emocionais com o processamento de memorias, essa
associacao é responsavel pela caracteristica emocional atribuida de uma meméoria,

sendo foco de pesquisas relacionadas a disturbios com cunho emocional
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correlacionados a memoaria, incluindo o transtorno de estresse pds-traumatico
(TEPT), a ansiedade e a doenca de Alzheimer (MCGAUGH, 2013; YANG; WANG,
2017).

1.3 FASES DE PROCESSAMENTO DA MEMORIA

A formacdo de uma memoéria envolve varias fases de processamento,
denominadas: codificacdo ou aquisicdo, consolidagdo, evocacdo, reconsolidagao,
limbo e extincdo (GIACHERO, 2013; MERLO et al., 2014). Porém, tendo em vista a
hipétese e os objetivos do presente trabalho, se faz necessaria uma discussao mais

detalhada das trés fases iniciais.

1.3.1 AQUISICAO

O primeiro processo que envolve a formagcao de memorias € a aquisicao ou
codificacdo, que é implicada pela percepg¢ao e compreensido dos sentidos, que sao
decodificados nas areas sensoriais do cértex e combinados no hipocampo em uma
experiéncia (MCGAUGH, 2000). Durante a aquisi¢dao, as novas informacbes se
traduzem em um novo tragco de memoria, ou engrama, que permanece em um
estado labil de duragcdo (FERRARIS et al., 2021). Esse engrama pode entdo ser
consolidado e permitir que uma informagdo sensorial seja transformada em
memorias e, finalmente, em comportamentos adaptativos (HERRY; JOHANSEN,
2014).

O componente emocional relacionado a uma memaéria desempenha um papel
importante na relevancia e permanéncia da informacéo adquirida (ETKIN; BUCHEL;
GROSS, 2015). As emogdes provocam um conjunto de mudangas cognitivas e, a
partir da interpretagdo consciente ou inconsciente de cada individuo, uma
experiéncia ganha significado positivo ou negativo em um contexto particular
(LABAR; CABEZA, 2006). As interacbes emocao-memoéria ocorrem em varios
estagios do processamento de informagdes, desde a codificagdo inicial e
consolidagcdo de memoria até a reativacado (LABAR; CABEZA, 2006).



10

1.3.2 CONSOLIDAGCAO

A evidéncia empirica para a existéncia de uma fase de consolidagdo da
memoria surge de diversas demonstragdes experimentais a respeito de um intervalo
de tempo pods-aquisicdo, durante o qual novas memoérias sao sensiveis a
interferentes (NADER; HARDT, 2009). A consolidacdo de uma memoria
transformaria o traco de memoria labil, que ¢é suscetivel a alteracdes
(farmacoldgicas, comportamentais e ambientais), em uma representacdo mais
estavel e duradoura, se referindo entdo a um processo de estabilizacdo da memoria,
sendo dependente do tempo e de sintese proteica (Figura 1) (DUDAI, 2012;
FERRARIS et al., 2021).

Fatores demonstrados que interferem na consolidacdo da memoria incluem
trauma cerebral, terapia eletroconvulsiva, administragcdo de inibidores da sintese
proteica (p.ex. anisomicina) e diversos farmacos (ALBERINI, 2005).

O termo “consolidagao” € atribuido a Muller & Pilzecker (1900) que foram os
primeiros a explorar a nogao de que a memoria necessita de tempo para se fixar e
nao seria formada instantaneamente, sendo posteriormente reforcada nos diversos
estudos da area.

Anos apos Miuller & Pilzecker, em 1949, o neurocientista Donald Hebb,
buscando elucidar os circuitos neurais envolvidos no aprendizado, propdés que o
processo de aprendizagem e a apresentagdo de estimulos gerava modificagdes
sinapticas em uma rede neuronal, definido como um refor¢o sinaptico, necessario
para a retencao da memoéria desse aprendizado (HEBB, 1949).

Mais tarde, essas ideias foram suportadas por diversos experimentos que
demostraram essas alteragcdes funcionais, conhecidas hoje como potenciacdo de
longa duragdo (LTP), em circuitos neurais envolvidos no processamento de
memorias, que conta com o envolvimento de diferentes receptores e sintese de
proteinas (LEDOUX, 2000; MAREN; QUIRK, 2004).
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Figura 1. Representagcao esquematica das etapas de aquisicio e consolidagdao de uma
memdria.

Aquisicao

b

Estabilizagao

Interferentes:
fisioldgicos, comportamentais,
farmacologicos

A consolidacdo descreve o processo de estabilizagdo da memdria, que passaria de um estado labil
para uma representagdo mais estavel, duradoura e insensivel a interferentes. Fonte: Elaborado pela
autora.

Ademais, Hebb & Gerard (1949) propuseram a teoria de tragco duplo da
memoria, sugerindo que a estabilizacdo da atividade neural reverberante subjacente
a memoria de curto prazo produz memdéria de longo prazo. Entretanto, diversos
indicios discutem que memdria de curto prazo e estagios diferentes da memdéria de
longo prazo nao sao sequencialmente ligados (MCGAUGH, 2000).

Uma das hipoteses acerca das diferengas entre as memodrias de curta
duracao e de longa duragao consiste no entendimento de que memarias de curta
duracdo envolvem modificagdes covalentes em proteinas pré-existentes e ja a
formacdo de memorias de longa duracédo requer mudancas sinapticas, induzidas
pela reverberacdo de circuitos neurais, resultando na sintese de novas proteinas
necessarias para a consolidagao da memoéria (DUDAI, 2004; GOELET et al., 1986;
MCGAUGH, 2000, 2013).

Sao descritos dois tipos de “niveis” de consolidagdo: consolidacao sinaptica
ou celular e consolidagao sistémica. A consolidagao sinaptica envolve a ativagao de
fatores de transcricdo e modulagdo da expressao de genes nos nos sinapticos locais
e celulares da rede que codifica a memoaria, permitindo uma remodelagao sinaptica
responsavel por tornar o traco da memoria pds-adquirida em um trago estavel e
duradouro (DUDAI, 2004; FERRARIS et al., 2021). A consolidagao sistémica
descreve a reorganizacdo gradual tempo-dependente dos circuitos cerebrais
distribuidos que suportam a memoria pos-codificagdo (FERRARIS et al., 2021).

O uso de inibidores da sintese proteica permitiu demonstrar que a
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consolidagao requer uma cascata de sinalizagées moleculares e celulares, iniciados
pela experiéncia, que permitem modificagdes sinapticas necessarias para estabilizar
a memoria (ALBERINI, 2005). Essas vias de sinalizacdo envolvem a adenosina
monofosfato ciclico (CAMP), calcio (Ca?*), proteina-quinases ativadas por mitdgenos
(MAP), proteinas de ligagdo a elementos responsivos a cAMP (CREBs) e outras
tirosinas quinases (PTKs) (ALBERINI, 2005; DUDAI, 2004; MCGAUGH, 2000).

Inicialmente, acreditava-se que, durante a consolidacao sistémica, a memoaria
se tornava independente do hipocampo (DUDAI, 2004). Referido como modelo
padrdo da consolidacao sistémica, o hipocampo exerceria um papel temporario de
armazenamento da memoria enquanto o tragco se deslocava gradualmente para o
neocértex para armazenamento de longa duragdo (DASH; HEBERT; RUNYAN,
2004). Entretanto, com os avangos nos estudos da area, foram propostos diferentes
modelos para explicar como a memoaria € organizada nos circuitos cerebrais.

Uma alternativa ao modelo padrao foi proposta por Nadel & Moscovitch
(1997): a teoria de tracos multiplos, que afirma que as informagbes sao
armazenadas independentemente de seu contexto, respectivamente, no cortex e no
hipocampo, onde cada reativacdo de uma memoria episddica resulta na criagao de
um novo tragco de memodria armazenado no hipocampo e dependente da sua
participacao (DASH; HEBERT; RUNYAN, 2004; NADEL; MOSCOVITCH, 1997).

Outras teorias descritas na literatura também debatem sobre a extenséo do
papel do hipocampo no armazenamento de memoarias de longo prazo e € evidente
que a plasticidade cortical e a comunicagdo entre hipocampo e cortex séo
fundamentais e podem variar de acordo com a informagdo que sendo processada
(DASH; HEBERT; RUNYAN, 2004; FERRARIS et al., 2021).

1.3.3 EVOCACAO

O termo evocagdao compreende O processo em que uma memoéria ja
consolidada é acessada e assim reativada, geralmente por meio de experiéncias
perceptuais que proporcionam um estimulo que remete a memodria anterior
(ALBERINI, 2005; SARA, 2000). Em protocolos experimentais, a reativagao pode ser
induzida pela reexposi¢ao as informacdes associadas no momento do aprendizado.

Como a memodria € um processo dindmico, a evocacao induz a sua reativagao

e pode ou nao desestabilizar essa memodria e torna-la novamente sensivel a
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disrupcédo (ALBERINI, 2005), permitindo a atualizagdo da informacao e a expressao
na forma de um novo comportamento, modificando o conteudo da informagao, o que
pode ser benéfico em uma resposta adaptativa frente a novos contextos de
exposicao (SARA, 2000). Para a sua persisténcia e reestabilizagdo pode requerer

nova sintese proteica, em um processo denominado reconsolidacdo (DUDAI, 2012).

1.4 OPIOIDES E AS MEMORIAS EMOCIONAIS

Neurdnios que expressam peptideos opioides e receptores estao localizados
em estruturas cerebrais envolvidas na resposta ao estresse, como o hipocampo, o
eixo HPA, a amigdala, o cértex pré-frontal, o nucleo paraventricular do hipotalamo e
locus coeruleus (DROLET et al., 2001).

Ja estd bem caracterizada a promocado da expressdo e a liberagcdo de
peptideos opioides frente a uma variedade de estressores que induzem a ativacao
dos receptores opioides em humanos e roedores e que parecem estar relacionados
com efeitos deletérios do estresse na memdria (TORRES-BERRIO; NAVA-MESA,
2019).

Evidéncias demonstraram que a liberagdo de B-endorfinas na amigdala em
resposta ao estresse ajuda a lidar com um estressor ao inibir a superativagao do
eixo HPA e que a variabilidade genética nesse opioide pode contribuir, pelo menos
em parte, para diferengas hereditarias na reatividade e vulnerabilidade ao estresse
(BALI; RANDHAWA,; JAGGI, 2015; BARFIELD et al., 2013).

Camundongos com baixos niveis de B-endorfinas exibem aumento de
comportamentos ansiosos, sugerindo as agdes ansioliticas das endorfinas (GRISEL
et al., 2008). Em acordo com esses relatos, a liberagdo de encefalina e nociceptina
na amigdala e no nucleo accumbens tende a produzir efeitos antiestresse (BALI;
RANDHAWA; JAGGI, 2015).

O papel dos opioides endégenos na regulacdo e modulagdo do eixo HPA,
estimulado devido a condi¢gdes de estresse, € evidenciado em multiplas linhas de
pesquisa (BAILEY et al, 2013; FRIEDMAN, 2000; VALENTINO; VAN
BOCKSTAELE, 2008), demostrando um papel critico da mediagédo dos receptores
opioides na modulagcédo do estresse e ansiedade associada ao estresse, TEPT,
disturbios relacionados a memoria e a depressao (BALI; RANDHAWA; JAGGI,
2015)..



14

A principio, situagdes estressantes agudas, que promovem a ativagéo do eixo
HPA e do sistema nervoso simpatico (SNS), principalmente por meio da liberagéo de
adrenalina e noradrenalina, parecem exercer efeitos reforcadores na intensidade e
duragdo de um aprendizado e sua memoaria referente, facilitando a aquisicédo ou a
recuperagdo de memaorias emocionais em humanos e roedores (MEIR DREXLER et
al., 2020; TORRES-BERRIO; NAVA-MESA, 2019).

Em contraste, situagbes de estresse crénico prejudicam diferentes estagios
de processamento de meméorias e induz alteragdes estruturais e funcionais no HPC,
como a reducdo da neurogénese (TORRES-BERRIO; NAVA-MESA, 2019).

Os efeitos do estresse nos processos de aprendizagem e memdéria dependem
de varios fatores, como intensidade e duracdo do estresse, as caracteristicas da
tarefa de aprendizagem, a fase da memdria em que o estressor € aplicado e as
diferengas individuais (MEIR DREXLER et al.,, 2020; TORRES-BERRIO; NAVA-
MESA, 2019).

Em geral, a liberagao de cortisol em niveis moderados (por meio da interagao
com a noradrenalina) promove a estabilizagdo de memodrias emocionais, mas ao
mesmo tempo prejudica a recuperagcdo de memorias previamente consolidadas
(MEIR DREXLER et al., 2020). Ja niveis muito baixos ou muito altos de estresse
podem atrasar a aquisicdo, prejudicar a recuperagcdo da memoéria ou afetar a
consolidagdo (TORRES-BERRIO; NAVA-MESA, 2019).

E relevante levar em consideracéo as diferentes condicdes endégenas que
podem estar implicadas no momento da aquisicdo de uma memoria e como elas
podem modular a sua formagéao e persisténcia. Um dos fendmenos mais estudados
dentro dos mecanismos enddégenos que modulam as memoarias € conhecido como
aprendizagem dependente de estado, em que as informagdes adquiridas em um
determinado estado neuro-humoral no momento da formacdo da memoria requerem
um estado semelhante para sua melhor evocagdao (RADULOVIC; JOVASEVIC;
MEYER, 2017).

Em humanos e roedores, a aprendizagem dependente de estado é
frequentemente relatada com o uso de psicoestimulantes, como a anfetamina, a
cocaina e a cafeina. Os opioides também suportam a dependéncia de estado, sendo
a morfina mais eficaz em promover esse fendbmeno (RADULOVIC; JOVASEVIC;
MEYER, 2017). Isso pode ser observado com a administracdo sistémica pré-treino

de B-endorfina que facilita o0 armazenamento da memdria de tarefas aversivas, mas
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quando administrada pos-treino induz um efeito amnésico que pode ser evitado pela
administracdo pré-teste de pB-endorfina na mesma dose, destacando que o
aprendizado pode ser dependente do estado dos peptideos opiaceos (IZQUIERDO,
1980).

Ja foi demostrado que a liberagdo de opioides enddgenos durante e
imediatamente apds a sessao de condicionamento, em modelos animais, prejudica o
processamento da memoéria desse episddio e a participacao dos receptores opioides
na modulagdo da aquisicdo do condicionamento aversivo pavloviano € demostrada
através da administragdo de agonistas de receptores opioides, em que normalmente
se observa um prejuizo na aquisicdo de condicionamento aversivo, enquanto
antagonistas de receptores opioides parecem facilitar a aquisicdo (MCNALLY;
WESTBROOK, 2003).

O receptor mOR parece atuar em um sistema de feedback negativo que
regula o condicionamento do medo pavloviano. Em um estudo com camundongos
knockout para receptores mOR, a deplegdo do receptor resultou em significativo
déficit da aquisicdo do medo contextual quando a aquisicdo foi conduzida em um
protocolo de condicionamento de 5 dias, sugerindo que a ativacdo desses
receptores ¢é critica para o aprendizado aversivo (SANDERS; KIEFFER;
FANSELOW, 2005).

Em conjunto, parece que a ativagdo aumentada do sistema opioide induzida
pelo estresse tem efeitos amnésicos, que podem ser prevenidos pelos antagonistas
opioides, naltrexona ou naloxona (TORRES-BERRIO; NAVA-MESA, 2019).

Em estudos com humanos, Bryant e colaboradores (2009) demostraram que
a administracdo aguda de morfina proporciona reducao do risco de desenvolvimento
de TEPT, ao inibir o desenvolvimento da consolidagdo da memoaria relacionada a um
evento traumatico (BALI; RANDHAWA; JAGGI, 2015; SZCZYTKOWSKI-THOMSON;
LEBONVILLE; LYSLE, 2013). Nixon e colegas (2010) documentaram que a morfina
reduz o desenvolvimento de TEPT em criangas que sofrem um evento traumatico e
a reducdo dos sintomas esta positivamente correlacionada com a dosagem de
morfina.

Essas evidéncias sugerem que o sistema opioide exerce um papel importante
na modulagédo do processamento da memodria frente a memdrias aversivas. Assim, o
desenvolvimento de agonistas e/ou antagonistas de componentes do sistema

opioide apresenta uma nova abordagem, de potencial terapéutico, em disturbios de
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memoria induzidos por estresse.

1.5 ESTUDO DAS MEMORIAS AVERSIVAS

Pela otica da evolugdo, os estimulos emocionais exercem um papel
adaptativo fundamental, sejam eles agradaveis ou aversivos. Estabelecer
associacdes entre diferentes estimulos permite alteragdes no comportamento em
busca de evitar e prever situagbes de perigo, sendo fundamentais para a
sobrevivéncia da espécie (VAVERKOVA; MILTON; MERLO, 2020).

O contexto que permeia as experiéncias e as percepcdes vivenciadas €
essencial para produzir significado aos eventos e proporcionar pistas que remetem a
memoria do ocorrido, permitindo moldar expectativas futuras de experiéncias
similares e sendo necessario para a adequacao do comportamento (MAREN; PHAN;
LIBERZON, 2013). No entanto, sob certas condi¢des, esse sistema de aprendizado
adaptativo pode produzir memodrias que sao persistentes, caracterizadas por
percepgdes imprecisas ou inadequadas, que provocam reagdes fisioldgicas e
comportamentais prejudiciais ao individuo (DREW; HUCKLEBERRY, 2017;
GILMARTIN; BALDERSTON; HELMSTETTER, 2014; MAREN; PHAN; LIBERZON,
2013).

A incapacidade de contextualizar adequadamente as informagbes tem sido
associada a sintomas em varios transtornos psiquiatricos, incluindo disturbios de
ansiedade, depressdo, TEPT, fobias, adicdo e outros, que afetam a qualidade de
vida de um numero crescente de individuos (LIU et al.,, 2016; MAREN; PHAN;
LIBERZON, 2013; VAVERKOVA; MILTON; MERLO, 2020).

O TEPT é uma condicdo cronica debilitante que reflete modificagdes
emocionais e fisioldgicas apds uma reacao inicial a uma experiéncia traumatica. Os
individuos acometidos exibem recordagao persistente de memorias traumaticas
(pesadelos, pensamentos intrusivos) e maior evitacdo de estimulos relacionados ao
trauma (hipervigilancia e hiperexcitacdo), embora o evento traumatico ndo esteja
mais ocorrendo (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000). Estima-se que
mais da metade dos pacientes apresentam resisténcia ao tratamento, resultando em
prejuizos sociais, econOmicos e funcionais (RODRIGUEZ; HOLOWKA; MARX,
2012). Existem altos niveis de abandono do tratamento e muitos tentam suicidio ou

usam drogas ilicitas para evitar sentimentos que remetem ao evento traumatico
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(BRADY et al., 2010).

Como o TEPT é precipitado por uma experiéncia traumatica, os modelos
animais que utilizam, como inducdo de medo condicionado, choques elétricos,
podem simular a indugao desse transtorno (FLANDREAU; TOTH, 2018). Parametros
como a intensidade do estimulo condicionado, o numero de tentativas de aquisicao,
a intensidade e a duragao do choque elétrico, podem ser modificados para otimizar o
resultado e melhor observar os efeitos desejados na investigacdo (FLANDREAU,;
TOTH, 2018).

Entretanto, diversos sdo os debates sobre a capacidade dos animais de
experimentarem e expressarem o sentimento de medo® em sua magnitude
compreendida pelas experiéncias humanas. LeDoux e Hofmann (2018) argumentam
que o autorrelato verbal de medo é o “padrao-ouro” na avaliagdo de experiéncias
emocionais subjetivas conscientes, como o medo, e ja que esse padrao ndo € uma
opgdao em modelos animais, determinar se 0s organismos ndao humanos tém
experiéncia subjetiva de medo ainda € um desafio para a pesquisa pré-clinica e deve
ser discutido com cautela.

Evidéncias convergentes de modelos experimentais em roedores e trabalhos
em humanos elucidaram que as estruturas cerebrais (como a amigdala, o cértex pré-
frontal e o hipocampo) sao criticas para o aprendizado de extingéo e a retencéo da
memoria de extingdo, processos explorados como alternativas de tratamento para o
TEPT (RABER et al.,, 2019). Com isso, observou-se um aumento na validade
translacional das pesquisas utilizando condicionamento aversivo, ja que se tornou
possivel comprovar o envolvimento dessas regides cerebrais na expressao de
respostas defensivas e/ou de medo nos modelos experimentais utilizados (GRECO;
LIBERZON, 2016).

A identificacdo das consequéncias negativas e prolongadas na saude e
qualidade de vida dos individuos com TEPT gera a necessidade de pesquisar novas
alternativas de tratamento e prevencéao para os desfechos relacionados a situacdes
traumaticas (HOLBROOK et al., 2010).

Logo, a perspectiva da interrupcido ou supressado dessas memaorias parece ser

benéfica para o individuo e é de grande apelo clinico. Para isso, modelos animais,

3 O termo “medo” é definido como o “estado emocional provocado pela consciéncia que se tem diante
do perigo; aquilo que provoca essa consciéncia” (In.: Dicio, Dicionario Online de Portugués. Porto:
7Graus, 2020).
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apesar de suas limitagdes em mimetizar a fisiopatologia humana, sao utilizados nas
pesquisas pré-clinicas, na busca de elucidar os mecanismos envolvidos no
processamento de memorias aversivas, principalmente através de protocolos
experimentais de aprendizagem associativa.

No contexto da memoria aversiva, diversos estudos apontam diferengas entre
sexos no que diz respeito ao processamento de memorias traumaticas, ansiedade e
medo, destacando-se a necessidade de estudos em modelos animais fémeas, que
sdo historicamente sub-representadas na pesquisa cientifica (BEERY, ZUCKER,
2011; JOEL, MCCARTHY, 2017).

Neste ambito, o protocolo de condicionamento aversivo contextual (CAC) é
um dos testes mais empregados para estudar aprendizagem e memdéria emocional,
produzindo conhecimento necessario para investigar a neurobiologia que apoia o
aprendizado emocional e a expressdo do medo (CAREAGA; GIRARDI; SUCHECKI,
2016; GILMARTIN; BALDERSTON; HELMSTETTER, 2014). Esse paradigma é
explorado nesse trabalho como ferramenta para compreender a dindmica da
consolidacdo de memoarias aversivas em fémeas.

O presente projeto propbe elucidar o papel dos opioides no contexto de
consolidagdo de memorias aversivas, contribuindo assim, a longo prazo, para a
construcéo de saberes a respeito do processamento de memorias aversivas e a sua

possivel intervencéao terapéutica em fémeas.

2. HIPOTESE

Considerando o exposto acima, a hipdtese deste trabalho é que a
administracao intraperitoneal de um agonista opioide, prejudica a consolidagcéo de

uma memoria aversiva contextual em ratas.

3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Investigar o efeito da administragao intraperitoneal da morfina e da naltrexona

na etapa de consolidacdo da memdria aversiva contextual em ratas, utilizando

protocolos de condicionamento de diferentes intensidades.
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3.2 Objetivos especificos

- Investigar se a administracdo intraperitoneal de morfina, um agonista de
receptores opioides que apresenta maior seletividade para o receptor mOR,
prejudica a consolidagao da memdria aversiva, utilizando o protocolo de CAC forte;

- Avaliar se a administragao intraperitoneal de naltrexona, um antagonista de
receptores opioides, potencializa a consolidagdo da memoria aversiva, utilizando o
protocolo de CAC fraco;

- Avaliar se a administragao prévia de uma dose sub-efetiva de naltrexona é
capaz de prevenir o efeito da morfina no protocolo de CAC forte;

- Utilizar o protocolo de reinstalacdo da memoria aversiva contextual como
ferramenta para sustentar a hipétese do trabalho;

- ldentificar se ha diferencas sexuais a partir da comparacédo dos resultados

obtidos com ratas (presente estudo) com os dados de ratos da literatura.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Ratas Wistar (90 dias, 180-240g) foram mantidas sob condi¢cdes padrbes de
laboratério, com ciclo claro/escuro 12 h/12 h (luzes acesas, via temporizador, as 7 h
da manha), temperatura controlada de 22 + 1 °C e livre acesso a ragao e a agua
filtrada. Todos os experimentos foram realizados durante a fase clara do ciclo e de
acordo com o padrao internacional de bem-estar animal e com a legislagao vigente e
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), sob o protocolo
CEUA/UFSC n° 2018170919 (Anexo A).

Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno medindo 41 x
34 x 16 cm em numero maximo de 5 animais por caixa, mantidas dentro de estantes
ventiladas (Alesco@). A ventilagdo e temperatura foram controladas por sistemas de
ar-condicionado e de exaustdo de ar. A manutencdo dos animais, bem como os
procedimentos experimentais foram realizados no Laboratério de Neurofarmacologia
sala 307, Departamento de Farmacologia, CCB, UFSC. Todos os esforgos foram

feitos para minimizar o numero e o sofrimento dos animais utilizados.
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4.2 Drogas

A morfina (MOR; 0,3; 1,0; 3,0 mg/kg, Merck KGaA, Alemanha), um agonista
opioide, o cloridrato de naltrexona (NAL; 1,0; 5,0; 10 mg/kg, Uninaltrex, Brasil), um
antagonista opioide, foram dissolvidos em solu¢cdo de NaCl a 0,9%. As doses do
agonista e do antagonista foram determinadas de acordo com estudos anteriores
realizados no nosso laboratério e de dados da literatura (INTROINI; MCGAUGH,;
BARATTI, 1985; IZQUIERDO, 1979; PORTO et al., 2015).

As drogas foram administradas por via intraperitoneal (IP). Da mesma forma,

a solugao de NaCl a 0,9% foi administrada aos grupos controle.

4.3 Procedimentos comportamentais

4.3.1 Aparatos experimentais

O condicionamento aversivo contextual foi realizado em uma caixa retangular
(35 x 20 x 30 cm) que possui uma parede frontal, paredes laterais e posterior e um
teto com abertura de acrilico. O piso da caixa é composto por barras de aco
inoxidavel de 3 mm de diametro e 9 mm de espagamento, estando conectado a um
gerador de choques elétricos (Insight, Brasil). Essa caixa foi denominada como
Contexto A ou contexto pareado, e foi utilizada para a avaliagdo das respostas
defensivas pareadas ao choque.

Uma segunda caixa quadrada (25 x 25 x 32 cm), denominada como Contexto
B, foi utilizado para a sessdo de reinstalagdo da memoria aversiva contextual.
Confeccionada em acrilico cinza, com tampa superior de acrilico e piso composto
por barras de ago inoxidavel de 5 mm de didmetro com espagamento entre as barras
de 10 mm e conectada a um gerador de choques elétricos (Insight, Brasil).

Foram efetuadas modificacbes nas paredes do Contexto B para diferenciar do
ambiente do Contexto A. Na parede posterior do Contexto B foram adicionadas
faixas pretas com 1,5 cm de largura na disposigcao vertical com espagamento de 1
cm entre cada faixa, a caixa de condicionamento foi colocada sob uma superficie
preta e uma parede movel foi colocada na posi¢cao frontal ao Contexto B. Este
contexto foi utilizado para a aplicagdo de um unico estimulo elétrico nas patas dos

animais, sendo que o experimento foi executado em uma sala diferente daquela
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utilizada para os experimentos no Contexto A.

4.3.2 Protocolo geral de condicionamento aversivo contextual (CAC)

O Condicionamento Aversivo Contextual (CAC) é um tipo de condicionamento
Pavloviano, devido ao classico estudo de Ivan Pavlov (1927). As contribuigbes do
estudo se deram através de seus experimentos com caes, em que um sinal sonoro
(estimulo neutro) sinalizava ao cdo que ele estava prestes a receber alimento
(estimulo incondicionado). Apos sessdes de treinamento, ao toque do sino, o cdo de
Pavlov comecou a manifestar um aumento de salivacido, representando uma
resposta perante um estimulo anteriormente neutro (toque sonoro). Com isso, foi
estabelecida uma associagao entre o estimulo neutro e o estimulo incondicionado
em que ambos produziam a mesma resposta no animal (PAVLOV, 1927; POWELL,
BUCHANAN; HERNANDEZ, 1991; TAN et al., 2017).

Apesar do CAC ser comumente chamado de condicionamento pavloviano,
antes do relato classico de Pavlov, outros pesquisadores ja exploravam essas ideias
em relagdo ao condicionamento aversivo e empregavam em modelos animais
(VINCENT, 1915), em que a aprendizagem e a memoria resultam da mudanga da
funcdo e da estrutura dos neurdnios e de sua forga sinaptica de interconexao (TAN
et al., 2017).

Esse paradigma permite a compreensdo em nivel de processos
comportamentais frente a eventos aversivos, em que estimulos condicionados
neutros (por exemplo, um contexto) se associam a estimulos incondicionados
aversivos (por exemplo, um choque elétrico) para produzir uma resposta
condicionada (por exemplo, congelamento no lugar) (Figura 2) (DUNSMOOR;
MURPHY, 2015; FANSELOW et al., 1991; LANDEIRA-FERNANDEZ et al., 2006).

Os animais devem primeiramente formar uma representacdo do contexto
ambiental (cAmara de condicionamento) para que a aprendizagem contextual ocorra
e assim a medida que o animal aprende que um estimulo condicionado prediz o
estimulo incondicionado, o estimulo condicionado € capaz de elicitar respostas
condicionadas ao contexto, como comportamento de congelamento em ratos, que é
correlacionado com o nivel de aprendizado gerado pela experiéncia aversiva
(EIPPERT et al., 2008; MAREN; PHAN; LIBERZON, 2013).

Exemplos de respostas condicionadas comumente expressadas incluem
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comportamentos defensivos (por exemplo, congelamento), autonémicos (por
exemplo, frequéncia cardiaca e pressao arterial) e endocrinas (por exemplo,
liberacdo de horménios), bem como alteragbes na sensibilidade a dor e expressao
reflexa (por exemplo, respostas de sobressalto) (CAMPOS et al., 2013; LEDOUX,
2000).

Os mecanismos neurais que subsidiam a aprendizagem do condicionamento
de medo incluem contribui¢des corticais e subcorticais, sendo a amigdala basolateral
(BLA) essencial para a integragdo dos estimulo incondicionado (p.ex. dor) e as
entradas sensoriais neutras (estimulo condicionado) (DREW; HUCKLEBERRY,
2017).

Figura 2. Representagao grafica do paradigma de condicionamento aversivo.

EN El RC

Congelamento

Hiperanalgesia
Sobressalto
+ ‘ _ * Sudorese
EN EI Liberagdo horménios do estrease
Contexto

Aumento presseao arterial

Luz Aumento frequéncia cardiaca

Choque elétrico
Som

Odores

Associacdo entre um estimulo emocionalmente neutro (EN; p. ex.: contexto, luz, som) com um
estimulo incondicionado biologicamente relevante (El; p. ex.: choque elétrico nas patas, odores,
componente apetitivo). Apés o pareamento EN-EI, o EN passa agora a ser interpretado como um
estimulo condicionado (EC) capaz de induzir a expressao de respostas condicionadas (RC; p.ex.:
mudangas na atividade autondmica, analgesia e comportamento de congelamento). Fonte: Elaborado
pela autora.

Desse modo, as informagdes sensoriais dos estimulos convergem na
amigdala, levando a um aumento na plasticidade sinaptica de tal forma que o proprio
estimulo condicionado evoca a atividade da amigdala que leva a comportamentos
por meio de suas conexdes com o hipotalamo, tronco cerebral e outras areas
envolvidas na resposta (DUNSMOOR; MURPHY, 2015; LEDOUX, 2000).

A partir do CAC é possivel estudarmos as seguintes etapas da meméria: (1) o
processo de aquisicdo, através da exposicdo de estimulos neutros e estimulos
incondicionados, apresentados em um tempo proximo um do outro; (2) a fase de
consolidagdo da memoria, em que é possivel intervir experimentalmente com o uso
de agentes amnésicos ou reforgadores, durante um periodo de tempo limitado

conhecido como “janela da consolidagdo”, cuja a memoria € suscetivel a
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interferentes; e a evocagéo, pelo processo de treinamento apos a extingdo (DUDAI,
2012; LABAR; CABEZA, 2006; TAN et al., 2017).

Inicialmente, o protocolo consistiu em uma sessao de familiarizagdo (FAM),
dentro da qual o animal pode explorar livremente o Contexto A por 3 min, retornando
a sua caixa moradia no término da sessao. Apos 24 h, o animal retornou ao
Contexto A (estimulo condicionado, EC), para a sessdo de condicionamento. Apos
30 s iniciais de exposicdo ao Contexto A (periodo pré-choque), cada grupo
experimental foi submetido a um dos dois 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 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). Apds o
condicionamento, os animais permaneceram no Contexto A por mais 30 s (periodo
pos-choque) antes de retornarem ao biotério setorial.

Para avaliar os efeitos do tratamento farmacolégico sobre a consolidagao da
memoria aversiva contextual, os animais foram reexpostos ao Contexto A 1 e 8 dias
apo6s um dos protocolos de CAC descritos anteriormente, na auséncia do estimulo
incondicionado (Testes A1 e A2, respectivamente) (Figura 3). Todas as sessodes de
teste duraram 3 min. As drogas foram administradas por via intraperitoneal

imediatamente, 15 min ou 6 h apds a sessao de condicionamento.

Figura 3. Protocolo geral do condicionamento aversivo utilizado.

Familiarizagao Condicionamento I Teste A1 Teste A2
2h_y 2h 7y
i o . i, i
Contexto A Contexto A Contexto A Contexto A

3x1,0mA

ou
1x0,4 mA

Protocolo geral utilizado para investigar os efeitos das drogas na etapa de consolidagdao de uma
memoria aversiva contextual. A seringa indica o momento da administragdo farmacologica
(imediatamente, 15 min ou 6 h apds a sesséo de condicionamento). Os animais foram reexpostos ao
Contexto A (1 e 8 dias apos CAC) para a realizagéo do Teste A1 e A2.

Nesse trabalho foi considerado o tempo de congelamento (expresso na forma
de porcentagem de tempo) como um indice de retengdo da memoria. Esse
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comportamento €& caracterizado pela auséncia de movimentos, exceto os
necessarios para respiracdo (BLANCHARD; BLANCHARD, 1969). As sessdes

experimentais foram gravadas por camera de video e avaliadas manualmente.

4.3.3 Protocolo de reinstalacdo da memoaria aversiva contextual

O protocolo de reinstalacdo foi realizado conforme Franzen; Giachero &
Bertoglio (2019). Resumidamente, 24 h apds o Teste A2, os animais foram alocados
no Contexto B para a administragdo de um unico estimulo elétrico (1 mA, 60 Hz, por
3 s). Vinte quatro horas apds esta sessdo (denominada aqui de sessao de
reinstalagdo), os animais foram reexpostos ao Contexto A para a realizagdo do Teste
A3 (Figura 4).

Figura 4. Protocolo de reinstalagao utilizado.

Familiarizagéo Condicionamento I Teste A1 Teste A2 Reinstalagao Teste A3
24h 24h 7d | |
LW G > |
- o o~ o~ - S sk
Y- [P —— [ S—————— e e, i
Contexto A Contexto A Contexto A Contexto A Contexto B Contexto A

3x1,0mA 1x1,0mA
ou

1x0,4mA

Protocolo utilizado para investigar os efeitos das drogas na etapa de consolidagao de uma memodria
aversiva contextual. A seringa indica o momento da administragdo farmacolégica (imediatamente, 15
min ou 6 h apds a sesséo de condicionamento). No Contexto B os animais receberam um choque de
1,0 mA. Nota-se as diferengas na caixa do Contexto B em relacdo a caixa do Contexto A. Os animais
foram reexpostos ao Contexto A (1, 8 e 10 dias apds CAC) para a realizagao do Teste A1, A2 e A3.

4.4 Delineamento experimental

441 Experimento 1: Efeito da administragcido sistémica de morfina

imediatamente ap6s um CAC forte

Para investigar se a administracdo de morfina poderia prejudicar a
consolidagdo da memoria aversiva contextual em ratas, 40 ratas foram alocadas
aleatoriamente em quatro grupos (n = 10/grupo) com base no tratamento (veiculo ou
MOR 0,3, 1,0 ou 3,0 mg/kg) realizado imediatamente apds a sessédo de
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condicionamento forte (CAC forte). Apds, foram realizados os testes A1 (24 h apds a

sessdo) e teste A2 (7 dias apds o condicionamento).

4.4.2 Experimento 2: Efeito da administragao sistémica de morfina 6 horas

apés um CAC forte

Com o objetivo de investigar se o efeito da morfina sobre a memoria aversiva
contextual era limitado a janela temporal de consolidagao, 20 ratas foram alocadas
aleatoriamente em dois grupos (n = 10/grupo) de acordo com o tratamento (veiculo
ou MOR 1,0 mg/kg) realizado 6 h apds a sessdo de condicionamento forte, em um
protocolo de CAC forte (CAC forte). O teste A1 foi realizado 24 h apds a sessao de

condicionamento.

4.4.3 Experimento 3: Efeito da administracao sistémica de morfina
imediatamente ap6s um CAC forte no protocolo de reinstalagao da meméria

aversiva contextual

A queda acentuada na % de tempo de congelamento entre as sessbes de
teste € uma caracteristica das ratas do grupo controle (mas n&do dos ratos) no
protocolo de condicionamento aversivo contextual (FRANZEN; GIACHERO;
BERTOGLIO, 2019). Assim, este fendmeno pode mascarar o efeito de uma droga
amnésica nos testes subsequentes ao Teste A1. Para controlar essa possibilidade e,
assim, sustentar a nossa hipotese de que a morfina 1,0 mg/kg prejudica a
consolidagdo da memoria aversiva contextual, ndés realizamos o protocolo de
reinstalagcdo da memoria.

Para isso, 20 ratas foram alocadas de modo aleatério em 2 grupos (n =
10/grupo) de acordo com o tratamento (veiculo ou MOR 1,0 mg/kg) administrado
imediatamente apds o condicionamento forte (CAC forte). O Teste A1 e o Teste A2
foram realizados no dia 1 e 7 apds a sessao de condicionamento. Para a sessao de
reinstalagdo, os animais foram dispostos no Contexto B, 24 h apds TA2, para a
administracdo de um estimulo elétrico lembrete (1 choque de 1 mA), sendo
novamente expostos ao Contexto A, 24 h apds, para avaliacdo da resposta de
congelamento (Teste A3).
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4.4.4 Experimento 4: Efeito da administragdo sistémica de naltrexona

imediatamente ap6és um CAC fraco

Para investigar se o bloqueio de receptores opioides poderia potencializar a
consolidagdo da memoria aversiva contextual em ratas, nds utilizamos um protocolo
de CAC fraco (1 choque de 0,4 mA). Para este protocolo, 40 ratas foram alocadas
aleatoriamente em quadro grupos (n = 10/grupo) com base no tratamento (veiculo
ou NAL 1,0, 5,0 ou 10,0 mg/kg) realizado imediatamente apd6s a sessido de
condicionamento fraco (CAC fraco). Apds, foram realizados os testes A1 (24 h apos

a sessao) e teste A2 (7 dias apds o condicionamento).

4.4.5 Experimento 5: Efeito da administragdao sistémica de naltrexona
imediatamente ap6s um CAC forte no protocolo de reinstalagao da meméria

aversiva contextual

Para esse experimento, 20 ratas foram alocadas de modo aleatério em 2
grupos (n = 10/grupo) de acordo com o tratamento (veiculo ou NAL 5,0 mg/kg)
administrado imediatamente apds o condicionamento de CAC forte. O Teste A1 e o
Teste A2 foram realizados no dia 1 e 7 apds a sessao de condicionamento. Para a
sessao de reinstalagcado, os animais foram dispostos no Contexto B, 24 h apds TAZ2,
para a administracdo de um estimulo elétrico lembrete (1 choque de 1 mA), sendo
novamente expostos ao Contexto A, 24 h apds, para avaliacdo da resposta de

congelamento (Teste A3).

4.4.6 Experimento 6: Efeito do pré-tratamento com naltrexona sobre o prejuizo

de consolidagao da meméria induzido pela morfina

Para verificar se o efeito observado com a administracdo da morfina pode ser
prevenido pela administracdo prévia de uma dose sub-efetiva do antagonista
naltrexona, 32 ratas foram alocadas aleatoriamente em 2 grupos (n = 16/grupo) de
acordo com o pré-tratamento (veiculo ou NAL 10 mg/kg) realizado imediatamente
apos a sessao de condicionamento forte (CAC forte). Quinze minutos depois, cada
grupo foi novamente dividido em dois outros grupos (n = 8/grupo) baseado no
tratamento (veiculo ou MOR 1 mg/kg). Os animais foram reexpostos ao Contexto A
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24 h apdés a sessdao de condicionamento para o TA1 e 7 dias apds o
condicionamento para a realizacdo do TA2. Adicionalmente, 24 h apdés o TA2, os
animais seguiram para o protocolo de reinstalagdo (1 choque de 1,0 mA) no

Contexto B, sendo o TAS3 realizado 24 h apds sesséao de reinstalagéo.

4.5 Analises Estatisticas

Para testar a normalidade e determinar a homogeneidade dos dados
comportamentais, estes foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov e ao teste de Levene. Uma vez comprovada a distribuicdo normal dos
dados, a porcentagem do tempo de congelamento nos contextos A e B foi expressa
como meédia = erro padréao da média (EPM), sendo avaliada por analise de variancia
(ANOVA) de medidas repetidas (fatores independentes: tratamento farmacolégico e
reexposi¢cdo ao contexto A) nos experimentos 1 e 4; teste t de Student para os
experimento 2, 3 e 5; ou ANOVA de duas vias de medidas repetidas (fatores
independentes: pré-tratamento farmacolégico, tratamento farmacolégico e
reexposi¢cdo ao contexto A) foi utilizada no experimento 6. O teste de Tukey foi
usado como teste post hoc para multiplas comparacdes e o nivel de significancia
estatistica foi estabelecido em P<0,05 para comparagao de grupos, sendo *P<0,5;
**P<0,01 e ****P<0,0001.

Todos os resultados foram analisados pelo programa Statistica® 10.0
(StatSoft, EUA) e para a confecg¢ao dos graficos foi utilizado o GraphPad Prism® 7
(GraphPad Prism, EUA).

5. RESULTADOS

5.1 Experimento 1: Efeito da administracdo sistémica de morfina imediatamente

apos um CAC forte

A ANOVA de medidas repetidas mostrou efeito do tratamento (F(1.881,16.93) =
6,393; P = 0,0094), mas nao demonstrou efeito significativo na reexposi¢ao ao
Contexto A (F(241, 21.69) = 0.5885; P = 0,5940) e nenhuma interagao entre os fatores
Fe27n = 0,90038; P = 0,5358) foi encontrada. Como representado na Figura 5, o
teste post hoc de Tukey demostrou que o grupo tratado com morfina na dose de 1,0
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mg/kg apresentou menor tempo de congelamento no Teste A1 em comparagdo com
o grupo veiculo (Teste A1: P = 0,0083).

Esse resultado indica que a ativagédo de receptores opioides leva ao prejuizo
da consolidagdo de uma memoria aversiva contextual forte em ratas no protocolo

experimental proposto.

Figura 5. Efeito da administragao sistémica de morfina imediatamente apés um CAC forte.
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A seta indica o local e o momento do tratamento. Os graficos mostram a % do tempo de
congelamento quando os animais foram testados no contexto pareado (Testes A1 e A2; 1 e 7 dias
apos o CAC, respectivamente). Os valores s&o expressos como média + EPM (n = 10/grupo) e o
teste estatistico utilizado foi a ANOVA de medidas repetidas. **P<0,01, quando comparado ao grupo
veiculo.

5.2 Experimento 2: Efeito da administragdo sistémica de morfina 6 h apés o CAC

forte

O teste t de Student ndo mostrou qualquer efeito do tratamento sobre o tempo
de congelamento durante o Teste A (t1s) = 0,1478, P = 0,8841). Como mostrado na
Figura 6, ndo houve diferengas estatisticas entre o grupo controle e o grupo tratado
com morfina 1,0 mg/kg.

Esses resultados sugerem que o efeito da morfina sobre a memoaria aversiva

contextual € limitado a janela temporal de consolidacao.
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Figura 6. Efeito da administragao sistémica de morfina 6 horas apés um CAC forte.
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A seta indica o local e o momento do tratamento. Os graficos mostram a % do tempo de
congelamento quando os animais foram testados no contexto pareado (Testes A1) 1 dia ap6s o CAC.
Os valores sao expressos como média + EPM (n = 10/grupo) e o teste estatistico utilizado foi a teste t
de Student.

5.3 Experimento 3: Efeito da administracdo sistémica de morfina imediatamente

ap6s um CAC forte no protocolo de reinstalagéao

O teste t de Student mostrou efeito do tratamento sobre o tempo de
congelamento durante o Teste A1 (1(18) = 6,518, P <0.0001) e ndo demostrou efeito
significativo na reexposicdo ao Contexto A, 8 dias apds o condicionamento (1(18) =
1,56, P = 0,1361), conforme observado na Figura 7. Apds a sessao de reinstalagcao
(Teste A3), o grupo que recebeu morfina 1,0 mg/kg apresentou niveis de
congelamento inferiores ao grupo veiculo (t(18) = 5,777, P <0.0001).

Em conjunto, nossos resultados mostraram que o grupo controle reinstalou a
memoria, ou seja, voltou a expressar niveis de congelamento comparaveis aos
apresentados no TA1, e que o grupo que recebeu morfina voltou a apresentar
menores niveis de congelamento (TA3: VEI vs MOR 1,0 mg/kg). Este resultado vai

ao encontro de um prejuizo de consolidagdo da memoria induzido pela morfina.
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Figura 7. Efeito da administracdo sistémica de morfina no protocolo de reinstalagao da
memoria aversiva contextual.
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A seta indica o local e o momento do tratamento. Os graficos mostram a % do tempo de
congelamento quando os animais foram testados no contexto pareado (Testes A1; A2e A3, 1; 7e 9
dias apos o CAC, respectivamente). Os valores sdo expressos como média £+ EPM (n = 10/grupo) e o
teste estatistico utilizado foi o teste t de Student. ****P<0,0001, quando comparado ao grupo veiculo.

5.4 Experimento 4: Efeito da administragao sistémica de naltrexona imediatamente
apo6s um CAC fraco

A ANOVA de medidas repetidas mostrou efeito do tratamento (F(1.978, 17.8) =
6,884; P = 0,0062) e demonstrou efeito significativo na reexposi¢cdo ao contexto A
(F(2.004, 18.85) = 5,782; P = 0,0103) e interagdo entre os fatores (F, 27) = 2,5; P =
0,0317).

Como mostrado na Figura 8, os grupos tratados com naltrexona nas doses
de 1,0 mg/kg e 5,0 mg/kg apresentaram reducéo no tempo de congelamento quando
comparados ao grupo controle no teste A1 pelo teste de Tukey (P = 0,0489 e P =
0,0281 respectivamente).

Nossos resultados indicam que o bloqueio dos receptores opioides, nas
condicbes experimentais testadas, leva a um prejuizo de consolidagdo de uma
memoaria aversiva contextual, sugerindo que a ativacdo enddgena desses receptores

(ou de algum deles) modula positivamente este processo.
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Figura 8. Efeito da administragao sistémica de naltrexona imediatamente apés um CAC fraco.
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A seta indica o local e o momento do tratamento. Os graficos mostram a % do tempo de
congelamento quando os animais foram testados no contexto pareado (Testes A1 e A2; 1 e 7 dias
apos o CAC, respectivamente). Os valores sdo expressos como média + EPM (n = 10/grupo) e o
teste estatistico utilizado foi a ANOVA de medidas repetidas. *P<0,05, quando comparado ao grupo
veiculo.

5.5 Experimento 5: Efeito da administragao sistémica de naltrexona imediatamente

apo6s um CAC forte no protocolo de reinstalagéao

O teste t de Student mostrou efeito do tratamento com NAL 5,0 mg/kg sobre o
tempo de congelamento durante o Teste A1 (1(18) = 7,321, P <0.0001) e na
reexposicdo ao contexto A (Teste A2 ({(18) = 2,817, P = 0,0114), conforme
observado na Figura 9. Apos a sessao de reinstalagdo (Teste A3), o grupo que
recebeu naltrexona 5,0 mg/kg continuou apresentando menores niveis de
congelamento comparado ao grupo veiculo (t(18) = 2,814, P = 0,0115).

Esse resultado sustenta a nossa hipétese de que a naltrexona, na dose de 5

mg/kg, prejudica a consolidagdo da memoaria aversiva contextual em ratas.
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Figura 9. Efeito da administracao sistémica de naltrexona no protocolo de reinstalagao da
memoria aversiva contextual.
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A seta indica o local e o momento do tratamento. Os graficos mostram a % do tempo de
congelamento quando os animais foram testados no contexto pareado (Testes A1; A2e A3,1; 7e 9
dias apos o CAC, respectivamente). Os valores sdo expressos como média + EPM (n = 10/grupo) e o
teste estatistico utilizado foi o teste t de Student. *P<0,05; ****P<0,0001, quando comparado ao grupo
veiculo.

5.6 Experimento 6: Efeito do pré-tratamento com dose sub-efetiva de naltrexona

sobre o prejuizo de consolidagao da memdéria pela morfina

A ANOVA de duas vias de medidas repetidas mostrou uma interacao
significativa entre o pré-tratamento, o tratamento e a reexposi¢do ao contexto A
(F(6,49) = 3,567, P = 0,0060) sobre o tempo de congelamento nos Testes A1 e A3.

Como mostrado na Figura 10, o grupo tratado com morfina apresentou niveis
de congelamento inferiores ao grupo Veiculo + Veiculo nos testes A1 e A3 (P
<0.0001). Por outro lado, o efeito da morfina ndo foi mais observado quando os
animais foram pré-tratados com uma dose sub-efetiva de naltrexona de 10 mg/kg
(NAL + MOR vs Veiculo + Veiculo = Teste A1: P = 0,3524; Teste A2: P = 0,7864;
Teste A3: P = 0,6360).

Portanto, a administragédo de uma dose sub-efetiva de naltrexona foi capaz de
prevenir o prejuizo de consolidacdo da memaria induzido pela morfina na dose de

1,0 mg/kg, indicando que o efeito da morfina foi mediado pela ativagdo de receptores
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opioides.

Figura 10. Efeito do pré-tratamento com dose sub-efetiva de naltrexona sobre o prejuizo de
consolidagdo da meméria pela morfina.
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A seta indica o local e o momento do tratamento. Os graficos mostram a % do tempo de
congelamento quando os animais foram testados no contexto pareado (Testes A1; A2e A3, 1; 7e 9
dias apos o CAC, respectivamente). Os valores sdo expressos como média + EPM (n = 8/grupo) e o
teste estatistico utilizado foi a ANOVA de duas vias de medidas repetidas. ****P<0,0001 quando
comparado ao grupo Veiculo + Veiculo; # P<0,05 quando comparado ao grupo Veiculo + MOR.

6. DISCUSSAO

Neste trabalho estudamos o efeito da administragao intraperitoneal da morfina
(agonista opioide) e da naltrexona (antagonista opioide) na etapa de consolidacéo de
uma memoria aversiva contextual em ratas.

Foi demonstrado que uma unica administracdo de morfina 1,0 mg/kg,
imediatamente apds a sessdo de condicionamento forte, € capaz de diminuir a
resposta de congelamento, sugerindo que a morfina prejudicou a consolidacédo da
memoria.

Esta sugestao foi sustentada por dois outros experimentos. No primeiro deles,
mostramos que nao houve diferenca significativa quando a mesma dose de morfina
(1,0 mg/kg) foi administrada somente 6 h apds a sessao de condicionamento forte,
periodo que esta presumivelmente fora da janela de consolidacdo. No segundo
experimento, mostramos que o efeito da administragdo da morfina 1,0 mg/kg
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imediatamente apdés o condicionamento forte, continuou presente apos o protocolo
de reinstalagdo da memoria (acessado no Teste A3).

Vale ressaltar que a auséncia de efeito da morfina no Teste A2 pode ser
explicada pela queda acentuada no tempo de congelamento do grupo veiculo, uma
caracteristica das ratas quando sdo reexpostas ao contexto (FRANZEN;
GIACHERO; BERTOGLIO, 2019), justificando, assim, a necessidade do uso desta
ferramenta quando o foco do estudo sao as ratas.

Por fim, o efeito da morfina ndo foi mais observado quando as ratas foram
pré-tratadas com uma dose sub-efetiva de naltrexona (10 mg/kg) no protocolo
estudado, assim como observado em outros estudos (IZQUIERDO, 1979; PORTO et
al., 2015), sugerindo que o prejuizo de consolidacdo da memdéria aversiva induzido
pela morfina esta relacionado com a ativagao de receptores opioides do tipo pou
mOR.

O prejuizo na consolidagdo de memdérias aversivas induzida por agonistas
opioides € bem relatado na literatura para ratos. Por exemplo, a administracdo de
morfina 10 mg/kg apds a sessao de treino prejudica a persisténcia da memoria de
medo contextual em ratos (PORTO et al., 2015). Em outro estudo, a administragao
sistémica de morfina 3,0 mg/kg, imediatamente apds a sessao de treino, prejudicou
a retencdo da memdria aversiva (INTROINI; MCGAUGH; BARATTI, 1985). Perfil
semelhante de resultado foi obtido com a administracdo sistémica de morfina 1,0
mg/kg em uma tarefa de esquiva inibitéria (IZQUIERDO, 1979).

Pesquisas anteriores demonstram um papel dos receptores opioides nos
paradigmas de aprendizagem contextual e aversivas. Por exemplo, a delegdo do
receptor mOR resulta em aquisicdo prejudicada de aprendizagem do medo em
camundongos (SANDERS; KIEFFER; FANSELOW, 2005) e uma inje¢cao de morfina
na amigdala resulta no comprometimento do condicionamento do medo contextual
(WESTBROOK; GOOD; KIERNAN, 1997). Assim, tem sido sugerido na literatura que
o sinal opioidérgico, que é ativado por meio do condicionamento, estaria atuando no
sentido de modular negativamente as memoarias aversivas (EIPPERT et al., 2008).

Nesse contexto, € possivel observar que, nos paradigmas propostos para
estudo de memdrias aversivas, ndo houve diferenca expressiva nos achados da
literatura sobre a influéncia da morfina na consolidacdo da memoaria aversiva em
ratos com os achados encontrados no presente estudo com ratas (PORTO et al.,
2015; SZCZYTKOWSKI-THOMSON; LEBONVILLE; LYSLE, 2013; ZARRINDAST et
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al., 2013).

Os mecanismos pelos quais os agonistas opioides modulam o processamento
de memorias aversivas, em especial a etapa de consolidacdo da memdria, ainda nao
estdo elucidados. Porém, evidéncias sugerem que a resposta ao estresse também
envolve a ativacdo do sistema opioide em regides do cérebro associadas a
regulagao do estresse e ao processamento da memoéria (TORRES-BERRIO; NAVA-
MESA, 2019). Além disso, o sistema opioide € caracterizado por mediar a analgesia
induzida por estressores leves e por modular a ativagado do eixo HPA (CONTET et
al., 2006).

Neste sentido, em condigbes de estresse, a agcado dos opioides enddgenos,
como as endorfinas, liberados na regido da amigdala, estaria relacionada a atividade
“anti-estresse”, mediada principalmente pelo receptor mOR e pela inibicdo do eixo
HPA (VALENTINO; VAN BOCKSTAELE, 2015; BALI; RANDHAWA; JAGGI, 2015).
Assim, a liberacdo do hormoénio liberador de corticotrofina (CRH), induzida pelo
estresse, desencadeia a liberagado de endorfina (através do aumento da expressao
do gene POMC na glandula pituitaria), que, por sua vez, tende a inibir a
superativagdo do eixo HPA (CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOS, 2005;
NAKAGAWASAI et al., 1999). Além disso, durante o estresse agudo as endorfinas
parecem servir como um mecanismo de alerta, aumentando o aprendizado de medo
para evitar a exposicao ao estresse (BALI; RANDHAWA; JAGGI, 2015).

Outras hipoteses de como os opioides estariam envolvidos na modulagédo do
aprendizado de medo contextual sugerem o envolvimento de varias estruturas
cerebrais, circuitos e sistemas de neurotransmissores, bem como complexas
interacbes entre o estresse e as vias do sistema opioide associadas a memodria
contextual. A distribuicao regional dos receptores opioides em areas que regulam as
respostas emocionais, aprendizagem e memoria, incluindo o hipotalamo, a amigdala
e o cortex pré-frontal, também suportam o possivel papel mediador dos opioides em
disturbios de memdria induzidos por estresse (CONTET et al., 2006; TORRES-
BERRIO; NAVA-MESA, 2019).

Os receptores opioides também sao encontrados em alta densidade nas vias
dopaminérgicas no corpo estriado e no nucleo accumbens, onde ha uma interagao
préxima entre os opioides e a neurotransmissao dopaminérgica (UKAI; HUI, 2002).
Algumas pesquisas buscam compreender a possivel relagéo entre o sistema opioide

enddégeno e o sistema dopaminérgico no processamento de memodrias, reforgadas
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em evidéncias que demonstraram que agonistas dopaminérgicos seletivos dos
receptores D1 e D2 antagonizam os efeitos da morfina no prejuizo da consolidagéo
da memoéria e os antagonistas D1 e D2 potencializaram os efeitos da morfina,
indicando o envolvimento de receptores dopaminérgicos na consolidagdo de
memorias aversivas mediada pela morfina (CASTELLANO et al., 1994).

Em relagcdo ao uso do antagonista opioide, a naltrexona, observamos que a
administracao intraperitoneal de naltrexona 1,0 ou 5,0 mg/kg, imediatamente apds
um CAC fraco, reduziu o tempo de congelamento das ratas. Esse resultado sugere
que a naltrexona induziu um prejuizo de consolidagdo da memoaria. Adicionalmente,
confirmamos, através do protocolo de reinstalacdo, que o efeito da naltrexona 5,0
mg/kg foi duradouro.

Em contraste com os nossos achados, alguns estudos tém demonstrado que
a administracdo de naloxona intra-amigdala (2,5 nmol) ou sistémica (0,4 mg/kg),
apoés a sessao de treinamento, demonstrou facilitar o desempenho de ratos em
paradigmas aversivos, sugerindo que este antagonista opioide facilita a consolidagao
da memdria aversiva (GALLAGHER; KAPP, 1978; INTROINI-COLLISON;
NAGAHARA; MCGAUGH, 1989; IZQUIERDO, 1979).

Com o objetivo de investigar os efeitos da naltrexona na meméaria de curto e
longo prazo, Nava-Mesa e colaboradores (2013) observaram que a administragao
sisttmica de naltrexona, durante o pré-treinamento de uma tarefa de
reconhecimento de objetos em ratos submetidos a estresse agudo de contencgéao,
previne os efeitos do estresse agudo em prejudicar o reconhecimento de objetos de
curto prazo, mas altas doses de naltrexona prejudicaram a facilitagdo da memoaria de
longo prazo induzida pelo estresse, sugerindo efeitos diferenciais do sistema opioide
em memorias de curto e longo prazo apos exposigcao ao estresse.

Por outro lado, a administragido intraperitoneal dos antagonistas seletivos k-
opioide, MR 2266 e MR 1452, quando administrados antes do choque, reduz os
niveis de congelamento, assim como a administragdo intracerebroventricular do
antagonista k-opioide, nor-binaltorfimina (N-BNI) reduz o condicionamento
(FANSELOW et al., 1991; FANSELOW; CALCAGNETTI; HELMSTETTER, 1989).

Reforgando essa descoberta, o condicionamento aversivo aumenta a
expressdao de mRNA do receptor KOR na amigdala basolateral, enquanto o
antagonismo de KOR na BLA diminuiu o medo condicionado de ratos no paradigma

de susto potencializado pelo medo (do inglés, “fear-potentiated startle”), sugerindo
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que o comportamento motivado de forma aversiva parece diferir em fungao do tipo
de receptor opioide que fundamenta sua modulagado (KNOLL et al., 2011).

Com esses achados, € possivel sugerir que os antagonistas opioides exercem
efeitos diferentes na modulagdo do processamento da memoria dependendo da
permeabilidade da droga nas diferentes regides cerebrais, seletividade pelo receptor
e da dose estudada.

O envolvimento de neurénios GABAérgicos nos efeitos exercidos pelos
antagonistas opioides (naloxona ou naltrexona) na consolidacdo da memodria foi
investigado em camundongos testados em uma tarefa de esquiva inibitéria (do inglés
“inhibitory avoidance task”). Foi demonstrado que baixas doses de naloxona ou
naltrexona e dos antagonistas GABA, picrotoxina ou bicuculina (que nao tiveram
efeito sobre a retencdo da memdédria quando administrados isoladamente),
produziram potencializacdo da consolidagdo da memoria aversiva quando
administrados juntos apos o treinamento. Além disso, o tratamento com muscimol,
um agonista GABAA, atenuou os efeitos de ambos os antagonistas opioides,
sugerindo que os antagonistas opioides podem influenciar a consolidagdo da
memoria em camundongos ao interagir com o sistema GABAérgico (CASTELLANO
et al., 1989).

Adicionalmente, em modelos animais, a administracdo de naloxona em
conjunto com a administracdo de anfetamina e nicotina potencializam o efeito
facilitador da consolidagdo da memodria aversiva contextual, esses resultados
sugerem que a naloxona causa facilitagdo da memdéria por meio da associagao com
mecanismos dopaminérgicos e beta-adrenérgicos centrais e exercendo influéncia
inibitoria nos opioides enddgenos (IZQUIERDO; GRAUDENZ, 1980).

A maioria dos dados presentes na literatura corrobora com a ideia de que os
agonistas opioides prejudicam a consolidagdo da memoaria, com efeitos amnésicos, e
gue antagonistas opioides, como a naltrexona e a naloxona, poderiam prevenir 0s
efeitos deletérios do estresse na recuperacdo da memoria, atuando
preferencialmente nos receptores mOR no hipocampo, e exibindo acbdes mais
complexas (Tabela 2) (TORRES-BERRIO; NAVA-MESA, 2019).

Em humanos, diversas linhas de pesquisa documentam o papel dos opioides
em disturbios relacionados com uma adaptacdo inapropriada ao estresse e a
memoria, como ansiedade associada ao estresse, o TEPT e a depressao (BAILEY et
al., 2013; BALI; RANDHAWA; JAGGI, 2015; SZCZYTKOWSKI-THOMSON;
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LEBONVILLE; LYSLE, 2013).

Em relagdo ao TEPT, por exemplo, ja foi demonstrado que a administracao de
agonistas p-opioides, apds um evento traumatico, reduz o risco de desenvolvimento
de TEPT (BALI; RANDHAWA,; JAGGI, 2015), reduzindo também a severidade dos
sintomas relacionados, instigando o uso desses agentes como estratégia preventiva
(BRYANT et al., 2009; STODDARD et al., 2009) ou propondo que estes agonistas -
opioides podem proporcionar uma intervengao precoce no processo de consolidagéo
da memodria necessaria para o desenvolvimento de TEPT (SZCZYTKOWSKI-
THOMSON; LEBONVILLE; LYSLE, 2013).

Esse trabalho corrobora com o descrito acima, tendo em vista que a
administragao intraperitoneal de morfina apresentou prejuizo na consolidagdo de
uma memoria aversiva no protocolo estudado, fornecendo evidéncia de que a
possivel ativacdo dos receptores opioides desempenha um efeito inibitério sobre a
consolidacdo da memoria em ratas.

Nosso achado em fémeas é importante porque as descobertas atuais apoiam
um crescente corpo evidéncias de que os efeitos do estresse nos sistemas cerebrais
envolvidos na aprendizagem sao sexualmente dimoérficos (MILNER et al., 2013). No
contexto da memoaria aversiva, diversos estudos apontam diferengas entre sexos no
que diz respeito ao processamento de memorias traumaticas, ansiedade e medo
(FARRELL; SENGELAUB; WELLMAN, 2013; GLOVER; JOVANOVIC; NORRHOLM,
2015; MANZANO-NIEVES et al., 2018; MCLEAN; ANDERSON, 2009; MILAD et al.,
2009).

Diferencas sexuais ja eram relatadas na década de 30, e apontavam que
animais fémeas proporcionavam resultados mais ‘“variaveis” que machos,
produzindo uma diferenca estatistica ndo confiavel e sugerindo o uso de modelos
animais machos para resultados mais fidedignos (MCNEMAR; STONE, 1932). Na
década de 70, John Archer demonstrou diferentes comportamentos observados
entre os dois sexos nos paradigmas estudados e sugeriu que as discrepancias sao
devido a adogao de diferentes estratégias de enfrentamento e nao especificamente
se correlacionam com diferencas na reatividade emocional dos animais (ARCHER,
1977).

Varias justificativas se baseiam na ideia de que os ciclos hormonais femininos
comprometem a homogeneidade das populagdes de estudo e ndo geram dados

confiaveis e representativos, apesar de existirem poucas evidéncias para sugerir que
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tais variagbes tornem os modelos femininos inadequados (BANGASSER,;
WIERSIELIS, 2018; BECKER; PRENDERGAST; LIANG, 2016; BEERY; ZUCKER,
2011; JOEL; MCCARTHY, 2017; KOKRAS; DALLA, 2014; SHANSKY, 2019).
Entretanto, a sub-representacdo de modelos animais em fémeas na neurociéncia
ainda é um fato relevante, com pesquisadores usando um numero
desproporcionalmente alto de machos em pesquisas cientificas. A propor¢ao, em um
estudo realizado em 2011, chega a ser de 5,5 estudos em machos para cada 1
estudo realizado com fémeas (BEERY; ZUCKER, 2011). Outra analise, no campo da
psicofarmacologia, mostrou que 50 a 60% das pesquisas utilizavam apenas animais
machos (JOEL; MCCARTHY, 2017).

Esses dados sdo preocupantes tendo em vista o maior relato de disturbios
neuropsiquiatricos ocorrendo no sexo feminino, em que ha evidéncias que
demonstram a existéncia de viés de género na frequéncia, gravidade ou resposta ao
tratamento, mostrando que diversos disturbios afetam mulheres e homens de
maneira diferente (BANGASSER et al., 2018; JOEL; MCCARTHY, 2017). Os dados
de prevaléncia de TEPT, por exemplo, mostram o dobro de mulheres com a referida
patologia (GRADUS, 2017; SHANSKY, 2015).

Novamente, fica a discussdao se essa maior prevaléncia de TEPT (assim
como de outras psicopatologias, tais como ansiedade e depressao; MIRZAEI et al.,
2019) em mulheres se deve n&o so6 ao fator género em si, mas a maior procura das
mulheres por ajuda, como em tantas outras patologias (HUNT et al., 2011), até por
uma questdo sociocultural, especialmente em paises em desenvolvimento
(JAYACHANDRAN, 2015).

Como a ciéncia basica precede implicagdes clinicas, a exclusdo de modelos
animais fémeas e a crenga de que achados comportamentais em animais machos
sdo traduzidos igual e diretamente para fémeas, certamente, compromete a
compreensao atual de como tratar doengas em humanos da maneira mais eficaz
(SHANSKY, 2019). Um marco histérico nesse sentido foi, em 2014, a atencéao
voltada ao desenvolvimento de politicas para garantir que a pesquisa pré-clinica
financiada pelo Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos (NIH) considere
animais machos e fémeas em estudos pré-clinicos em todas as aplicagbes futuras (a
menos que a inclusao especifica do sexo seja injustificada, com base em excecodes
rigorosamente definidas), considerando a inclusdo do sexo como uma variavel
biolégica (CLAYTON; COLLINS, 2014).
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Tabela 2. Efeitos da morfina e naloxona em paradigmas de aprendizado aversivo.

Referéncia

Sexo

Intervengéo

Paradigma
experimental

Respostas

IZQUIERDO, 1979

Ratas
Wistar

Morfina
(1 mg/kg IP)
Naloxona
(0,2; 0,4; ou
0,8 mg/kg, IP)

Shuttle Avoidance
Conditioning’
Habituation of a
rearing response
to a tone?

- Morfina teve um efeito amnésico
préprio e antagonizou a influéncia
facilitadora da naloxona
- Naloxona (0,4 mg/kg) no Shuttle
Avoidance e Naloxona (0,8 mg/kg)
no Habituation facilitou a
consolidagdo da memodria.

IZQUIERDO, 1980

Ratas
Wistar

R-endorfina
(2 pg/kg, IP)
Naloxona
(0,8 ou 1,6
mg/kg, IP)

Shuttle Avoidance
Conditioning
Habituation of a
rearing response
to a tone

- 3-endorfina n&o apresentou efeito
na aquisi¢do, mas prejudicou a
evocacéo.

- Naloxona prejudicou a aquisi¢do
do Shuttle Avoidance (0,8 mg/kg) e
no Habituation (1,6 mg/kg).

MCNALLY;
WESTBROOK, 2003

Ratos
Wistar

Naloxona
(2,5 mg/kg ou
5,0 mg/kg SC)

Contextual Fear
Conditioning

Naloxona (2,5 mg/kg), antes da
sessao de extingdo, prejudica a
extingdo do medo condicionado.

SZCZYTKOWSKI-
THOMSON;
LEBONVILLE; LYSLE,
2013

Ratos
Sprague
Dawley

Morfina
(7,5 mg/kg ou
15 mg/kg SC)

Stress-enhanced
fear learning
(SEFL)?

- Administragao repedida de
morfina (7,5 mg/kg) reduziu
congelamento e atenuou
aprendizagem de medo.

- Unica dose de morfina (15 mg/kg)
48 horas apos o estressor atenuou
a resposta de medo.

ZARRINDAST et al.,
2013

Ratos
Wistar

Morfina
(7,5 mg/kg IP)

Passive avoidance
task?

- Aquisicao da memoria foi
prejudicada nos animais que
receberam uma dose de 7,5 mg/kg
de morfina 0, 30 min e 1h antes do
treinamento.

PORTO et al., 2015

Ratos
Wistar

Morfina
(3,0 0u 10,0
mg/kg, IP)
Naloxona
(1 mg/kg, IP)

Contextual Fear
Conditioning

- Injecéo de morfina (10 mg/kg,) 12
h apés o treinamento reduz o
congelamento ao contexto em

animais testados 7 e 14 dias apds o

treinamento.

- Prejuizo da morfina (10 mg/kg) na

persisténcia da memoria aversiva
foi prevenido pela naloxona.

! Tarefa de evitacdo associativa motivada pelo medo, o animal deve aprender a prever a ocorréncia
de um evento aversivo (choque) a partir da apresentagao de um estimulo especifico (tom), a fim de

evitar o evento aversivo movendo-se para um compartimento diferente.

2 Apresentagao de 20 tons em intervalos variaveis de 10-40 s. As respostas de elevagao ao ténus
(ficar sobre as patas traseiras enquanto realiza movimentos de orientagdo com a cabecga) sao

contabilizadas.

3 Modelo animal de PTSD que usa choques elétricos nas patas nao sinalizados e imprevisiveis para
mimetizar e induzir trauma.
4 Teste de medo agravado usado para avaliar o aprendizado e a memadria em modelos de roedores
de disturbios do SNC. Neste teste, os sujeitos aprendem a evitar um ambiente no qual um estimulo
aversivo (como um choque no pé) foi aplicado anteriormente. Fonte: Elaborado pela autora.
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Portanto, assumir que os resultados realizados em machos sao
representativos as fémeas proporciona um viés de sexo que prejudica a
extrapolacido desses resultados em cuidados na saude feminina. Destaca-se a
necessidade de incluir o sexo como uma variavel biolégica, aumentando o interesse
e a conscientizagdo sobre essas questdes com o objetivo de melhorar a qualidade
de vida de mulheres e homens (BEERY; ZUCKER, 2011; CLAYTON; COLLINS,
2014).

Logo, a influéncia do sexo no papel modulador dos opioides no estresse
também merece atengéo especial, pois nota-se que a grande maioria dos estudos
que relacionaram o uso de opioides em disturbios como o TEPT e no processamento
de meméorias aversivas foram realizados com animais machos. A este respeito,
Milner e colaboradores (2013) correlacionaram os efeitos diferenciais do estresse
crénico na memoria de mulheres e homens a densidade e ao trafego de receptores
MOR no hipocampo. Os resultados demonstraram que o estresse cronico diminui
diferencialmente as células com receptores mMOR em homens, sem qualquer efeito
significativo em mulheres.

Algubs estudos sugerem que os hormdnios ovarianos, especialmente
estrogénio, alteram os niveis de encefalina no hipocampo em mulheres, também
alterando a ligagao do receptor mOR em todo o hipocampo (BALI; RANDHAWA,;
JAGGI, 2015). Além disso, foi relatado que o estrogénio exerce uma influéncia
inibitéria no condicionamento contextual do medo em ratas adultas (CHANG et al.,
2009; GUPTA et al., 2001; MILAD; GRAHAM, 2014). Ademais, foi demonstrado que
o bloqueio de estrogénio pela administragdo de anticoncepcionais hormonais em
ratas prejudica a extingdo da memoria aversiva contextual, mas nao exerce efeitos
sobre a aquisicdo dessa memoria (MILAD; GRAHAM, 2014).

O presente estudo nao investigou os efeitos das fases do ciclo estral das
ratas sobre o processamento mnemonico, pois outras analises nesse contexto
mostraram que os ratas fémeas, durante seu ciclo estral, exibiram niveis mais baixos
de respostas de congelamento contextual do que os ratos machos, mas nao ha
diferencas adicionais entre os diferentes estagios do ciclo ovariano nas fémeas
(CHANG et al., 2009).
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Corroborando a primeira parte da nossa hipotese, o presente estudo mostrou
que uma unica administragdo intraperitoneal de morfina 1,0 mg/kg, quando
administrada imediatamente apdés o condicionamento, reduziu os niveis de
congelamento em fémeas, indicando um prejuizo na consolidagdo da memoria
aversiva contextual. Este achado vai ao encontro dos achados da literatura que
utilizaram animais machos.

Por outro lado, a administragéo intraperitoneal de naltrexona 1,0 e 5,0 mg/kg
também induziu prejuizo na consolidacdo da memdria aversiva contextual em ratas.
Esse resultado se mostrou contrario a maioria dos relatos da literatura, bem como, a
segunda parte da nossa hipdtese. Acreditamos que este resultado se deve as
diferengas encontradas nas doses utilizadas, no sexo e/ou nas condigdes
experimentais determinadas, o que deve ser melhor explorado.

Portanto, os presentes achados sugerem o envolvimento de receptores
opioides na consolidacdo da memoria aversiva contextual e o potencial uso de
agonistas e antagonistas desses receptores para modular negativamente as
memorias aversivas. Entretanto, mais investigacbes sdo necessarias para uma
melhor compreensao deste efeito quanto aos mecanismos e vias envolvidos nessa
modulacao.

Adquirir uma melhor caracterizacdo dos fatores que envolvem o sistema
opioide e o seu processamento e a manutengao de memorias é fundamental para
entender como associagdes aversivas podem persistir em transtornos como o TEPT
e como os opioides podem vir a ser aliados com potencial terapéutico para os

individuos acometidos.
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Certificamos gue 3 proposta intitulada "PARTICIFACAD DOS RECERFTOARES MULDFIDIDES ND HIFOCAMPO DDRSAL OE RATAS MAS
ETAFAS DE COMSOLDACAD E RECONSOLIDACAD D& HMEMORLS AVERSIWS CONTEXTUAL.", probocolads sob o CELW n? 2012170919
an oS4, S0b a resporsabilidade de Thaneza Christina Monibsino de Lima ¢ squipe; Mavane Cardoso Sfvdvio - gue envolae a
produgdo, manutenicdo ¢fod wtilizacio de animais pertencentes ao Mo Crondata, sebdio Verbebrata |exceto o komam), par fins de
pesguisa cientifica ou ensing - estd de acordo com o5 preceitos da Lel 1178 de B de oubebro de 2008, com o Decreto 6 89 de 15
o julho S Z009, bem como com as nomas editadas peke Conselho Kadonal de Conbrole s Experimentacdo Aniral (DORCES), @
ol aprovada pela Comissdo de EHca mo Uso e Andmais 3 Universidade Federal de Santa Catariea (CEUANLFSC) na resnido de
10M0EZ030.

We cortidy that the proposal "ROLE OF DORSAL HIFFOCAMFUS TU-DFIND RECEPTORS IN CONTEXTUAL AVERSIVE MEMORY
CORSOLIDATION AMO RECONSOLIDATION IM FEMALE RATS ", ubilizing 4562 Heterog enkcs rats (453 females], probocol number CE0UA
ZOISLTOENS (o s s, Wnder e responsibiity of Thereza Christina Mostelro de Lima and feam; Manany Cardess SAvio -
mhich irolves the production, maintenance and'or use of animalks Esslonging to the phybem Ohordata, subphylum Yertekeata
[ewcept human beings), for schentific eseanch purpases or teaching - is in accordance: with Law 11754 of Octoler B, 2008, Decres
G253 of |uly 15, 3005, as well as with the ndies Esued by the Kational Coundl Tor Control of Animal Experimentation (COMCEA], and

Was approved by the Ethic Commitea on Animal Use of the Feder| University of Santa Catanna [CEUAMIFEC) in e mabing of
0310320,
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