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A exposicdo prévia ao ambiente de treinamento prejudica o efeito amnésico de
antagonistas do receptor NMDA, indicando que a presenca de novidade é
necessaria para se observar efeitos amnésicos. Embora haja estudos mostrando
que a presenga de novidade induz a liberacdo de opidides enddgenos e esses
induzem amnésia, nenhum estudo procurou abordar se o efeito amnésico induzido
por antagonistas NMDA envolve mecanismos opioides. Neste estudo foi investigado
se a manipulagdo farmacologica do sistema opidide imediatamente apds a pré-
exposi¢ao ao contexto do treino altera o efeito amnésico induzido por arcaina, um
antagonista do receptor NMDA. Ratos Wistar machos adultos foram habituados (pré-
expostos) ao mesmo contexto de treinamento ou em um contexto diferente ao de
treinamento (campo aberto). Imediatamente apds a pré-exposigdo, os animais
receberam inje¢cdes de salina ou naloxona (0,5 mg/kg, i.p.) ou anticorpo anti-beta
endorfina (1:500, i.c.v.). Quarenta e oito horas depois da sessédo de pré-exposicao,
todos os animais foram submetidos ao treino do medo condicionado contextual e
imediatamente apos o treino foi administrado salina ou arcaina (30 mg/kg, i.p.). A
sessao de teste foi realizada vinte e quatro horas apds a sessao de treino e a
imobilidade do animal foi analisada como um parametro de memoria de medo dos
animais. A pré-exposi¢cao ao aparato de treinamento preveniu o déficit de memoria
induzido pela administragao pos-treino de arcaina. A administragdo de naloxona ou
anticorpo anti-beta endorfina imediatamente apds a pré-exposicao ao aparato de
treinamento restabeleceu o efeito amnésico da administracdo pés-treino de arcaina.
Esses resultados sugerem que o efeito amnésico da arcaina depende da novidade e
do sistema opidide.

Palavras chave: Pré-exposi¢cdo. Memdria. Medo condicionado. Arcaina. Opidides.
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Previous exposure to the training context disrupts glutamatergic N-methyl-D-
aspartate receptor (NMDAr) antagonist-induced amnesia, indicating that novelty is
necessary for such an amnestic effect. While there are reports that novelty-related
release of opioids cause amnesia, no study has addressed whether the amnestic
effect of NMDAr antagonists involve opioid mechanisms. In this study we
investigated whether pharmacological manipulation of the opioid system immediately
after context pre-exposure alters the amnestic effect of arcaine, a NMDAr antagonist.
Adult male Wistar rats were habituated (pre-exposed) to a fear conditioning training
apparatus or to a different context (open field). Immediately after pre-exposure,
animals were injected with saline or naloxone (0.5 mg/kg, i.p.) or anti-beta-endorphin
antibody (1:500, i.c.v.). Forty eight hours after pre-exposure session, all animals were
subjected to fear conditioning acquisition protocol and saline or arcaine (30 mg/kg,
i.p.) was administered immediately after training. Testing was carried out 24 h later,
and freezing responses due to re-exposure to the training apparatus were recorded.
Pre-exposure to the training apparatus prevented the impairment of memory induced
by post-training arcaine. Administration of naloxone or anti-beta-endorphin antibody,
immediately after pre-exposure to the training apparatus, reinstated the amnesic
effect of post-training arcaine. The results suggest that endogenous opioid
mechanisms are involved in the pre-exposure-induced loss of the amnestic effect of
arcaine.

Keywords: Context exposure. Memory. Fear conditioning. Arcaine. Opioids.
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APRESENTAGCAO

Na introducdo, estdo brevemente descritos os temas abordados nesta
dissertacdo. A revisao bibliografica apresenta diferentes visbes académicas para um
maior entendimento do tema desta dissertacdo. Os métodos, resultados e
discussao, que fazem parte dessa dissertacdo, estdo apresentados sob forma de
manuscrito, aceito para publicagcdo no peridédico Neurobiology of Learning and
Memory. A sessdo conclusdo apresenta interpretagbes gerais sobre a mesma. As
referéncias bibliograficas, encontradas ao final desta dissertacdo, referem-se

somente as citagdes que aparecem na introdugéo e revisao bibliografica.
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1. INTRODUGAO

O receptor glutamatérgico N-Metil- D-Aspartato (NMDA) desempenha um
importante papel em varias fungdes fisioldgicas, tais como plasticidade sinaptica,
memoria e aprendizagem (Schwartz et al., 1996; Whetsell, 1996). A ativagdo do
receptor NMDA tem um importante papel nas fases iniciais da consolidagdo da
memoria em testes como esquiva inibitoria (Izquierdo and Medina, 1997; Roesler et
al., 2003; Roesler et al., 2005; Cammarota et al., 2008) e medo condicionado
(Santini et al., 2001; Burgos-Robles et al., 2007; Camera et al., 2007; Kalisch et al.,
2009; Liu et al., 2009; Gomes et al., 2010). Além disso, tem sido demonstrado que a
infusdo de acido amino fosfonopentanoico - AP5 —, um antagonista NMDA,
imediatamente pos-treino (lzquierdo et al., 1992), assim como, a administracéo
sistémica do antagonista ndo competitivo do receptor NMDA, (+)5-Metil-10,11-
dihidro-5H-dibenzo[a,b]-ciclohepteno-5-10-amino  (MK-801) imedia-tamente pos-
treino (Ceretta et al., 2008), causam amnésia na tarefa de esquiva inibitoria.

Enquanto que antagonistas do receptor NMDA pioram a memoria, agonistas
desse receptor, como as poliaminas, por exemplo, sdo capazes de melhorar a
memoria.

As poliaminas, putrescina, espermidina (SPD) e espermina, sdo aminas
alifaticas presentes em altas concentragdes no sistema nervoso central. Apresentam
natureza policatibnica podendo interagir com diversos alvos celulares, incluindo
enzimas e acidos nucléicos, além de exercer acdes complexas em uma variedade
de canais ibnicos (Scott et al., 1993). Evidéncias indicam que muitos dos efeitos
biologicos das poliaminas sdo devido a interagcdo dessas aminas alifaticas com o
receptor NMDA (Coughenour and Barr, 2001; Guerra et al., 2006; Wallace, 2009;
Gomes et al., 2010; Guerra et al., 2011; Mariani et al., 2011).

Diferentes estudos demonstram que as poliaminas melhoram a memdria e
atenuam déficits de memoria induzidos por diferentes agentes amnésicos (Shimada
et al., 1994; Kishi et al., 1998; Meyer et al., 1998; Rubin et al., 2000; Rubin et al.,
2001; Mikolajczak et al., 2002; Rubin et al., 2004; Tadano et al., 2004; Berlese et al.,
2005; Camera et al., 2007). A administragdo sistémica, intra-hipocampal e intra-
amigdala de SPD melhora o desempenho dos animais nas tarefas de esquiva
inibitéria (Rubin et al., 2000; Rubin et al., 2001), de medo condicionado (Rubin et al.,
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2004; Camera et al., 2007), e facilita a extingdo da memoria (Gomes et al., 2010). O
efeito da SPD no teste de esquiva inibitoria ocorre somente nas fases de aquisicéo e
inicio da consolidagdo da memoaria, ndo ocorrendo nas fases de consolidagéo final e
nem na evocagao da memoria (Berlese et al., 2005). Esse efeito facilitatério da SPD
sobre a memoria parece depender da ativagdo do receptor NMDA (Rubin et al.,
2001; Camera et al., 2007) e da enzima oxido nitrico sintase (NOS) (Guerra et al.,
2006), uma vez que o inibidor da enzima NOS previne o efeito facilitatério da SPD
sobre a memoria de ratos.

E também notavel, que os efeitos da SPD sobre a meméria s&o revertidos por
baixas doses de arcaina, um antagonista competitivo do sitio de ligagdo das
poliaminas na subunidade NR2B do receptor NMDA (Rubin et al., 2000; Rubin et al.,
2001; Rubin et al., 2004; Gomes et al., 2010). A administracdo sistémica e intra-
amigdala, mas nao intra-hipocampal de arcaina piora o desempenho de animais no
teste de esquiva inibitoria (Rubin et al 2001, Ceretta et al 2008, Mariani et al 2011) e
medo condicionado (Rubin et al., 2004). Arcaina, em doses sem efeito per se,
reverte a melhora da memoria induzida por SPD intra-amigdala no teste do medo
condicionado contextual (Rubin et al., 2004) e no teste de esquiva inibitoria (Rubin et
al., 2001) e intra-hipocampal no teste de esquiva inibitoria (Rubin et al., 2000). Além
disso, arcaina reverte o aumento da fosforilagdo da proteina quinase A (PKA) e do
aumento da proteina ligante do elemento responsivo ao AMPc (CREB) induzido por
SPD na tarefa de esquiva inibitéria (Guerra et al., 2011). Por diferentes mecanismos,
esses resultados asseguram que a arcaina altera os efeitos facilitatorios da SPD
sobre a memoria.

A importéncia do envolvimento do receptor NMDA com a melhora da memoéria é
vista por diferentes linhas de raciocinio (Rubin et al., 2000; Rubin et al., 2001; Rubin
et al., 2004; Camera et al., 2007). Arcaina, traxoprodil e ifenprodil, antagonistas da
subunidade NR2B do receptor NMDA, revertem a facilitagdo da extingdo da memoria
induzida por SPD, na tarefa de medo condicionado contextual em ratos (Rubin et al.,
2000; Rubin et al., 2004; Gomes et al., 2010). Seguindo a mesma linha de raciocinio,
o antagonista n&o- competitivo do receptor NMDA, MK-801, reverte o efeito
facilitador da SPD sobre a memoria no teste de esquiva inibitoria (Camera et al.,
2007). Cereta e colaboradores (2007) sugerem que MK-801 e arcaina induzem
dependéncia de estado cruzada em ratos, provavelmente pela capacidade dessas



Int 2]
ntroducéao 17

drogas de diminuirem a fungcdo do receptor NMDA, piorando a memodria. Esses
estudos mostram a importancia do receptor NMDA para a memdria assim como,
para a fungcado das poliaminas.

Relatos da literatura indicam que a pré-exposicdo a um ambiente de
treinamento previne o déficit de memoria induzido por antagonistas do receptor
NMDA. Roesler e colaboradores (1998, 2003, 2005) mostraram que a pré-
exposi¢cao ao ambiente de treinamento protege do déficit de memoéria induzido pela
infusdo de APS pds-treino intra-hipocampo em ratos. Além disso, a pré-exposicao
ao ambiente de treinamento previne o déficit de memdria induzido pela injecéo
sistémica de MK-801 em camundongos (Shapiro and O'Connor, 1992; Castellano et
al., 1999).

Alguns autores sugerem que a pré-exposigao ao ambiente de treinamento esta
relacionada com a diminuicdo da atencdo ou da associabilidade aos estimulos
contextuais do treino (Cutler et al., 1975; Pearce and Hall, 1980). Esse déficit de
atencao induzido pela pré-exposicdo ao ambiente de treinamento levaria a uma
aquisicdo de memoria defeituosa (Hinderliter and Riccio, 1977; lzquierdo and
McGaugh, 1987) a qual, mascararia o efeito amnésico de antagonistas NMDA
(Roesler et al., 1998; Izquierdo et al., 1999; Roesler et al., 2003).

Do mesmo modo que antagonistas do receptor NMDA perdem seus efeitos
amnésicos quando pré-expostos ao mesmo ambiente de treinamento, estudos
mostram que agonistas opidides também apresentam seus efeitos amnésicos
preservados pela familiarizagdo com o ambiente de treinamento na tarefa de esquiva
inibitoria (Castellano et al.,, 1984; Pavone and Castellano, 1985) e medo
condicionado contextual (Rudy, 1996a; Rudy et al., 1999). Além disso, a
administracdo de naloxona, um antagonista opidide, apos a sessdo de pré-
exposicao, reestabelece o efeito amnésico de agonistas opidides (lzquierdo and
McGaugh, 1987).

Estudos mais antigos mostram que frente a novidade, ou seja, frente a
exposi¢cao a um ambiente novo ha liberagcdo de opidides enddgenos (lzquierdo and
McGaugh, 1985; Netto et al., 1985; Xu et al., 1998), sugerindo que o sistema opidide
esta envolvido com o comportamento adaptativo para a resposta a novidade.

De forma interessante, e por diferentes maneiras tem sido proposta uma

interagao entre o sistema opiodide e o sistema glutamatérgio (Shapiro and O'Connor,
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1992; Castellano et al., 1999; Barros et al., 2003). MK-801 potencializa o déficit de
memoria induzido por opiodides (Cestari and Castellano, 1997) e atenua ou inibe o
desenvolvimento de tolerancia induzida por morfina, um agonista opidide, quando
utilizada para induzir analgesia em ratos (Marek et al., 1991; Trujillo and Akil, 1994).
Além do mais, tanto MK-801 (Cestari and Castellano, 1997) como arcaina (Mariani et
al., 2011) revertem a dependéncia de estado induzida pela morfina em ratos.

Considerando a existéncia de uma interagdo entre o sistema glutamatérgico e
sistema opiodide, considerando que ha liberagdo de opidides enddgenos frente a
novidade e que o efeito amnésico de antagonistas NMDA depende da novidade, a
liberacdo de opioddes enddgenos induzida pela exposigao a novidade poderia estar
envolvida com o efeito amnésico de antagonistas do receptor NMDA.

Portanto, neste estudo foi investigado se a manipulagdo farmacoldgica do
sistema opidide imediatamente apds a sessdo de pré-exposicdo ao ambiente de
treinamento altera o efeito amnésico da arcaina na tarefa de medo condicionado

contextual em ratos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente estudo é investigar se o efeito amnésico da arcaina
depende da novidade e se ha envolvimento do sistema opidide neste efeito.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 - Avaliar se o efeito amnésico da arcaina depende da novidade.

2.2.2 - Investigar se a manipulagdo farmacolégica do sistema opidide com

naloxona altera o efeito amnésico da arcaina.

2.2.3 - Avaliar o envolvimento de opidides enddégenos no efeito amnésico da

arcaina.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Memoria

Memoria € o substrato do nosso ser, o portal da nossa existéncia. Todas as
nossas vivéncias e agcdes sdo dependentes de nossos aprendizados, experiéncias e
lembrancas. Nado podemos executar tarefas que ndo sabemos como fazer, nem
mesmo comunicar fatos que desconhecemos. A memoria molda a personalidade do
ser humano, desperta interesse e imaginagao (lzquierdo, 2002).

A memoria pode ser definida como a aprendizagem, a formagédo, a
conservacao e a evocacao de informagdes. A aquisicdo é também chamada de
aprendizagem: s6 se grava aquilo que foi aprendido. A evocagdo é também
chamada de recordagéao, lembranga ou recuperacgéao (Bliss and Collingridge, 1993).

Segundo Ivan Izquierdo (2002) “Somos aquilo que lembramos e também somos
o0 que decidimos esquecer’. De acordo com nossos habitos e personalidade,
podemos escolher ndo esquecer as ofensas e as agressbes, e nesse caso
estaremos propensos a amargura, a parandia ou ao ressentimento. Podemos
também, entretanto, escolher reprimi-las ou extingui-las até que passem a ficar fora
do acervo das memodrias de uso diario e facilmente acessiveis, mas a nossa
disposicdo caso se torne necessarias, por exemplo, quando for oportuno esquivar-
nos ou defender-nos de novas ofensas ou agressoes.

As memodrias podem ser classificadas em memoria declarativa e memoria de
procedimentos. A memdria para fatos e eventos € denominada memdéria declarativa,
que se caracteriza ndo sO pela possibilidade de evocar conscientemente fatos e
eventos, mas, sugere também que se possa fazé-lo mediante fala, empregando
linguagem complexa, com vocabulario e sintaxe. Estas memodrias podem ser
formadas e esquecidas com facilidades. As memorias declarativas podem ser
divididas em episddicas e semanticas. As memoria episddicas se referem a eventos
que assistimos ou que participamos, como uma viagem, uma defesa de dissertagéo
de mestrado. De outro modo, a memodria semantica se refere a conhecimentos
gerais, como saber a populagdo de Santa Maria ou a capital do pais, por exemplo
(Eichenbaum, 2001; Izquierdo, 2002).
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Existem memorias de capacidades ou habilidades motoras ou sensoriais, 0 que
usualmente chamamos de habitos, denominadas de memdrias nao-declarativas ou
memorias de procedimentos, como por exemplo, cantar ou dancar. S&0 memodrias
dificeis de “declarar” e normalmente ndo sdo evocadas de maneira consciente. A
formacdo de memdrias ndo-declarativas necessita de repeticdo e pratica durante
certo periodo, mas essas memorias tém menor probabilidade de serem esquecidas
(Izquierdo and McGaugh, 2000; Izquierdo, 2002).

As memorias também podem ser classificadas quanto ao tempo de retencéo
em memoria imediata, de curta duragdo, longa duracdo e memoria remota. A
memoria imediata também €& chamada de memoria de trabalho, mantém as
informagbes por apenas alguns segundos, ndo deixando tragos ou produzindo
arquivos, como por exemplo, a memaoria de um numero de telefone que esquecemos
logo apds té-lo digitado. As memoérias de curta duragdo duram pouco tempo
(minutos ou 3 a 6 horas), enquanto a memodria de longa duragdo dura meses ou
anos, sendo entdo, armazenada, formando arquivos de memoria. Entretanto, se
estas memodrias durarem muitos meses, anos ou a vida toda passam a ser
denominadas de memodrias remotas (Milner et al., 1998; Lees et al., 2000; McGaugh
and lzquierdo, 2000; Izquierdo, 2002; Ramanan et al., 2005).

3.2Mecanismos da formagao da memoaria

Os mecanismos de formacdo da memoria sdo diferentes dos mecanismos de
evocagao da mesma e envolvem uma miriade de eventos moleculares que ocorrem
em locais, estruturas e em tempos diferentes no sistema nervoso central (Abel and
Lattal, 2001; Izquierdo et al., 2002).

Para que uma memodria seja formada, primeiramente ela deve ser adquirida.
Aquisi¢cdo € o periodo em que ocorre o aprendizado de uma nova informagéo.
Depois que foi adquirida, essa memdria precisa ser armazenada. Denomina-se
consolidagdo o conjunto de processos necessarios para passar uma informagéo
recém adquirida de um estado labil a um estado estavel, o que pode durar horas.
Durante a fase de consolidagcdo as memorias estdo suscetiveis a interferéncia de

outras memorias, de drogas ou outros tratamentos (lzquierdo and McGaugh, 2000).
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Apés adquirir e armazenar uma memoria podemos recordar essa informagao
originalmente adquirida, sendo esse processo chamado de evocagdo da memodria.

Uma sequéncia de eventos bioquimicos no hipocampo dos ratos € necessaria
para a formacdo de memdria (Figura 1). Acredita-se que a sequéncia inicial envolva
um aumento da liberagdo de neurotrasmissores, principalmente o glutamato
(Izquierdo and McGaugh, 2000; McGaugh and lzquierdo, 2000). O glutamato
liberado se liga a receptores glutamatérgicos na membrana pos-sinaptica como,
acido amino-hidroxi-metil-isoxazol-propiénico (AMPA), receptor NMDA e receptor
glutamatérgico metabotropico (mGlur), provocando um aumento da concentragao de
calcio intracelular ([Ca2+]). Este aumento na [Ca®'], somado aos efeitos da ativagdo
de proteinas G pelos receptores glutamatérgicos metabotropicos, ativa uma série de
enzimas, tais como proteinas quinase dependente de calcio/calmodulina tipo Il
(CaMKII — atua fosforilando e ativando os receptores AMPA) e proteinas quinase
dependentes de monofosfato ciclico de guanosina — GMPc - (PKG). Ativagdo de
PKG ira liberar substancias como oxido nitrico, monoxido de carbono e fator de
agregacgao plaquetaria (PAF) as quais aumentam ainda mais a liberagdo de
glutamato. A proteina quinase dependente de calcio (PKC), também atua neste
processo, fosforilando a proteina do terminal axénico, GAP-43, que leva a liberacéao
de mais glutamato. Passadas 3 a 4 horas, sdo ativadas as proteinas quinase
dependentes de monofosfato ciclico de adenosina — AMPc - (PKA) e as proteinas
ativadas por mitogeno (MAPK). Estas, juntamente com a PKC, irdo fosforilar fatores
de transcricdo protéicos no nucleo como a CREB, que ativa varios /loci génicos e
induz a sintese de diversas proteinas, aumentando assim a efetividade de
transmissdo de informagdo entre os neurbnios (Bliss and Collingridge, 1993;
|zquierdo and Medina, 1995, 1997; Izquierdo and McGaugh, 2000; Izquierdo, 2002;
Liu et al., 2011; Xiaoping et al., 2011). Tais alteracbes entre os neurénios tém sido
denominada “plasticidade sinaptica” (Izquierdo and McGaugh, 2000; McGaugh and
|zquierdo, 2000; Izquierdo et al., 2002).



Revisao Bibliografica
25

Praesynaptic neuron

Deapolarization

Synaptic *
vesicle @

l * 9 . e @
™
. " g NO
Synaplic ”] ' L ' L o2t
claft =¥ 1

- @9
Calchum influx

//"' ‘/f r:afl

CAMP Adenyl /|

Fl cyclase J
. - / /
P \ o i
PKC ra

MAPK _—— .
s — Ca*" Calmodulin
-
‘{ ., .""’"
CHEIE' T~ CaMKI *
v Posisynaptic neuron

Protein synthesis

Figura 1- Cascata de eventos envolvidos na formagao da meméria (Voglis and Tavernarakis, 2006).

3.3 Medo condicionado contextual

Pesquisas envolvendo a memadria emocional em animais empregam tarefas de
aprendizagem com estimulos aversivos como ferramentas experimentais para
entender as bases da aquisicdo e consolidagdao da memoria. Entre as tarefas de
aprendizado, medo condicionado e esquiva inibitoria (ou esquiva passiva) sao os
mais empregados (Hartley et al., 2011).

O medo condicionado é um dos paradigmas mais estudados para avaliar a base
neural da memodria emocional, envolve o condicionamento Pavloviano de um
estimulo aversivo (normalmente um choque fraco sendo considerado o estimulo
incondicionado — US) com associag&o a um estimulo neutro (estimulo condicionado

— CS). O estimulo neutro deve ser mais discreto como uma luz ou tom ou mesmo o
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contexto a que o animal € submetido quando exposto ao US. Quando o CS for o
contexto, o condicionamento Pavloviano recebe a denominagdo de medo
condicionado contextual (Hartley et al., 2011). As respostas evocadas frente a
associagao do CS-US englobam uma série de mudangas comportamentais como:
alteracbes autondmicas, tais como, aumento da frequéncia cardiaca e pressao
arterial (lwata and LeDoux, 1988), neuroenddcrinas, como a liberacdo dos
horménios adrenocorticotrofico e corticosterona (Guijarro et al.,, 2007) e
comportamentais como vocalizagdes ultrassbnicas (Holmstrom et al., 2007),
sobressalto e “freezing” ou congelamento (Davis et al., 1986; Fendt and Fanselow,
1999).

O circuito que envolve a tarefa de medo condicionado envolve ativagdo do
receptor NMDA na amigdala e no caso do medo condicionado contextual, ativagéo
do receptor NMDA no hipocampo (Fanselow et al., 1991; Schenberg et al., 2005;
Kim and Jung, 2006; Hartley et al., 2011), essa ativagao parece ser essencial para a
consolidagdo da memoria na tarefa de medo condicionado contextual (Santini et al.,
2001; Burgos-Robles et al., 2007; Camera et al., 2007; Kalisch et al., 2009; Liu et al.,
2009; Gomes et al., 2010).

O medo é uma resposta emocional adaptativa que € evocada por um estimulo
perigoso. Entre outras fungdes, o medo serve para organizar respostas semanticas e
autonbmicas (ex. Imobilidade do animal) e agdes motivadas (ex. escape de um
estimulo aversivo) no momento em que o animal esta sendo ameagado (Maren et
al., 2001). Em vista disso, a ocorréncia da consolidacdo da memodria formada a
torna mais duradoura (Abel and Lattal, 2001), de forma que memorias de medo
podem persistir por meses, anos ou até por toda vida (Maren, 2005).

As respostas emocionais a situagbes aversivas, constrangedoras ou
ameacgadores sdo bastante comuns em seres humanos e possuem grande
importancia para os individuos. No entanto, em certos momentos elas podem se
tornar exageradas ou comegarem a ocorrer em situagbes inapropriadas,
caracterizando um disturbio de ansiedade, tal como o Transtorno de Estresse Pos-
Traumatico (LeDoux, 1998). Assim, o condicionamento Pavloviano ou medo
condicionado pode ser utilizado para investigar, além dos mecanismos de
aprendizado e memoria, as origens dos disturbios relacionados ao medo em

humanos (Kim and Jung, 2006)
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3.4. Receptor N-metil-D-Aspartato — NMDA

O receptor NMDA, um subtipo de receptor glutamatérgico, medeia a
neurotrasmissdo excitatéria e deste modo, desempenha papel chave para
mecanismos de plasticidade sinaptica, memoria e aprendizado (Monaghan and
Cotman, 1985; Bonaccorso et al., 2011; Do et al., 2011; Flores-Soto et al., 2011).

Esse receptor, assim como os outros receptores glutamatérgicos, apresenta
diferentes sitios de ligagdo para compostos enddgenos e exdgenos que podem
ativar ou inibir o receptor NMDA quando ligados a ele (Figura 2). Dentre os principais
agonistas do receptor NMDA se destaca: glutamato, glicina (co- agonista) e
poliaminas. Como antagonista, AP-5, e MK-801 s&o farmacologicamente
considerados os mais importantes (Monaghan and Cotman, 1985; Ransom and
Stec, 1988; Jackson et al., 1992; Cestari and Castellano, 1997; Quevedo et al.,
1997; Meyer et al.,, 1998; Castellano et al., 1999; Castellano et al., 2001a;
Mikolajczak et al., 2002; Ceretta et al., 2008; Liu et al., 2009; Bonaccorso et al.,
2011; Hedegaard et al., 2011; Raymond et al., 2011).

O receptor NMDA é formado por diferentes subunidades: NR1 (A-G), NR2 (A-D)
e NR3 (A-B) que agrupadas formam um canal idbnico com conduténcia seletiva de
ions calcio, sédio e potassio através da membrana neuronal (Monyer et al., 1992;
Hedegaard et al., 2011; Flores-Soto et al., 2012). Quando o receptor esta em
repouso, fons de Mg?* ficam ligados a um sitio dentro do canal i6nico impedindo
assim o influxo de Ca?. O canal s6 é ativado quando 3 fatores ocorrem
simultaneamente: 1) ligagdo do neurotransmissor glutamato na subunidade NR2B;
2) ligagdo de dglicina (co-agonista obrigatério) na subunidade NR1; e 3)
despolarizagdo da membrana pos-sinaptica. Estes trés fatores provocam uma
mudanca na conformacao alostérica do receptor diminuindo a afinidade pelo Mg2+
que é deslocado, permitindo assim o influxo de ions Ca®** e Na* bem como o efluxo
de K. A ativagdo do receptor NMDA é voltagem dependente e ocorre através de
receptores AMPA que estdo localizados ao lado de receptores NMDA. Quando
ativado, o receptor NMDA age no sentido de aumentar ainda mais a despolarizagéo
iniciada pelos receptores AMPA. Esse aumento de ions calcio no meio intracelular, €

extremamente importante para que mensageiros intracelulares possam ativar muitas
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enzimas, envolvidas na consolidagcdo da memodria (Kerchner and Nicoll, 2008;
Newpher and Ehlers, 2009).

De forma notavel, a super ativacdo do receptor NMDA esta relacionada com
uma variedade de estados patologicos, incluindo doengas neurologicas causadas
por excitotoxicidade neuronal como, lesdo aguda como isquemia, trauma, epilepsia e
estados cronicos degenerativos como a doenca de Huntington, Alzheimer,
transtornos psiquiatricos e sindrome de dor neuropatica devido a excitotoxicidade
induzida por esse receptor (Egerton et al., 2011; Hu et al., 2011; Nicholson et al.,
2011; Raymond et al., 2011; Salmina et al., 2011; Salter and Pitcher, 2011; Xiaoping
etal., 2011).
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Figura 2- Representagéo esquematica do receptor NMDA (Zigmond MJ, 1999).

3.5. Poliaminas

As poliaminas putrescina, espermidina (SPD) e espermina, sdo um grupo de
aminas alifaticas presentes em quase todas as células incluindo células

procaridticas, eucarioticas, plantas e animais (Thomas and Thomas, 2001). Desde o
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seu descobrimento, por Antoni van Leeuwenhoek em 1678, até o recente
desenvolvimento de camundongos transgénicos expressando enzimas que alteram
os niveis de poliaminas de maneira tecido-especifica, o estudo de poliaminas
aprofundou o conhecimento de diversos processos fisioldgicos e patologicos.

Essas aminas alifaticas estdo amplamente distribuidas no sistema nervoso
central, sendo encontradas principalmente em regides do encéfalo como:
hipotalamo, bulbo, hipocampo e cerebelo. A SPD é a poliamina que aparece em
mais alta concentragédo (hipocampo: putrescina 7,1 nmol/g; espermidina 420 nmol/g;
espermina 334 nmol/g) (Seiler and Lamberty, 1975).

Quanto a caracterizagao estrutural das poliaminas sabe-se que a putrescina é
uma di-amina primaria (1,4 — diaminobutano), espermidina é uma tri-amina (mono-N-
3-aminopropil-1,4-diaminobutano) e a espermina € uma tetra-amina (bis-N-3-
aminopropil-1,4-diaminobutano) (Figura 3) (Teti et al., 2002). Estas aminas alifaticas
simples sdo conectadas por atomos de nitrogénio e possuem respectivamente uma,
duas ou trés cadeias carbonadas flexiveis (Carter, 1994; Williams, 1997a).

Devido a sua carga positiva, estes compostos podem se ligar a varias
macromoléculas, como o DNA e RNA, proteinas e lipidios de membrana (HM, 2003;
Ruiz-Chica et al., 2003; Ouameur et al., 2004). Em vista disso, as poliaminas estao
relacionadas com processos celulares incluindo, a regulacdo de tradugdo e
expressao de gene, a proliferagédo celular, morte celular por apoptose, a modulagéo
da sinalizagdo e estabilizagdo da membrana da célula (Tabor and Tabor, 1984;
Ilgarashi and Kashiwagi, 2000; Thomas and Thomas, 2001; HM, 2003; Seiler and
Raul, 2005).
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Figura 3- Estrutura quimica das trés poliaminas endogenas (Kalac P, 2005).

3.6. Metabolismo das poliaminas

As principais fontes de poliaminas sdo a sintese no proprio organismo e o
metabolismo de aminoacidos provenientes da alimentagdo por bactérias do trato
gastrointestinal (Teti et al., 2002). Uma nog¢do geral do metabolismo das poliaminas
pode ser vista na Figura 5. As poliaminas s&o sintetizadas inicialmente através da
conversao de ornitina, originaria do ciclo da uréia, em putrescina, sendo essa reagéo
catalizada pela ornitina descarboxilase, uma enzima limitante na sintese de
poliaminas (Morgan, 1999). Células que ndo possuem o ciclo da uréia completo
ainda assim, possuem arginase, enzima capaz de clivar o grupo guanidino da
arginina, formando putrescina (Pegg and McCann, 1982). SPD é formada a partir de
putrescina pela adicdo de um grupamento aminopropil doado pela S-
Adenosilmetionina descarboxilada, em uma reacgao catalizada pela SPD sintase. A
catalizagéo pela espermina sintase de outro grupamento aminopropil a SPD, forma a
espermina, e a fonte deste grupamento aminopropil € uma segunda molécula de S-
adenosilmetionina descarboxilada (Marton and Pegg, 1995).

A espermina e a SPD podem ser convertidas em SPD e putrescina
respectivamente, na rota de interconversdo dentro do ciclo das poliaminas. Estas

reacdes dependem da formacao de intermediarios N-acetilados, N1-acetilespermina
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e N1 acetilespermidina, por acdo das enzimas SPD/espermina N1 acetiltransferase.
A seguir, a enzima poliamina oxidase rompe as ligagdes C-N entre os residuos
aminopropil e os grupos amino secundario para formar SPD e putrescina
respectivamente.  (Marton and Pegg, 1995). Estas reac¢des de acetilagdo sdo
fisiologicamente importantes pois, sdo uma maneira da célula diminuir a interagao
das poliaminas com diferentes polianions. Um aumento ou diminui¢do na excregao
de poliaminas acetiladas € um dos mecanismos de controle das concentragcoes
intracelulares de poliaminas (Morgan, 1999; Moinard et al., 2005).

As trés enzimas que regulam a biosintese de poliaminas s&o ornitina
descarboxilase, S-adenosilmetionina descarboxilase e espermidina/espermina N-
acetiltransferase. A atividade destas enzimas ira regular os trés passos do
metabolismo das poliaminas: sintese, rota de interconverséo e catabolismo (Morgan,
1999; Seiler, 2004; Seiler and Raul, 2005).
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Figura 4 - Metabolismo das poliaminas. Arginina descarboxilase (ADC); ornitina descarboxilase
(ODC); S-adenosil-metionina descarboxilase (SAMDC); espermidina/espermina N1acetil-transferase
(SSAT); poliamina oxidase (Mony et al.); metiltioadenosina (MTA) (Urdiales JL, 2001).
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O catabolismo das poliaminas ocorre através de reacbes de desaminagao
oxidativa, pela acdo de amino-oxidases dependentes de cobre. Pela desaminacéo
oxidativa do grupamento amino primario, cada intermediario da interconversédo pode
ser transformado em um aldeido, que é posteriormente oxidado em um aminoacido
ou em um grupamento gama-lactdmico. Os produtos finais do catabolismo bem
como poliaminas acetiladas s&o excretadas por via renal (Gugliucci, 2004; Seiler,
2004).

3.7. Poliaminas, receptor NMDA e memoria

As poliaminas s&o importantes moduladores de alguns canais iGnicos, podendo
interagir com subtipos especificos de canais de potassio e receptores
glutamatérgicos, entre eles o NMDA (Burban et al., ; Williams, 2009; Gomes et al.,
2010; Masuko et al., 2010; Mony et al., 2011).

Ramson e Stec (Ransom and Stec, 1988) mostraram que SPD e espermina
aumentam a afinidade do receptor NMDA pelo [PHJMK-801, efeito constatado na
presenga ou auséncia de concentragbes saturantes de glutamato e glicina,
mostrando que o efeito estimulatério das poliaminas deve-se a sua ligagdo com o
receptor NMDA (Ransom and Stec, 1988). Entretanto, sabe-se que apenas baixas
concentragdes de SPD e espermina sao efetivas em aumentar a ligagdo do MK-801
ao receptor NMDA. Deste modo, a ligagdo de SPD e espermina no receptor NMDA
se caracteriza por uma curva de concentragao-resposta bifasica, ou seja, apenas
baixas concentracdes de SPD ou espermina sao capazes de ativar o receptor NMDA
(Rock and Macdonald, 1995; Williams, 1997b).

Existem varios estudos mostrando o envolvimento das poliaminas em
processos de aprendizado e memodria, tanto melhorando a memdria de ratos em
distintas tarefas, como atenuando o déficit de memodria induzido por diferentes
agentes amnésicos (Shimada et al., 1994; Kishi et al., 1998; Meyer et al., 1998;
Rubin et al., 2000; Rubin et al., 2001; Mikolajczak et al., 2002; Rubin et al., 2004;
Tadano et al., 2004; Berlese et al., 2005; Camera et al., 2007; Gomes et al., 2010;
Guerra et al., 2011).

Sabe-se que a administragdo sistémica, intrahipocampal e intra-amigdala de
SPD melhora o desempenho de ratos na tarefa de esquiva inibitoria (Rubin et al.,
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2000; Rubin et al., 2001; Guerra et al., 2006). Além disso, a administracéo
intrahipocampal e intra-amigdala de SPD melhora a memdria de animais no teste de
medo condicionado (Rubin et al., 2004; Camera et al.,, 2007) e ainda, a
administragao intrahipocampal de SPD facilita a extingdo do medo condicionado
contextual em ratos (Gomes et al., 2010). Essa modulagdo positiva da SPD sobre a
memoria no teste de esquiva inibitéria parece ocorrer somente nas fases de
aquisicdo e inicio da consolidagdo da memoria, n&do ocorrendo na fase final da
consolidagao e nem na evocagao da memoria (Berlese et al., 2005).

Guerra et al (2006) mostrou que SPD aumenta os niveis de nitratos e nitritos no
hipocampo de ratos, e a co-administracdo de L-NAME previne este efeito. Deste
modo, o efeito facilitatorio da espermidina sobre a memodria também parece
depender da atividade da enzima oxido nitrico sintase hipocampal, uma vez que, a
administracdo intra-hipocampal de NG-Nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), um
inibidor ndo especifico da enzima 6xido nitrico sintase, imediatamente apos o treino
na tarefa de esquiva inibitoria, previne a melhora da memoria causada por SPD
(Guerra et al., 2006).

3.8. Arcaina

A arcaina é um analogo das poliaminas, possuindo estrutura semelhante a
estas, é composta por uma cadeia carbonada, a qual esta conectada por atomos de
nitrogénio. Ela também apresenta grupamentos amino nas extremidades da cadeia
carbonada, além de conter uma molécula de &acido sulfurico. Sendo assim, a
arcaina € um sulfato 1,4-diguanidinobutano como mostrado na figura 4 (Reynolds,
1990).

Estudos mostram que a arcaina provoca o deslocamento da curva da ligagéao
da dizocilpina (MK-801) produzida pela espermidina para a direita o que sugere que
a arcaina é um antagonista competitivo das poliaminas no receptor NMDA (Sacaan
and Johnson, 1990; Lynch DR, 1995).
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Figura 5 - Estrutura da arcaina (Reynolds, 1990).

3.9 Arcaina, receptor NMDA e memoria

Estudos mostram o efeito da arcaina sobre a memodria. A administracédo
sisttmica e intra-amigdala, mas nao intra-hipocampal de arcaina piora o
desempenho de animais no teste de esquiva inibitéria (Camera et al., 2007) e medo
condicionado (Rubin et al., 2004) em ratos. Além disso, a administracdo de doses
sem efeito per se de arcaina em ratos intra-amigdala no teste de esquiva inibitéria
(Rubin et al., 2000) e medo condicionado contextual (Rubin et al., 2004), reverte a
melhora da memodria induzida por SPD. Sabe-se ainda que a administracdo de
arcaina intrahipocampal reverte o aumento da fosforilagdo da PKA (Guerra et al.,
2011), PKC (dados néo publicados) e CREB induzido por SPD no encéfalo de ratos
submetidos a tarefa de esquiva inibitoria (Guerra et al., 2011).

Sendo a arcaina um antagonista competitivo do sitio das poliaminas do receptor
NMDA, ela pode ser utilizada como uma importante ferramenta experimental para
avaliar a fungao do receptor NMDA em testes de memoria e aprendizagem.

3.10 Novidade e receptor NMDA

Novidade provoca um aprendizado motivacional que promove a codificacdo da
memoria e modifica as respostas comportamentais (Sokolov, 1963; Knight, 1996;
Mesulam, 1998; Lisman and Grace, 2005; Boehler et al., 2011). A presenga da
novidade induz uma rapida habituagdo aquele ambiente ou situagédo, gerando uma
resposta diminuida nas sucessivas exposi¢cdes frente ao novo ambiente ou a nova
situagao (Netto et al., 1985; Cahill et al., 1986; Izquierdo and Pereira, 1989).
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Estudos relatam que uma simples exposicdo de um animal a uma nova situacao
ou ambiente, sem estresse, pode ter profundos efeitos modulatérios sobre a
memoria (Izquierdo et al., 1999). Quando a exposigdo a novidade ocorre em uma
hora ou menos apds o treino, ela é considerada amnésica, entretanto, quando
ocorre entre zero e duas horas antes do teste, a exposicdo a novidade facilita a
evocagao da memoria (Roesler et al., 1998; Izquierdo et al., 1999; Roesler et al.,
2003).

Como outras formas de aprendizado, as fases iniciais da formagdo da memodria
para um ambiente novo requerem a ativacdo do receptor NMDA péds-treino
(Izquierdo et al., 1992).

Tem sido demonstrado que o envolvimento do receptor NMDA na memoria
pode depender da familiaridade com contextos envolvendo o ambiente de
treinamento em tarefas que avaliam a memoéria. Assim, a administracdo intra-
cérebro-ventrocular (i.c.v). de AP5, um antagonista do receptor NMDA, prejudica a
memoria de trabalho no teste do labirinto radial de oito bragos em ratos pré-
expostos a um contexto diferente do treino (novidade), mas nao prejudica a memoria
em ratos previamente expostos ao mesmo contexto do treino (Caramanos and
Shapiro, 1994). Na mesma linha de raciocinio, Roesler e colaboradores (1998 e
2003) também sugerem que a familiarizagdo com o ambiente do treino poderia
proteger contra os efeitos amnésicos do antagonista do receptor NMDA, como APS,
por exemplo.

Alguns estudos sugerem que essa prevencao de efeitos amnésicos dos
antagonistas do receptor NMDA pela familiarizagdo ao contexto é devido a uma
diminuicdo da associagdo entre o estimulo condicionado (CS, contexto, por
exemplo) e estimulo incondicionado (US, choque, por exemplo) uma vez que, o
animal foi pré-exposto ao mesmo ambiente de treinamento, mas com a auséncia do
US. Logo, o animal poderia n&o associar ou associar menos o CS ao US (Roesler et
al., 1998; Roesler et al., 2003; Roesler et al., 2005). Outros trabalhos mostram que
essa alteracdo da resposta é decorrente de uma interferéncia na aquisicdo do CS
(Miller et al., 1986; Bouton, 1993), sugerindo que, com a pré-exposicdo a0 mesmo
ambeinte de treinamento ocorra um déficit na aquisicdo da memoria e assim, esse
déficit poderia mascarar o efeito amnésico de antagonistas do receptor NMDA
(Izquierdo and McGaugh, 1985, 1987; Roesler et al., 1998; Roesler et al., 2003).
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Ha uma relacédo funcional entre novidade e mecanismos de recompensa por
influéncia dopaminérgica do mesencéfalo. Destaca-se assim, uma relevéancia
biol6gica da novidade como um motivador (Schultz, 1998; Kakade and Dayan, 2002)
e/ou um estimulo de reforgo em ratos (Reed et al., 1996) e em humanos (Duzel et
al., 2010). Quando os animais ja estdo habituados ao ambiente ou a uma situacéo,
observa-se uma motivagcado diminuida e isto poderia explicar porque a pré-exposi¢ao
ao mesmo ambiente de treinamento levaria a um decréscimo na associabilidade ou
diminuicdo na atencdo ao estimulo condicionado (Cutler et al., 1975; Pearce and
Hall, 1980).

Por mais que se possam encontrar diferentes abordagens, ainda assim, n&o é
possivel um completo esclarecimento do por que antagonistas NMDA deixam de ser
amnésicos quando os aminais sdo pré-expostos ao mesmo ambiente ou situagao de
treinamento. Deste modo, diferentes estudos sdo necessarios para um maior

esclarecimento desse aspecto.

3.11. Opidides e memoria

O sistema opidide tem sido implicado na modulagdo da memoria, em condi¢cdes
estressantes. Em animais, a retencdo de uma experiéncia que envolve um estimulo
aversivo (um choque, por exemplo) pode ser prejudicada por agonistas opiaceos e
reforcada por antagonistas opiaceos administrados logo apos o treino (lzquierdo,
1979; lzquierdo et al., 1989; Netto et al., 1989; Cestari and Castellano, 1997;
Zarrindast et al., 2006e). Desta maneira, a ativacdo farmacolégica do sistema
opiodide é geralmente considerada prejudicial para a memoria.

Os receptores opidides pertencem a uma familia de receptores acoplados a
proteina G. Existem quatro subtipos de receptores opidides: Mu (uou MOR), Delta (&
ou DOR), Kappa (k ou KOR), e o receptor ORL1 (Bodnar, 2009). A morfina por
exemplo, um agonista opidide, se liga a receptores MOR. Este esta acoplado a uma
proteina G inibitoria (Gi), quando ativado pela ligagdo do agonista morfina, diminui a
fosforilagdo induzida pelo AMPc, inibe canais de calcio enquanto ativa canais de
potassio (figura 6), induzindo uma hiperpolarizagdo na célula e, com isso,
prejudicando a memoéria (Ueda, 1989; Feng et al., 2011; Taylor, 2011).
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A administragdo de morfina e outros agonistas opioides prejudicam a memoria
na tarefa de esquiva inibitéria (Izquierdo, 1979; Castellano et al., 1984, Izquierdo and
McGaugh, 1985; Castellano et al., 1989; Castellano et al., 1993; Castellano et al.,
1999; Mariani et al., 2011), medo condicionado (Rudy et al., 1999) e labirinto
aquatico de Morris (Hepner et al., 2002). Ainda, Naloxona, um antagonista n&o
seletivo dos receptores opidide, facilita a memdria quando administrada pos-treino e
reverte o déficit de memoria induzido por agonistas opidides (Castellano et al.,
1989). De maneira interessante, quando se administra morfina pds-treino e pré-
teste, a administragcdo de morfina pré-teste reverte o efeito amnésico causado pela
administracdo de morfina pds-treino, caracterizando dependéncia de estado da
morfina (Hill et al., 1971; Oishi et al., 1988; Siegel, 1988; Shiigi and Kaneto, 1990;
Frussa-Filho and Ribeiro Rde, 2002; Zarrindast et al., 2006b; Zarrindast et al.,
2006e; Zarrindast et al., 2006a; Zarrindast et al., 2006¢; Zarrindast et al., 2006d;
Mariani et al., 2011).
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Figura 6 - Representagédo esquematica do mecanismo de agdo da morfina sobre o receptor y-opidide

(Inibigao fosforilagdo AMPc; ca* - canais de Calcio; K* - Canais de potassio) (Kreek MJ, 2007).
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A memoria também pode ser modulada por opidides enddgenos. Estes
peptideos endoégenos sao produzidos naturalmente no corpo, incluindo endorfina,
encefalina e dinorfina (Okada et al., 2002). A endorfina é expressa em células no
nucleo arqueado do hipotalamo e no tronco cerebral, e atua através dos receptores
p-opidides (Zadina et al., 1999; Kowarik et al., 2011). A encefalina € amplamente
distribuida pelo cérebro e age através dos receptores y e d-opidides. A dinorfina age
através de receptores k- opidide e € encontrada na medula espinhal e em muitas
partes do cérebro, incluindo o hipotalamo (Okada et al., 2002). Estes peptideos tém
sido implicados na modulagdo farmacolégica enddégena do sistema opioide,
alterando sistemas de neurotrasmissores, tarefas de memodria, e habitos do
codidiano (Zadina et al., 1999; Okada et al., 2002; Kowarik et al., 2011).

3.12 Opiodides e receptor NMDA

Diferentes estudos mostram o envolvimento do receptor opidide com o receptor
NMDA. Castellano e colaboradores (1997) mostraram que a administracdo do
antagonista do receptor NMDA, MK-801, potencializa o efeito amnésico induzido
pela morfina na tarefa de esquiva inibitoria. Na mesma linha de raciocinio, Mariani e
colaboradores (2011) provaram que morfina reverte o déficit de memoria induzido
por arcaina assim como, arcaina reverte o déficit de memdria induzida pela morfina
em ratos no teste de esquiva inibitoria sugerindo a existéncia de uma dependéncia
de estado cruzada entre o sistema glutamatérgico e opidide. Além disso, Naltrexona,
antagonista opioide, reverte o déficit de memoria induzido por MK-801 na tarefa de
esquiva inibitéria (Castellano et al., 1999) e ainda, MK-801 inibe a dependéncia de
estado induzida por diferentes agonistas opidides (Zarrindast et al., 2006c¢).

A partir dos exemplos acimas, verifica-se que a literatura sugere algum

envolvimento entre o sistema opidide e o sistema glutamatérgico via receptor NMDA.

3.13 Opiodides e novidade

Estudos mostram que os hormoénios liberados normalmente frente a novas

experiéncias e em ocasifes estressantes estdo entre os agentes quimicos que
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influenciam a consolidagdo da memoéria. Entre eles estdo os opidides enddégenos
como a B-endorfina, por exemplo (lzquierdo and McGaugh, 1987).

De forma interessante, semelhante ao que acorre com antagonistas do receptor
NMDA a literatura indica que a familiarizagdo com o ambiente de treinamento
diminui ou anula o efeito amnésico induzido por morfina e por tifluadom, um agonista
K-opidide no teste de esquiva inibitoria (Castellano et al., 1984) e de morfina no teste
de medo condicionado (Rudy, 1996a, b). De fato, Rudy e colaboradores (1999)
tentam explicar o porqué desse efeito dos opidides e sugerem que a tarefa de medo
condicionado contextual depende de dois processos independentes: a) construgéo
de uma representagdo uUnica para as caracteristicas do contexto e b) associa essa
representacdo com o estimulo aversivo, o choque. Deste modo, opidides poderiam
modular o processo de consolidacdo da memdria contextual e assim, responder de
forma diferente frente a pré-exposicdo ao contexto de treinamento.

Antigos estudos de Izquierdo e Mcgaugh (1985, 1987), abordam a
importancia de opidides na memoria e a influéncia de opidides para a novidade.
Mostrou-se que durante a presencga de novidade, ou seja, quando animais (lzquierdo
and McGaugh, 1987; Xu et al., 1998) e seres humanos (Chaves et al., 1988) s&o
expostos a um ambiente novo, ocorre liberagdo de opidides endogenos (lzquierdo
and McGaugh, 1985; Netto et al., 1985; Xu et al., 1998). Este efeito € apenas
observado quando animais sdo submetidos as tarefas pela primeira vez. Como nao
esta relacionado a nenhuma forma especifica de aprendizagem, presenca de dor
durante o treino, ou ao nivel de estresse/ excitacdo associados com cada tarefa,
nem com o requerimento de sua resposta, essa liberagdo de opidides enddégenos é
considerada como uma resposta a novidade, marcando uma informagdo como nova
(Izquierdo and McGaugh, 1985; Netto et al., 1985). A administragcdo de naloxona ou
naltrexona bloqueia o efeito de opidide enddgenos liberados frente a presenca de
novidade, sugerindo entdo que o sistema opidide estaria envolvido no
comportamento adaptativo da novidade (Izquierdo and McGaugh, 1985).

Deste modo, como o sistema opidide esta envolvido no comportamento
adaptativo a novidade, de alguma forma, esse sistema poderia estar relacionado
com a falta de efeitos amnésicos dos antagonistas NMDA quando os animais s&o
previamente expostos a um mesmo ambiente de treinamento. Tendo isto em mente,

esse estudo visa avaliar se a manipulagédo farmacoldgica do sistema opidide apds a
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pré-exposicdo ao ambiente de treinamento estad envolvida no efeito amnésico do

antagonista do sitio das poliaminas no receptor NMDA, arcaina.
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ABSTRACT

Previous exposure to the training context disrupts glutamatergic N-methyl-D-
aspartate receptor (NMDAr) antagonist-induced amnesia, indicating that novelty is
necessary for such an amnestic effect. While there are reports that novelty-related
release of opioids cause amnesia, no study has addressed whether the amnestic
effect of NMDAr antagonists involve opioid mechanisms. In this study we
investigated whether pharmacological manipulation of the opioid system immediately
after context pre-exposure alters the amnestic effect of arcaine, a NMDAr antagonist.
Adult male Wistar rats were habituated (pre-exposed) to a fear conditioning training
apparatus or to a different context (open field). Immediately after pre-exposure,
animals were injected with saline or naloxone (0.5 mg/kg, i.p.) or anti-beta-endorphin
antibody (1:500, i.c.v.). Forty eight hours after pre-exposure session, all animals were
subjected to fear conditioning acquisition protocol and saline or arcaine (30 mg/kg,
i.p.) was administered immediately after training. Testing was carried out 24 h later,
and freezing responses due to re-exposure to the training apparatus were recorded.
Pre-exposure to the training apparatus prevented the impairment of memory induced
by post-training arcaine. Administration of naloxone or anti-beta-endorphin antibody,
immediately after pre-exposure to the training apparatus, reinstated the amnesic
effect of post-training arcaine. The results suggest that endogenous opioid
mechanisms are involved in the pre-exposure-induced loss of the amnestic effect of

arcaine.

Keywords: Context exposure; Memory; Fear conditioning; Arcaine; Opioids.
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1. Introduction

Historical and current evidence suggest that memories are initially fragile, but
become more stable with time (Medina et al., 2008). Such an observation has led to
the concept of memory consolidation, which refers to the stabilization of a new
memory over time by neural processes activated by recently learned information
(Roesler and McGaugh, 2010).

The process of consolidation takes place immediately after the training
experience (Castellano et al., 2001a), and it depends on glutamatergic transmission
(Izquierdo and medina, 1997, (Rosat et al., 1992; Castellano et al., 2001a; Camera et
al., 2007). However, it is regulated by other neurotransmitters and neuromodulators,
such as opioids (Izquierdo et al., 1989; Medina and lzquierdo, 1995; Izquierdo and
Medina, 1997; Castellano et al., 2001b), acetylcholine (Rosat et al., 1992; Brioni and
Arneric, 1993; Van der Zee et al., 1994; Thiel et al., 1998), serotonin (Horisawa et al.,
2011; Roberts and Hedlund, 2011), norepinephrine (Ferry et al., 1999), dopamine
(Brioni and Arneric, 1993; EI-Ghundi et al., 2007; Darvas et al., 2011), oxytocin
(Arletti et al., 1995; Pagani et al., 2011), BDNF (Slipczuk et al., 2009), GABA (Rosat
et al., 1992; Savic et al., 2009), within other.

The activation of glutamatergic N-methyl-D-aspartate receptors (NMDAr) in the
hippocampus, amygdala and other brain areas (Izquierdo and Medina, 1997; Roesler
et al., 2003; Roesler et al., 2005; Cammarota et al., 2008) play an important role in
early consolidation of the memory of tasks, such as inhibitory avoidance (lzquierdo
and Medina, 1997; Roesler et al., 2003; Roesler et al., 2005; Cammarota et al.,
2008) and fear conditioning (Santini et al., 2001; Burgos-Robles et al., 2007; Camera
et al., 2007; Kalisch et al., 2009; Liu et al., 2009; Gomes et al., 2010). In fact, it has
been demonstrated that immediate post-training, but not delayed (30-180 min)
intrahippocampal infusion of the NMDA competitive antagonist
aminophosphonopentanoic acid - AP5 - (lzquierdo et al., 1992) or of the glutamate
metabotropic receptor antagonist methyl-carboxyphenyl glycine (Bianchin et al.,
1994) causes amnesia in the inhibitory avoidance task. Moreover, systemic
administration of the noncompetitive NMDAr antagonist MK-801, immediately post-
training, disrupts memory of the inhibitory avoidance task (Ceretta et al., 2008). The
consolidation of long-term memory of one-trial step-down inhibitory avoidance task is
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blocked by the early post-training infusion of NMDAr and a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazole propionate receptor (AMPAr) antagonists into the CA1 region of
the dorsal hippocampus, and is associated with a rapid and reversible increase in the
total number of [PHJAMPA binding sites (Cammarota et al., 2004).

While NMDAr antagonists disrupt memory in both inhibitory avoidance and fear
conditioning tasks, positive modulators of the NMDA receptor, such as polyamines,
improve acquisition and/or early consolidation of inhibitory avoidance (Rubin et al.,
2000; Rubin et al., 2001) and fear conditioning (Rubin et al., 2004; Gomes et al.,
2010) tasks. The immediately post-training intra-hippocampal, intra-amygdala and
systemic administration of low doses of spermidine improves the memory of inhibitory
avoidance (Rubin et al., 2000; Rubin et al., 2001) and fear conditioning (Rubin et al.,
2004; Camera et al.,, 2007). In line with this view, MK-801, a non-competitive
antagonist of NMDAr, reverses the facilitatory effect of spermidine on the memory of
fear (Camera et al.,, 2007). It is also remarkable that the facilitatory effects of
spermidine are antagonized by minute amounts of arcaine, an antagonist of the
NMDAr polyamine binding site (Reynolds, 1990; Rubin et al., 2000; Rubin et al.,
2001; Rubin et al., 2004; Guerra et al., 2011). The systemic and intra-amygdalar
administration of arcaine, at doses higher than those required to block the facilitatory
effects of spermidine, impairs memory of inhibitory avoidance (Rubin et al., 2001;
Ceretta et al., 2008) and fear conditioning (Rubin et al., 2004; Camera et al., 2007).

One intriguing finding of the literature is that pre-exposure to the training
apparatus prevents the impairment of memory induced by NMDAr antagonists.
Consistent with this view, pretraining or pre-exposure to the task apparatus protects
from impairment of inhibitory avoidance memory induced by post-training
intrahippocampal infusion of the APS5 in rats (Roesler et al., 1998; Roesler et al.,
2003; Roesler et al., 2005) and systemic injection of MK-801 in mice (Shapiro and
O'Connor, 1992; Castellano et al., 1999).

The effect of pre-exposure on the conditioning stimulus (CS) has been
attributed to a retardation of responding to the CS that is observed when the subject
has been exposed to that CS alone.

The following putative mechanisms have been implicated in pre-exposure
induced learning impairment: a decrease in associability or attention to the CS
(Cutler et al., 1975; Pearce and Hall, 1980), a response deficit due to a robust CS—
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context association (Miller et al., 1992), or arising from interfering associations to the
CS (Miller et al., 1986; Bouton, 1993). Moreover, one should consider that
decreased acquisition scores due to pre-exposition (Hinderliter and Riccio, 1977;
|zquierdo and McGaugh, 1987) could mask the amnestic effect the NMDA antagonist
(Roesler et al., 1998; Izquierdo et al., 1999; Roesler et al., 2003), due to a “ground
effect”. In other words, it is difficult to detect an impairment of performance in an
already impaired animal.

It is particularly interesting that familiarization with the testing apparatus also
decreases the impairing effects of morphine and of the opiate k-receptor agonist
tifluadom on memory consolidation of inhibitory avoidance task (Castellano et al.,
1984; Pavone and Castellano, 1985) and of morphine on contextual fear conditioning
(Rudy and Pugh, 1996; Rudy et al., 1999). In fact, Rudy and Pugh (1999) have
suggested that contextual fear conditioning depends on two independent processes:
(a) constructing of a unitary representation of the features of the context, and (b)
associating this representation with the aversive shock, and that opioids could
modulate the processes that consolidate a memory representation of the context.

Seminal studies by Izquierdo and McGaugh (1985; 1987) on the role of opioids
in memory and novelty have shown that endogenous opioids are released when an
animal is exposed to novelty (Izquierdo and McGaugh, 1985; Netto et al., 1985; Xu et
al., 1998) and have suggested that the opioid system is involved in the adaptive
behavior to novelty. Interestingly, an interaction between glutamatergic and opioid
systems has also been proposed (Shapiro and O'Connor, 1992; Castellano et al.,
1999; Barros et al., 2003), since MK-801 potentiates the memory impairment
induced by opioids (Cestari and Castellano, 1997) and attenuates, or inhibits, the
development of tolerance to morphine-induced analgesia in the rat (Marek et al.,
1991; Trujillo and Akil, 1994). Such an interaction, to some degree, has been
confirmed by the findings that the NMDA antagonists MK-801 (Cestari and
Castellano, 1997) and arcaine (Mariani et al., 2011) abolish morphine-induced state
dependency. Considering that endogenous opioids may be neurochemical markers
of novelty (Izquierdo and McGaugh, 1985) and that several lines of evidence indicate
that the amnestic of NMDA antagonists depends on novelty, one could propose that
novelty-induced release of endogenous opioids are involved in the amnestic effect of
NMDA antagonists.
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Therefore, in this study we investigated whether the pharmacological
manipulation of the opioid system, immediately after pre-exposure to the conditioning
apparatus, alters pre-exposure-induced impairment of the amnestic effect of arcaine
on the contextual fear conditioning of rats.

2. Material and Methods

2.1. Animals

Male Wistar rats (220-260 g) were housed five to cage on a 12-h light/dark
cycle (lights on at 7:00 a.m.) at a temperature of 21°C with water ad libitum and
standard laboratory chow (Guabi, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil). All
experimental procedures were conducted between 9:00 and 16:00h. All experimental
procedures were in accordance with the Policies on the Use of Animals and Humans
in Neuroscience research, revised and approved by the Society for Neuroscience
Research in January 1995 and with the Institutional and National regulations for

animal research (process 068/2011).

2.2. Drugs

The animals were injected intraperitoneally (i.p.) with saline (0.9% NacCl), 1,4-
diguanidinobutane sulfate (arcaine; Pfaltz & Bauer, Waterbury, CT, USA); naloxone
(Cristalia, S&o Paulo, Brazil), or anti-beta-endorphin antibody (Immunoistar,
Wisconsin, USA). All drugs solutions were prepared daily in saline (0.9% NacCl).
Injections were performed immediately after pre-exposure and/or immediately after
training, in a 1 ml/kg injection volume (i.p.) or 0.3 yL to the left lateral ventricle (i.c.v.).

2.3. Surgery
Five days before the behavioral procedures, rats used in experiment 3 were

implanted, under Equithesin (1% phenobarbital, 2% magnesium sulfate, 4% chloral

hydrate, 42% propyleneglycol, 11% ethanol; 3 ml/kg, i.p.) anesthesia with one guide
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cannula (27 gauge) stereotaxically aimed at the left lateral ventricle (A 0 mm; L1.5
mm; V 2.5 mm), according to Paxinos and Watson (1986).

2.4. Apparatus

Contextual fear conditioning training and testing took place in a fear
conditioning chamber (30 X 25 X 25 cm), located in a well-lit room. The front wall and
ceiling of the chamber were made of clear acrylic plastic, whereas the lateral and
rear walls were made of opaque plastic. The floor of the chamber consisted of 32
stainless steel rods (3 mm diameter), spaced 1 cm apart and wired to a shock
generator. The chamber was cleaned with 30% ethylic alcohol before and after each

rat occupied it.

2.5. Behavioral Procedures

2.5.1. Pre-exposure

Pre-exposure took place in the fear conditioning chamber or in an open field (a
56 cm-diameter round open field, which floor was covered with linoleum), 48h before
fear-conditioning training. During the pre-exposure session, the animals were allowed

to freely explore the apparatuses for 3 min.

2.5.2. Contextual fear conditioning

Each animal were subjected to a single fear-conditioning training session as
described by Rubin et al (2004) with some modifications. In brief, the rat was placed
in the conditioning chamber (conditioned stimulus, CS) and habituated to the
apparatus (CS) for 3 min. Immediately after, three 1 s-0.6 mA footshocks
(unconditioned stimulus, US) were delivered. The shocks were 40 sec apart. After
the last CS/US pairing, rats were allowed to stay in the chamber for another 60 sec
before returning to their home cages.

Twenty four hours after training each rat was placed back in the conditioning
chamber, and a 6 min testing session was performed. During this time, no shock was
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given, and every 4 s an instantaneous observation of the rat was made to assess
whether it was in freezing, or not. Behavior was judged as freezing if there was an
absence of any visible movement, except for that necessitated by respiration.
Freezing, defined as a stereotypic crouching position with complete immobility
(except for respiratory movements), was used as a fear-indicating behavior. The data
were converted to the percentage of samples scored as freezing.

2.5.3. Experiment 1 - Effect of pre-exposure on arcaine-induced amnesia

This experiment was designed to investigate whether arcaine-induced amnesia
depends on the context of pre-exposure. Animals were pre-exposed to the training
apparatus or to the open field during 3 min or remained in the home cage (control).
Immediately after the pre-exposure session the animals were returned to their home
cage and, 48h later, trained in the fear conditioning apparatus as described above.
Immediately after training the animals were injected with saline (0.9% NaCl, 1 mi/kg,
i.p.) or arcaine (30 mg/kg, i.p.) and, 24h later, tested in the fear conditioning
apparatus where their freezing responses were scored, as described above (2.5.2.).

2.5.4. Experiment 2 - Effect of naloxone immediately after pre-exposure on pre-
exposure-induced abolishment of the amnestic effect of arcaine

This experiment was designed to investigate the involvement of the opioid
system in the pre-exposure-induced loss of sensitivity to arcaine. Animals were pre-
exposed to the training apparatus or to the open field during 3 min. Immediately after
pre-exposure session, the animals were injected with saline or naloxone (0.5 mg/kg
i.p.). After injections, rats were returned to their home cages and 48 h later they were
trained in the contextual fear conditioning apparatus as described above.
Immediately after training, animals were injected with saline or arcaine (30 mg/kg,
i.p.). 24h later the animals were tested in the fear conditioning apparatus and
freezing responses were scored as described above (2.5.2.).

2.5.5. Experiment 3 - Effect of beta-endorphin antibody after pre-exposure on pre-
exposure-induced abolishment of the amnestic effect of arcaine
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This experiment was designed to investigate the role of endogenous beta-
endorphin in the pre-exposure-induced loss of sensitivity to arcaine. Animals were
pre-exposed to the training apparatus or to the open field during 3 min. Immediately
after pre-exposure session the animals received unilateral to the left lateral ventricle
(0.3 pL, i.c.v.) injection of saline, anti-beta-endorphin antibody (1:500) or boiled anti-
beta-endorphin antibody (1:500) as an additional control. After injections, rats were
returned to their home cages and, 48h later, they were trained in the conditioning
chamber. Immediately after training the animals were injected with saline or arcaine
(30 mg/kg, i.p.). 24h later the animals were tested in fear conditioning apparatus and
freezing responses were scored as described above (2.5.2.).

2.6. Statistical analysis

Statistical analyses were carried out by two- or three-way analysis of variance
(ANOVA) with the “sessions” factor treated as within-subject factor. Two-way ANOVA
was followed by post hoc analyses (Bonferroni’s test). A p < 0.05 was considered
significant. In order to meet ANOVA assumptions, data were subjected to arc sin

transformation before statistical analysis.

3. Results

3.1. Experiment 1

Fig. 1 shows the effect of post-training administration of arcaine on freezing to
context in rats subjected to different pre-exposure conditions: no pre-exposure, pre-
exposed to the open field; pre-exposed to the training apparatus. Statistical analysis
of fear conditioning scores (two-way ANOVA) revealed a significant interaction
between drug by pre-exposure condition [F270 = 8.35 p<0.001]. Post hoc analysis
(Bonferroni’s test) revealed that arcaine decreased freezing scores (caused amnesia)
only in those animals pre-exposed to the open field or not subjected to pre-exposure
session (naive). Those animals pre-exposed to the training apparatus did not present
the typical amnestic effect of arcaine.
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3.2. Experiment 2

Fig. 2 shows the effect of naloxone, given immediately after pre-exposure to the
training apparatus, on the amnestic effect of arcaine administered after training on
freezing to context. Statistical analysis of fear conditioning scores (three-way
ANOVA) revealed a significant drug (Sal or Arc) by antagonist (Sal or Nal) by pre-
exposure condition (open field or training apparatus) interaction: [Fi50 =17.59;
p<0.001]. These results indicate that naloxone reinstated the amnesic effect of post-

training arcaine in those animals pre-exposed to the training apparatus.

3.3. Experiment 3

Fig. 3 shows the effect of i.c.v injection of anti-beta-endorphin antibody (AB) or
boiled anti-beta-endorphin antibody (BAB) immediately after pre-exposure to the
open field or to the training apparatus and effect of i.p. injection of arcaine after
training on freezing to context. Statistical analysis of fear conditioning scores (three-
way ANOVA) revealed a significant drug (Sal or Arc) by antagonist (Sal or BAB or
AB) by pre-exposure condition (open field or training apparatus) interaction: [F145 =
23.67; p<0.001]. Anti beta-endorphin antibody did not prevent the amnestic effect of
arcaine in animals pre-exposed to the open field apparatus and allowed the amnestic
effect of arcaine in animals pre-exposed to the training apparatus.

4. Discussion

In the current study we showed that pre-exposure to the training apparatus
prevented the impairment of memory induced by post-training arcaine, and that the
administration of naloxone or anti-beta-endorphin antibody, immediately after pre-
exposure to the training apparatus, reinstated the amnesic effect of arcaine.

The finding that post-training administration of arcaine impairs contextual fear
conditioning (Fig. 1) confirms previous reports that antagonists of the polyamine
binding site at the NMDA receptor disrupt the memory of inhibitory avoidance (Rubin
et al., 2001) and fear conditioning (Rubin et al., 2004; Camera et al., 2007), and
further support a role for NMDAr in memory formation. In addition, it also replicates



M scrito
anuscri 54

results from different laboratories that have shown that pre-exposure to the training
apparatus significantly attenuates or abolishes the amnestic effect of NMDA receptor
antagonists in different behavioral paradigms (Caramanos and Shapiro, 1994;
Roesler et al., 1998; Roesler et al., 2003). Based on these findings, one might also
propose that the amnestic effect of arcaine is novelty-dependent. The same
interpretation could apply for those studies that have shown that context pre-
exposure abolishes the amnestic effect of other NMDA antagonists.

Novelty is a motivationally salient learning signal that attracts attention,
promotes memory encoding and modifies goal-directed behavior (Sokolov, 1963;
Knight, 1996; Mesulam, 1998; Lisman and Grace, 2005; Boehler et al., 2011). The
presence of novelty usually induces a quick habituation and it is rejected by the rapid
decrease of responding to the new environment or situation (Netto et al., 1985; Cahill
et al., 1986; Izquierdo and Pereira, 1989). Likewise other forms of learning (Izquierdo
and Medina, 1997), the early phase of memory formation of habituation to a novel
environment requires the immediate post-training involvement of NMDA receptors
(Izquierdo et al., 1992) and Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase Il (Wolfman et
al., 1999).

A functional relationship between novelty and reward-processing by midbrain
dopaminergic mechanisms highlights a biological relevance for novelty as a
motivating (Schultz, 1998; Kakade and Dayan, 2002) and/or reinforcing (Reed et al.,
1996) stimulus in animals and humans (Duzel et al., 2010). The lack of a novelty-
induced dopaminergic input in habituated animals results in decreased motivation,
and may explain why previous exposure to a given apparatus may decrease
associability or attention to the CS (Cutler et al., 1975; Pearce and Hall, 1980), cause
a response deficit due to a robust CS—context association (Miller et al., 1992), or
association interference with the CS (Miller et al., 1986; Bouton, 1993).

Nevertheless, none of the above considerations explain why arcaine and other
NMDA antagonists do not cause amnesia in previously habituated animals,
particularly if we consider that, in the current work, previous habituation to the
training apparatus did not cause learning deficits per se. Therefore, we concluded
that previous habituation may cause not only the removal of novelty-induced

promnestic, but also of concurrent novelty-induced amnestic mechanisms.
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Various studies have shown that post-training administration of opioid agonists
impairs memory retention in different tasks, such as inhibitory avoidance (lzquierdo,
1979; Castellano et al., 1984; Castellano et al., 1989; Castellano et al., 1993), fear
conditioning (Rudy et al., 1999) and Morris water maze task (Hepner et al., 2002).
Moreover, the post-training administration of naloxone facilitates memory and
prevents the deleterious effects of opioid agonists (Castellano et al., 1989).
Additional studies have also shown that opioid agonists induce state dependency
(Hill et al., 1971; Oishi et al., 1988; Siegel, 1988; Shiigi and Kaneto, 1990; Patti et al.,
2006; Zarrindast et al., 2006b; Zarrindast et al., 2006e; Zarrindast et al., 2006a;
Zarrindast et al., 2006c¢; Zarrindast et al., 2006d; Mariani et al., 2011) and enhance
retrieval when given before memory tests (Cahill and McGaugh, 1998).

Interestingly, an interaction between the glutamatergic and opioid systems in
memory modulation has been proposed. It has been shown that the NMDAr
antagonist MK-801 potentiates morphine-induced amnesia (Cestari and Castellano,
1997) and that morphine and arcaine induce cross state-dependency in rats (Mariani
et al., 2011). Moreover, naltrexone reverses the memory disruption induced by MK-
801 in the inhibitory avoidance task (Castellano et al., 1999), suggesting the
involvement of opioid mechanisms in the memory impairment induced by the NMDA
antagonist. Nevertheless, it has also been reported that pre-training MK-801 inhibits
state dependency caused by opioids (Zarrindast et al., 2006c).

Fig. 2 shows that the administration of naloxone, immediately after pre-
exposure, reinstated the amnestic effect of arcaine on contextual fear conditioning.
These results suggest that opioid receptor-mediated responses elicited during the
pre-exposure to the training apparatus are involved in the loss of the amnestic effect
of arcaine. Since novelty-induced [-endorphin release has been implicated as a
marker for novelty, it is possible blocking B-endorphin binding sites with naloxone
also impaired novelty recognition.

In order to determine if endogenous beta-endorphin was involved in pre-
exposure-induced insensitivity to the effects of arcaine, we tested whether anti beta-
endorphin antibody prevented the effect of pre-exposure. Fig. 3 shows that anti-beta-
endorphin antibody administration, immediately after pre-exposure, reinstated the
amnestic effect of arcaine in animals previously exposed to the training apparatus

and did not prevent the arcaine amnestic effect on memory in animals previously
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exposed to the open field. These results suggest that the amnesic effect of arcaine
depends, at least in part, on endogenous opioid mechanisms.

In summary, the present study describes by using two different pharmacological
approaches, that opioid mechanisms are involved in the pre-exposure-induced
insensistivity to the amnestic effect of the putative NMDA antagonist arcaine.
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Fig. 1. Effect of i.p. post training administration of saline (0.9% NaCl) or Arcaine (30
mg/kg) on freezing to context in rats without pre-exposure (No), pre-exposed to the
open field (Xiaoping et al.) or to the training apparatus (TA). Training to fear
conditioning occurs 48h after pre-exposure. * p < 0.05 compared with saline. Data
are the mean + SEM (n= 12-13 animals in each group).
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Fig. 2. Effect of i.p. post pre-exposure administration of saline, naloxone (Nal, 0.5
mg/kg) and immediately post training saline or arcaine (Arc, 30 mg/kg) on freezing to
context. Training to fear conditioning occurs 48h after pre-exposure to the open field
or to the training apparatus. * p < 0.05 compared with Sal/Sal group. Data are mean

+ SEM (n= 7-8 animals in each group).
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Fig. 3. Effect of i.c.v. post pre-exposure administration of saline, boiled anti beta-
endorphin antibody (BAR) or anti beta-endorphin antibody (AB) and i.p. immediately
post training saline or arcaine (30 mg/kg) on freezing to context. Training to fear
conditioning occurs 48h after pre-exposure to the open field or to the training
apparatus. * p < 0.05 compared with Sal/Sal group. Data are the mean + SEM (n=7

animals in each group).
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5.CONCLUSOES

Com os resultados do presente estudo podemos concluir que:

1 — O efeito amnésico da arcaina depende da novidade.

2 - O bloqueio de receptores opidides com naloxona possibilita o efeito amnésico da

arcaina em ratos pré-expostos ao mesmo ambiente de treinamento.

3 — A liberacao de beta-endorphina endogena € necessaria para o efeito amnésico

da arcaina.

5.1 Conclusao geral

O efeito amnésico da arcaina depende da novidade e do sistema opidide.
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