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As poliaminas enddgenas, putrescina, espermidina e espermina, sao
aminas alifaticas que estdo presentes em altas concentracfes no sistema
nervoso central (SNC). A acdo das poliaminas envolve a modulacdo de diversos
canais ionicos, incluindo o subtipo de receptor glutamatérgico N-metil-D-
aspartato (NMDA). Os processos mediados pelo receptor NMDA incluem
plasticidade sinptica e formacdo de circuitos neurais. Acredita-se que estas
plasticidades ocorrendo em algumas regibes cerebrais especificas, como o
hipocampo, sdo criticas para os processos de aprendizado e memoria. Esta
descrito que espermidina (SPD), assim como o Oxido nitrico (NO) estdo
diretamente envolvidos com processos de formacdo da memodria. Assim nos
investigamos o envolvimento do O6xido nitrico sobre a melhora da memdria
induzida por SPD em ratos Wistar machos. Para isso, os ratos foram canulados
bilateralmente no hipocampo, apds a recuperagdo cirlrgica, os animais foram
treinados no aparelho de esquiva inibitéria, injetados bilateralmente no
hipocampo e testados no mesmo aparelho. Trinta minutos apos a administracao
das drogas os animais foram decapitados e os niveis de nitrito e nitrato (NOy)
foram determinados no hipocampo dos ratos. A injecéo bilateral de 0,1 nmol de
L-NAME, um inibidor ndo seletivo da 6xido nitrico sintase, SPD (0,2 nmol) ou a
associagdo de SPD e L-NAME, foram realizadas imediatamente ap0s o treino na
tarefa de esquiva inibitoria. A administracdo de L-NAME nédo causou efeito per se
sobre a memoaria e reverteu o efeito facilitatério causado pela SPD. Espermidina
aumentou os niveis de NOx no hipocampo, e a co-inje¢do de L-NAME preveniu
este aumento induzido por SPD. A administracdo sistémica de 7-NI (30 mg/kg),
um inibidor seletivo da 6xido nitrico sintase neuronal, 30 minutos antes do treino
da esquiva inibitéria piorou a memoéria e ndo preveniu 0 aumento nos niveis de
NOy induzidos por SPD. Nenhuma das drogas estudas alterou a atividade
motora dos animais. Estes resultados sugerem que o efeito facilitatério da
memoria induzido por SPD é mediado, pelo menos em parte, pelo aumento da
sintese do 6xido nitrico.
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The endogenous poliaminas, putrescine, spermidina and spermine are aliphatics
amines that are present in high concentrations in the central nervous system
(SNC). The action of the poliamines involves the modulation of several ionic
channels, including the subtype of glutamatergic N-methyl-D-aspartate receptor
(NMDA). The processes mediated by NMDA receptor include synaptic plasticity
and formation of neural circuitry. It is believed that these plasticities happening in
some cerebral areas specifies, as the hippocampus, are critical for the learning
and memory processes. It is described that spermidine (SPD), as well as the
nitric oxide are directly involved with processes of formation of the memory.
Therefore, we investigated the involvement of the nitric oxide in the facilitatory
effect induced by SPD on the memory of males Wistar rats. For that, the rats
were bilaterally cannulae in the hippocampus, after the surgical recovery, the
animals were trained in the inhibitory avoidance task, injected bilaterally in the
hippocampus and tested in the same task. Thirty minutes after the administration
of the drugs the animals were decapitated and the nitrite and nitrate levels (NOy)
they were determined in the hippocampus of the rats. The bilateral injection of 0.1
nmol of L-NAME, a non-selective inhibitor of the nitric oxide synthase, SPD (0.2
nmol) or the association of SPD and L-NAME, were achieve immediately after the
training in the inhibitory avoidance task. The administration of L-NAME didn't
cause effect per se on memory and it reverted the facilitatory effect induced by
SPD. Spermidine increased the levels of NOy in the hippocampus, and the co-
injection of L-NAME prevented this increase induced by SPD. The systemic
administration of 7-NI (30 mg/kg), a selective inhibitor of the nitric oxide synthase
neuronal, 30 minutes before the training of it the inhibitory avoidance impaired
the memory and didn't prevent the increase in the levels of NOx induced by SPD.
None of the drugs studies altered the locomotor activity of the animals. These
results suggest that the facilitatory effect of the memory induced by SPD it is
mediated, at least partly, for the increase of the synthesis of the nitric oxide.
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As poliaminas, espermidina, espermina e putrescina, S&0 um grupo
de aminas alifaticas com estrutura policatibnica, que em pH fisiolégico
possuem uma carga positiva em cada atomo de nitrogénio (Carter, 1994).
A acado das poliaminas envolve a modulacdo do receptor glutamatérgico
N-metil-D-aspartato (NMDA) (Williams et al., 1997; Rock & MacDonald,
1995). O papel modulatério das poliaminas no receptor NMDA tem estado
bastante descrito (Williams et al., 1991; Rock & MacDonald, 1995). Elas
tém uma acdo complexa nesse receptor, como demonstrado pelo efeito
bifasico da espermina e da espermidina sobre a ligacédo do [°*H]MK-801,
isto €, baixas doses aumentam a ligagdo deste no receptor NMDA,
enquanto altas doses nao tém efeito (Rock & MacDonald, 1995; Johnson,
1996; Williams, 1997). Esta dupla modulacédo parece, também, existir a
nivel comportamental, uma vez que a administracdo intra-hipocampal e
intra-amigdala de agonistas para o sitio das poliaminas, em baixas, mas
ndo em altas doses, melhoram o desempenho dos ratos na tarefa de
esquiva inibitéria (Rubin et al., 2000, 2001).

O hipocampo é uma estrutura do lobo temporal medial
sabidamente envolvido na aquisicdo/consolidacdo e ou evocacdo da
memoria (Izquierdo & Medina, 1995). Estudos tém demonstrado que a
administracao intra-hipocampal de espermidina (0,02-2,0
nmol/hipocampo) e intra-amigdala (0,02-20,0 nmol/amigdala) melhora o
desempenho dos animais nas tarefas de esquiva inibitoria (Rubin et al.,

2000, 2001, Berlese et al., 2005) e de medo condicionado (Rubin et al.,
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2004). A melhora da memoria causada pela espermidina no teste de
esquiva inibitéria ocorre somente nas fases de aquisicdo e inicio da
consolidagdo da memodria, ndo ocorrendo nas fases de consolidagédo
tardia e nem na evocacao da memoria (Berlese et al., 2005).

O 6xido nitrico (NO) é sintetizado pela enzima oxido nitrico sintase
(NOS) que catalisa a conversao da L-arginina em L-citrulina produzindo
oxido nitrico como co-produto, em uma reagdo dependente de NADPH
(Garthwaite,1991).

O NO ¢ sintetizado por vérios tipos de células, como neurénios,
células endoteliais e macréfagos, por uma familia de trés isoformas da
NOS. A enzima Oxido nitrico sintase neuronal (n-NOS), presente nos
neurdnios, e a enzima Oxido nitrico sintase endotelial (e-NOS), presente
no endotélio, possuem atividade regulada por fons Ca?*. Enquanto a éxido
nitrico sintase induzivel (i-NOS) independe destes ions (Alderton et al.,
2001).

O NO esta descrito como um mensageiro retrogrado, por ser
produzido em células pés-sindpticas e atuar em células pré-sinépticas,
aumentando a liberacdo de glutamato (Meyer et al. 1998). Nos neurdnios,
a sintese de NO é estimulada pelo influxo de Ca?* através da ativacdo dos
receptores glutamatérgicos, preferencialmente receptores NMDA, (Prast &
Philippu, 2001). Evidéncias demonstram que processos mediados pela
ativacdo de receptores NMDA hipocampal possuem um importante papel

no aprendizado e memoria (Morris, 1989).
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Os efeitos da administracdo sistémica de inibidores da NOS sobre
o aprendizado e memoria tém sido estudado em ratos (Estall, et al.,
1993). N€ Nitro-l-arginina-metil éster (L-NAME), um inibidor competitivo da
NOS, prejudica a memoria em ratos (Calixto et al.,, 2001) e em
camundongos na tarefa de esquiva inibitéria (Baratti & Kopf, 1996).
Estudos sugerem que processos dependentes de NO no hipocampo
possam contribuir para o aprendizado espacial. Assim, a administracdo
intra-hipocampal de L-NAME prejudica a memoéria de trabalho (Ohno et
al., 1993).

Estudos farmacologicos tém demonstrado que a isoforma NOS
neuronal (n-NOS) esta diretamente ligada a plasticidade sinaptica e ao
aprendizado em ratos. Esta descrito que 7-nitroindazol (7-NI), um inibidor
seletivo da n-NOS, prejudica o aprendizado no labirinto aquéatico de Morris
(Holscher et al., 1996), no labirinto de 14 bracos em T (Meyer, 1998), e na
tarefa de medo condicionado em ratos (Vanaja & Ekambaram, 2004). Isto
apodia a visdo que n-NOS é utilizada para as formas de aprendizado e
memoria que requerem o hipocampo.

Neste estudo, foi investigado o envolvimento do NO sobre a
melhora da memodria causada por espermidina na tarefa de esquiva
inibitéria. Para isto, foi avaliado o efeito do L-NAME, um inibidor néo
seletivo da NOS, e do 7-NI, um inhibitor seletivo da n-NOS, na melhora da

memoria causada por espermidina em ratos na tarefa esquiva inibitoria.
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Objetivos

[1.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o envolvimento do 6xido nitrico na melhora da memoria
induzida pela administragdo intra-hipocampal de SPD na tarefa de

esquiva inibitéria em ratos.

I.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Investigar o efeito da administracdo intra-hipocampal de L-NAME e
da administracdo sistémica de 7-NI sobre a memodria na tarefa de

esquiva inibitéria em ratos.

> Investigar o efeito da administracé@o intra-hipocampal de L-NAME e
da administracdo sistémica de 7-NI sobre a melhora da memdria

induzida por SPD na tarefa de esquiva inibitoria em ratos.

» Avaliar o efeito da administrac&o intra-hipocampal de L-NAME e da
administragdo sistémica de 7-NI sobre o possivel aumento nos niveis
de nitrito e nitrato hipocampais induzidos pela administracdo intra-

hipocampal de SPD.
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1.1 = MEMORIA

A memoria desperta o interesse e a imaginagdo do homem desde a
Antiguidade, contudo os primeiros estudos cientificos foram realizados ha
pouco mais de um século. Hoje, possuimos uma razoavel compreensao
sobre os mecanismos de sua formacéao.

Para a formacdo de uma memoria € necessario que ocorra antes
um aprendizado, que é a aquisicdo de novas informacbes, é a
modificacdo de um comportamento apds uma experiéncia vivida. E a
memoéria nada mais é do que a capacidade de armazenar estas novas
informacg0des e recordar aprendizados anteriores (Izquierdo, 2002).

A memoria pode ser classificada em dois diferentes tipos, de
acordo com seu conteudo: a memoria declarativa e a ndo declarativa. A
memoria declarativa é aquela evocada pelo consciente e a qual
conseguimos verbalizar, € uma memoria para fatos e eventos que
ocorreram em nossa vida, como uma viagem ou um casamento. A
memoria ndo declarativa, também chamada de memaria de procedimento,
€ aquela evocada pelo inconsciente e que ndo conseguimos verbalizar, €
uma memoéria relacionada com habitos, habilidades motoras e
comportamentos, como andar de bicicleta ou dirigir um automével (Bear et
al., 2002).

A memoria também pode ser classificada quanto ao seu tempo de
duracdo: como imediata, de curta e de longa duracdo. A memoria

imediata, também chamada memaria de trabalho, mantém as informacdes
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por apenas alguns segundos, ndo deixando tracos ou produzindo
arquivos, como por exemplo, a memoria de um numero de telefone que
consultamos na lista telefénica, e que esquecemos logo apo6s té-lo
digitado. A memoria de curta duragédo, que dura minutos ou poucas horas,
e a memoria de longa duracao, que dura meses ou anos, por sua vez sao
armazenadas e formam arquivos de memorias. Sendo este periodo
chamado de periodo de "consolidagédo” (Izquierdo, 2002; Squire & Kandel,

2003).

1.1.1 — A FORMACAO DA MEMORIA

A formacdo de uma nova memoria depende de processos neurais
qgue iniciam com a aquisicdo de uma informacdo, seguido por um
processo de consolidagdo (armazenamento da informagao) e por fim um
processo de evocacgdo, quando a memoria esta pronta para ser lembrada
(Abel & Lattal, 2001).

Acredita-se que um aumento na liberagéo de neurotransmissores,
principalmente glutamato, seja o primeiro passo para a formacdo da
memoria (McGaugh, 2000; McGaugh & Izquierdo, 2000). O glutamato
liberado se liga aos receptores glutamatérgicos acido a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol propidnico (AMPA), cainato, N-metil-D-aspartato (NMDA)
e metabotropicos (MgluR), provocando a abertura dos canais de calcio

voltagem dependente, e aumentando a concentracdo de célcio
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intracelular. Como consequéncia disso, sdo ativadas enzimas como
proteina quinase calcio-dependente (PKC), proteina quinase calcio-
calmodulina dependente (CaMKIl), proteina quinase dependente de
AMPc (sigla em inglés: CREB), etc, que por sua vez ativam mecanismos
intracelulares que culminam com a sintese protéica, e no aumento da
transmissdo de informacdes entre neurdnios. Tais alteragbes entre os
neurdnios tém sido denominada "plasticidade sinaptica” (McGaugh, 2000;

McGaugh, 2002; McGaugh & lzquierdo, 2000).

[1.1.2 - HIPOCAMPO

No lobo temporal medial, encontra-se um grupo de estruturas de
grande importancia para a consolidacdo memodria, e entre elas esta o
hipocampo.

O hipocampo é uma estrutura em forma de um “cavalo-marinho”
formada por duas camadas de neurdnios, dobradas uma sobre a outra,
sendo uma chamada giro denteado e a outra corno de Amon. O corno de
Amon possui quatro divisdes, do qual duas sdo as mais importantes: CA1
e CA3 (CA significa corno de Amon) (Miller & O'Callaghan, 2005).

A grande via de entrada de informac¢des no hipocampo é o cortex
entorrinal. O cortex entorrinal envia informacdes ao hipocampo por meio
de um feixe de axbdnios chamado via perforante. Estes ax6nios

estabelecem sinapses em neurénios do giro denteado.

10
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Os neurbnios do giro denteado projetam axénios (chamados de
fibras musgosas) que estabelecem sinapses em células de CA3, que por
sua vez, projetam axodnios, que se ramificam. Um ramo deixa o
hipocampo pelo fornix, e o outro ramo, chamado colateral de Schaffer,
forma sinapses excitatorias em neurénios da CA1 (Fig. lll.1). A informacé&o
neural € transmitida a partir da regido CAl a outras areas, constituindo
uma saida da informacgdo pré-processada no hipocampo (Bear et al.,
2002; Watts & Thomson, 2005)

O hipocampo sem duvida é de grande importancia para a formacao
da memodria, uma vez que manipulagbes farmacolégicas e bioquimicas
nestas areas alteram a memoria em diferentes tarefas (Berlese et al.,
2005; Bernabeu et al.,, 1996; Chou & Lee, 1995; Izquierdo & Medina,
1995; Morris, 1989; Rubin et al., 2000).

Estudos mostram que administracdo intra-hipocampal (Jafari-
Sabet, 2006) e intra-amigdala (Roesler et al., 2000) imediatamente pés-
treino de acido aminofosfopentandico (AP5), antagonista competitivo do
receptor gutamatérgico NMDA, causa prejuizo de memoria na tarefa de
esquiva inibitoria. A administracdo intra-hipocampal de AP5 (1-10 pg/rato)
além de causar déficit de memoria, diminui o efeito facilitatorio sobre a
memoéria induzido por injecéo intra-hipocampal de NMDA (107 pg/rato) na
tarefa de esquiva inibitoria (Jafari-Sabet, 2006).

Estudos mostram ainda que ratos com lesbes no hipocampo

apresentam um prejuizo no aprendizado espacial (Broadbent et al., 2004)
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Estas evidéncias indicam que o0s receptores glutamatérgicos

hipocampais estdo diretamente envolvidos na formac¢éo da memoria.
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—~ C i \
T \\\\ Pt
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Fig. lll.L1- Representacdo esquemdtica do hipocampo e seus
microcircuitos. (Adaptado de: The University of British Columbia.

Disponivel emi __<http://www.psych.ubc.ca/.../slide0005_image013.gif>.

Acesso em: 8 Nov., 2006.)
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1.2 = RECEPTOR N-METIL-D-ASPARTATO — NMDA

O receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) é um subtipo de receptor
glutamatérgico, amplamente distribuido no sistema nervoso central, sendo
0S nhiveis mais altos encontrados na regido CAl do hipocampo
(Monaghan & Cotman, 1985). O NMDA possui varias subunidades
denominadas: NR1 (onde se liga a glicina), NR2 (A-D) (onde se liga o
glutamato) e NR3 (A-B) (Prybylowski & Wenthold, 2004; Yamakura &
Shimoji, 1999).

Esse receptor é formado por um canal ibnico que possui alta
permeabilidade aos fons sédio (Na'), potassio (K") e calcio (Ca*)
(MacDermott et al., 1986; Mayer & Westbrook, 1987a). No potencial de
repouso o canal esta bloqueado por fons Mg®* (Riedel et al., 2003),
impedindo a passagem de outros fons. Para o Mg?* sair do poro e ocorrer
a ativacdo do receptor NMDA é necessario uma despolarizacdo da
membrana neural pdés-sinaptica. Esta despolarizacdo ocorre com a
ativacdo dos receptores glutamatérgicos pés-sinapticos do tipo AMPA. E
por este motivo a entrada de ions através do canal NMDA é considerada
dependente de voltagem (Bear et al., 2002).

A despolarizacao proporciona a liberacdo de neurotransmissores na
fenda sindptica, incluindo o glutamato, e a ativagdo do receptor NMDA
que resulta no influxo de fons Na* e principalmente Ca** e no efluxo de

fons K* (Ozawa et al., 1998; Scatton, 1993).
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O influxo de célcio que acompanha a ativacdo do receptor NMDA é
responsavel pela ativacdo de proteinas quinases dependentes de célcio
(PKC) e de proteinas quinases dependentes de calcio-calmodulina Il
(CAMKII). Estas sao responsaveis por algumas respostas celulares
mediadas pelo receptor NMDA, incluindo a plasticidade sinaptica (Bliss &
Collingride, 1993; Elgersma & Silva, 1999; lzquierdo & Medina, 1995;
McGaugh & Izquierdo, 2000; Teyler, 1999).

O receptor NMDA é um complexo protéico com varios sitios de
ligacdo para agonistas e antagonistas, tais como glutamato/NMDA, sitio
onde se liga dizocilpina (MK-801), sitio modulatorio para a glicina (co-
agonista do receptor NMDA) e zinco, bem como sitios de ligagdo para
poliaminas (Ranson & Stec, 1988; Riedel et al., 2003; Shing et al., 1990;

Williams et al., 1991) (Fig. Ill. 2).
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POLIAMINAS

2+
GLUTAMATO Zn
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EXTRACELULAR
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Fig. lll.2 — Representacdo esquematica do receptor NMDA. (Adaptado de:

Anaesthesia UK. Disponivel em:
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111.2.1 — RECEPTOR NMDA E MEMORIA

Muitas evidéncias demonstram que o0 receptor glutamatérgico
NMDA é fundamental para os processos de plasticidade sinaptica e
formacdo de memoria para diferentes tarefas (Castelano et al., 2001,
Riedel et al.,, 2003). Estudos com manipulagbes farmacoldgicas e
genéticas mostram que o receptor NMDA esta diretamente envolvido na
formacdo de memodrias aversivas (Fanselow & Kim 1994; Izquierdo et al.,
1992; Miserendino et al., 1990; Roesler et al., 1998) e espaciais (Ahlander
et al., 1999; Bolhuis & Reid, 1992; Caramanos & Shapiro 1994; Morris et
al., 1986; Shapiro & O’Connor, 1992; Shapiro & Eichenbaum, 1999).

Administracdo sistémica ou intracerebral de bloqueadores do canal
do receptor NMDA causam prejuizo no desempenho de ratos em uma
grande variedade de tarefas de memoria (Izquerdo & Medina, 1995).

De Lima e colaboradores (2005), demonstraram que a
administracdo sistémica de 0,1 mg/kg de (+)5-metil-10,11-dihidro-5H-
dibenzo[a,b]-ciclohepteno-5-10-amino (MK-801), um antagonista né&o-
competitivo do receptor NMDA, 20 minutos antes ou imediatamente
depois do treino na tarefa de reconhecimento de objetos prejudica a
memoéria de curta e longa duragdo. Roesler e colaboradores (2000),
também demonstraram prejuizo da memdria na tarefa de esquiva inibitoria
devido a administragdo pré ou pds-treino intra-amigdala de 5 pg de acido-
D-2-amino-5-fosfonopentandico (AP5), um antagonista competitivo do

receptor NMDA. Enquanto que a administragcdo de AP5 pré-teste ndo
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afetou a memoéria para a mesma tarefa. Efeito similar ainda foi
demonstrado para administracdo intra-hipocampal deste composto, na
tarefa de esquiva inibitéria (Jafari-Sabet, 2006) e na tarefa do labirinto
aquatico de Morris (Morris, 1989).

Entretanto, agonistas do receptor NMDA, como o glutamato
(Izquierdo & Medina, 1995; Rubin et al., 1997) e o acido DL-beta-clorofenil
glutdmico (CPG) melhoram a performance dos ratos na tarefa de esquiva
inibitéria e de camundongos no labirinto em T respectivamente (Flood et
al.,1990).

Além disso, estudos demonstram que o numero de receptores
NMDA esta reduzido no sistema nervoso central de pacientes com
doenca de Alzheimer (Sze et al., 2001).

Todas estas evidéncias farmacolégicas estdo de acordo com
estudos envolvendo camundongos transgénicos, onde € demonstrado
gue a super-expressdo de receptores NMDA produz um melhor

desempenho destes animais em tarefas de memoria (Tang et al., 1999).
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[11.3 — POLIAMINAS

[11.3.1 - ESTRUTURA DAS POLIAMINAS

As poliaminas, putrescina, espermidina (SPD) e espermina, sao
aminas alifaticas simples constituidas por uma, duas ou trés cadeias de
carbono, respectivamente (fig 111.3). Elas sdo solUveis em agua, possuem
baixo peso molecular, carater fortemente basico, devido aos grupamentos
amino, e em pH fisiolégico encontram-se completamente protonadas
(Carter, 1994; Dawson et al., 1986; Seiler et al., 1996).

A interacdo das poliaminas com &cidos nucléicos e proteinas é
essencial para manter a regulacdo do crescimento e desenvolvimento
celular (Marton & Morris, 1987; Seiler et al., 1996). Aléem disso, as
poliaminas parecem modular a atividade de receptores e canais ibnicos
(Seiler et al., 1996).

Os niveis intracelulares de poliaminas sdo mantidos dentro de um
limite muito estreito, e a diminuicdo nos niveis de poliaminas interfere no

crescimento celular, enquanto um excesso pode ser toxico (Davis, 1990).
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Fig. .3 - Estrutura quimica das poliaminas (adaptado de Teti et al.,

2002).
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[11.3.2 = METABOLISMO DAS POLIAMINAS

111.3.2.1 — SINTESE

O aminoacido ornitina € o principal precursor das poliaminas
endégenas. No cérebro, a ornitina é formada a partir da clivagem
hidrolitica do aminoacido arginina em uma reacdo catalisada pela
arginase (Fig. ll.4) (Carter, 1994; Seiler, 1981, Seiler, 1994).

A putrescina é sintetizada pela descarboxilagdo da ornitina, uma
reacdo catalisada pela enzima ornitina descarboxilase (ODC). A
putrescina formada serve como precursor imediato da sintese de
espermidina e espermina. Esta sintese requer o grupo aminopropil que é
fornecido pela acdo de duas enzimas: a S-adenosilmetionina
descarboxilase (SAMDC), que descarboxila a S-adenosilmetionina (SAM),
e a espermidina sintase, uma enzima transferase que catalisa a
transferéncia do grupamento aminopropil da SAM para a putrescina ou
espermina sintase que catalisa a transferéncia de um segundo
grupamento aminopropil para a SPD, formando SPD e espermina
respectivamente (Jeevanandam & Petersen 2001; Tabor & Tabor, 1984;
Urdiales et al., 2001;).

Esta rota de sintese de poliaminas é reversivel, ou seja, a espermina
pode ser convertida em SPD e esta em putrescina. O primeiro passo
desta interconverséo é a acetilacédo da espermina ou SPD na posi¢do N*,

catalisada pela enzima espermidina/espermina acetiltransferase (SSAT).
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Apés este passo, a poliamina acetilada sofre quebra oxidativa, por acéo
da enzima poliamina oxidase (PAO), liberando os grupos aminopropil
provenientes da S-adenosilmetionina descarboxilada (SAM-D) para formar
SPD e putrescina. O produto destas reagdes permanece no ciclo e pode
ser reutilizado na sintese das poliaminas (Seiler, 1994; Urdiales et al.,
2001).

Estudos com a inibicdo da poliamina oxidase tém demonstrado que
a rota de interconversdo de poliaminas, no encéfalo de ratos, é
responsavel por 70% da putrescina formada a partir da SPD, enquanto
somente 30% da putrescina € formada pela descarboxilagcdo da ornitina
(Carter, 1994; Seiler et al., 1985).

Assim as enzimas chave na regulacdo da sintese de poliaminas sao
ornitina  descarboxilase, = S-adenosilmetionina  descarboxilase e

espermidina/espermina acetiltransferase (Urdiales et al., 2001).
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Fig. lll.4 - Biossintese e ciclo de interconversdo das poliaminas. S-
adenosilmetionina (SAM); S-adenosilmetionina descarboxilada (SAM-D);

metiltioadenosina (MTA) (Urdiales et al., 2001).
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[1.3.2.2 - CATABOLISMO

O catabolismo das poliaminas, consiste na desaminagéo oxidadiva
de seus grupos amino primarios, sendo a reacdo catalisada por amino
oxidases dependentes de cobre, como a diamina oxidase (DAO). Através
desta desaminacdo cada intermediario do ciclo da interconversdo pode
ser transformado em um aldeido, que é posteriormente oxidado em um
aminoacido (Rokkas et al.,, 1990), e apenas a putrescina pode ser
convertida em acido aminobutirico (GABA) (Raul et al., 1995).

Os produtos finais do catabolismo das poliaminas, bem como as
poliaminas acetiladas, podem entdo ser excretados na urina (Carter,

1994; Gugliucci, 2004; Teti et al., 2002).

111.3.3 = FUNCAO DAS POLIAMINAS

As poliaminas estdo amplamente distribuidas no sistema nervoso
central. S&8o encontradas principalmente em regiées do encéfalo como
hipotalamo, bulbo, hipocampo e cerebelo, sendo a mais alta concentracdo
de SPD, seguida por espemina e por fim putrescina, que possui uma
concentracdo muito pequena em comparagdo as outras duas (Seiler &
Schmitd-Glenewinkel, 1975).

Estudos demonstram que as poliaminas também estdo envolvidas

nos processos de crescimento e diferenciacdo celular por ativacdo da
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sintese do RNA e da sintese protéica (Campbel et al., 1978; Celano et al.,
1989; Tabor & Tabor, 1984, Thomas & Thomas, 2001) e que suas
concentragcbes estdo aumentadas em casos de tumores cerebrais
(Ernestus et al., 1993; Rohn et al., 2001; Seiler, 1981). O bloqueio da
enzima ornitina descarboxilase, o qual reduz o nivel de poliaminas
intracelulares, tem sido testado em estudos clinicos para o tratamento do
cancer (Kubo et al., 1998; Messing et al., 2006; Tabor & Tabor, 1984) e
tem mostrado eficacia em alguns modelos de neurodegeneragédo (Kish,
1991; Rock & Macdonald, 1995).

Varios estudos apontam que o efeito das poliaminas no SNC deve-
se a uma agao como neurotransmissores e neuromoduladores (Alexander
et al., 1992; Carter, 1994; Williams et al., 1991), uma vez que: 1) as
poliaminas sdo armazenadas em vesiculas sinapticas; 2) sao liberadas de
maneira calcio—dependente, seguindo um estimulo quimico ou elétrico; 3)
existe um sistema de recaptacdo de alta afinidade para as poliaminas,
gue regula o nivel extracelular e o tempo de efeito (Carter, 1994; Harman
& Shaw, 1981; Seiler, 1994; Williams et al., 1989, 1991; Williams, 1997).

O principal foco de estudo das poliaminas deve-se a interagdo com o
receptor NMDA, especialmente com a subunidade NR2B (Coughenour &
Barr, 2001).

Espermina e espermidina atuam sobre o receptor NMDA de maneira
bifasica, sugerindo dois efeitos distintos das poliaminas. A espermina, em

altas concentracdes néo potencializa a ligacdo do [*H]MK-801, enquanto

24



Revisédo Bibliogréafica

gue em baixas concentracdes aumenta a condutancia do receptor NMDA,
por aumentar a freqiéncia de abertura do canal (Johnson, 1996; Rock &
MacDonald, 1995; Williams, 1997). Esta acdo complexa das poliaminas
sobre o receptor NMDA sugere que possa haver mais de um sitio de
ligacdo de poliaminas associado a este receptor (Johnson, 1996; Shing et
al., 1990; Worthen et al., 2001; Yoneda & Ogita, 1991).

A figura 1.5 apresenta 0 esquema das possiveis acdes modulatorias
da espermina sobre o receptor NMDA (Johnson, 1996).

1) as poliaminas aumentam as correntes induzidas por glutamato na
presenca de concentragdes saturantes de glicina;

2) estimulacao glicina-dependente: as poliaminas aumentam a afinidade
do receptor pela glicina;

3) uma inibicdo voltagem dependente, ou por diminuicdo da condutancia
do canal, ou como resultado de seu carater catibnico na entrada do poro,
ou por um bloqueio do canal aberto em um sitio dentro do poro como faz
0 magnésio;

4) inibicdo da afinidade do receptor pelo glutamato.

Esta resposta bifasica parece também existir a nivel
comportamental. A administracdo intra-hipocampal de  SPD
imediatamente apos o treino, melhora o desempenho de ratos na tarefa
de esquiva inibitéria em baixas doses, efeito que ndo é observado com

altas doses (Berlese et al., 2005; Rubin et al., 2000). Este efeito também é
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demonstrado pela administracdo intra-amigdala de SPD na tarefa de

medo condicionado (Rubin et al., 2004).

EXTRACELULAR
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Fig. lll.5 - Esquema de a¢cdes modulatdrias da espermina sobre o receptor
NMDA (adaptado de Johnson, 1996). @ Acdo estimulatoria das

poIiaminas;@ acao inibitéria das poliaminas.
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Existem estudos que demonstram o envolvimento das poliaminas na
modulacdo da memdria (Khish et al., 1998a; Khish et al., 1998 b; Meyer et
al., 1998; Rubin et al., 2000; 2001; 2004; Shimada et al., 1994). Altas
doses de espermina (125-250 nmol), administradas por via
intracerebroventricular, causam dano hipocampal e déficit de aprendizado
em ratos na tarefa do labirinto aquéatico de Morris (Conway, 1998). E
administracdo intra-peritoneal de poliaminas potencializa a diminuicdo do
aprendizado induzido por dizocilpina no labirinto em T de 14 bracos
(Shimada et al., 1994).

Por outro lado, a administragdo intra-hipocampal de SPD (10
ug/hipocampo) é capaz de atenuar, 0 niumero de erros para memoéria de
trabalho induzidos por administracdo intra-hipocampal tanto de MK-801,
um antagonista nao-competitivo do receptor NMDA (Kishi et al., 1998a),
guanto por escopolamina (3,2 pg/hipocampo), antagonista do receptor
muscarinico (Khish et al., 1998 b). E administrac@o intra-peritoneal de
espermina atenua, de maneira dose dependente, o prejuizo no
aprendizado induzido por CPP, um antagonista competitivo do receptor
NMDA, no labirinto em T de 14 bragos (Meyer et al., 1998).

Além disso, também é demonstrado que a administracéo sistémica
de SPD melhora a memdria de curta duragdo em ratos (Mikolajczak et al.,
2002), administragdo intra-amigdala (Rubin et al.,, 2001) e intra-
hipocampal (Berlese et al., 2005; Rubin et al., 2000) melhora a memoria

na tarefa de esquiva inibitéria e medo condicionado (Rubin et al., 2004).
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1.4 — OXIDO NITRICO

O oxido nitrico (NO), um gas & neuromodulador das fun¢des do
sistema nervoso central (SNC), ele atua como um mensageiro retrégrado,
uma vez que, é produzido enzimaticamente em células pds-sinapticas e
difunde-se para atuar em células pré-sinapticas (Garthwaite, 1991; O’Dell
et al., 1991). Nos neurdnios, a sintese de NO é estimulada pelo influxo de
Ca?* através da ativagdo dos receptores glutamatérgicos,

preferencialmente receptores NMDA (fig. lll. 6) (Prast & Philippu, 2001).

Calmodulina

= e
Ca?t : 5
° : :
e Y [ > ] NADPH
Vesicula com ° Arginina

glutamato 0,

bNOS ativada por
Ca?*/calmodulina

NADP * - B~ Citrulina

Neurénio
pre-sinaptico

Fig. Ill.6 — Ativacdo da oOxido nitrico sintase no cérebro (Campbel,

2000).
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O NO é sintetizado pela enzima o6xido nitrico sintase (NOS) que
catalisa a conversédo da L-arginina em L-citrulina produzindo 6xido nitrico
como co-produto, em uma reacdo dependente de NADPH (fig. lll. 7)
(Garthwaite,1991).

O NO é sintetizado por véarios tipos de células, como neurénios,
células endoteliais e macrofagos, por uma familia de trés isoenzimas da
NOS: enzima 6xido nitrico sintase neuronal (n-NOS ou NOS-I), presente
nos neurénios, a enzima oxido nitrico sintase induzivel (i-NOS ou NOS-II),
presente em macréfagos, e a enzima 6xido nitrico sintase endotelial (e-
NOS ou NOS-III), presente no endotélio. Ambas as isoformas n-NOS e e-
NOS sao denominadas constitutivas e ativadas pelo aumento dos ions
Ca?*, e conseqiiente aumento da célcio-calmodulina. Enquanto que a
atividade da forma induzivel € expressa em resposta a estimulos
patolégicos, como microrganismos invasores e € independe da

concentracdo de Ca?* (Alderton et al., 2001; Mayer & Andrew, 1998).
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Fig. lll.7 — Reacado de formacgdo do oxido nitrico. A arginina reage
com o oxigénio produzindo citrulina e NO. A reagdo é catalisada pela

enzima oxido nitrico sintase.
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l11.4.1 — OXIDO NITRICO E MEMORIA

Muitas evidéncias demonstram que a sintese de 6xido nitrico é
fundamental para os processos de plasticidade sinaptica (Schuman &
Madison, 1991) e formacao da memoéria (Bbhme et al., 1993; Ohno et al.,
1993; Yamada et al., 1995).

O NO parece modular a liberacdo de neurotransmissores no
cérebro (Prast & Philippu, 2001). Estudos demonstram que a atividade da
NOS hipocampal encontra-se aumentada imediatamente depois do
aprendizado na esquiva inibitoria, sugerindo que processos dependentes
da NO hipocampal possam contribuir para o aprendizado espacial
(Bernabeu et al., 1995).

Existem basicamente cinco linhas de evidéncias que demonstram o
importante papel do NO sobre o aprendizado e memdéria: Primeiro: a
administracdo de inibidores da NOS, nos estagios de aquisicdo ou no
inicio da consolidacdo da memoria, produz um déficit no aprendizado de
ratos em diferentes tarefas (Baratti & Kopf, 1996; Bernabeu et al., 1995;
Calixto et al., 2001; da Cunha et al., 2005; Estall et al., 1993; Fin et al.,
1995; Huang & Lee 1995; Kopf et al., 2001; Ohno et al., 1993; Yamada et
al., 1995; Zou et al., 1998;); Segundo: o prejuizo de memoria induzido por
inibidores da NOS é prevenido por inje¢bes de L-arginina (substrato da
NOS) em doses que ndo possuem efeito per se sobre a memoéria (Baratti
& Kopf 1996; da Cunha et al., 2005; Huang & Lee 1995; Kopf et al., 2001;

Ohno et al., 1993;) ou por doadores de NO (Meyer et al., 1998); Terceiro:
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doadores de NO, incluindo L-arginina, facilitam a formacdo da memodria
(Fin et al., 1995; Khavandgar et al., 2003; Plech et al., 2003; Zou et al.,
1998); Quarto: um ativador da guanilato ciclase-6xido nitrico melhora a
memdéria e antagoniza o0 prejuizo no aprendizado induzido por
escopolamina (Chien et al., 2005); Quinto: ratos desprovidos do gene
para n-NOS, mas néo para e-NOS, demonstram prejuizo no desempenho
cognitivo (Dere et al., 2001; Kirchner et al., 2004; Weitzdoerfer et al.,
2004).

Apesar de estar descrito que receptores NMDA hipocampais,
poliaminas e NO isoladamente estdo envolvidos nos processos de
formacdo da memodria, € pouco conhecida a relagdo existente entre estes

fatores sobre a memoria.
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Introduction

Polyamines are a group of aliphatic amines with a
polvcationic structure, carrying a positive charge on each
nitrogen atom at physiological pH, which are present at
high concentrations in the brain (Carter 1994). Electro-
physiological and neurochemical evidence suggests that
polvamines modulate N-methyl-p-aspartate (NMDAr)
(Ransom and Stec 1988; Williams et al. 1991; Rock and
MacDonald 1995; Williams 1997) and o-amino-3-hy-
droxy-5-methyl-4-isoxazole propionate receptors ( Pellegrini-
Giampietro 2003}, but pharmacological evidence indicates
that modulation of NMDA receptor functions by poly-
amines is particularly relevant (Cebere et al. 2002; Gibson
et al. 2002; Mayer et al. 2002; Gibson et al. 2003;
Mikolajczak 2003; Ran et al. 2003; Tadano et al. 2004).
It has been suggested that polyamines, in fact, modulate
learning and memory by interacting with the polyamine
binding site at the NMDA receptor (Shimada et al. 1994;
Izquierdo and Medina 1997; Kishi et al. 1998a,b; Rubin et
al. 2000, 2001, 2004). Spermidine (SPD 0.02-20 nmol)
improves memory of the inhibitory avoidance (Rubin et al.
2000, 2001; Berlese et al. 2005) and fear conditioning
(Rubin et al. 2004) tasks when injected into the hippocam-
pus and basolateral amygdala, respectively. Accordingly,
the NMDAr polyamine site antagonist, arcaine {Reynolds
1990; Araneda et al. 1999) impairs memory and prevents
the facilitatory effect of spermidine on memory (Rubin et al.
2000, 2001, 2004). It has also been shown that the
facilitatory effect of spermidine on memory is restricted to
the acquisition and early consolidation phases of memory
because late consolidation and retrieval are not affected by
SPD (Berlese etal. 2005). Because the time dependency of
the effects of SPD on memory is quite similar to that of
NMDA antagomists (Berlese et al. 2005) and there 1s
neurochemical (Sharma and Reynolds 1999) and electro-
physiological (Rock and Macdonald 1992} evidence
implying the NMDAr as a putative site of action for
polvamines, it is rather possible that SPD improves memory
by activating cellular mechanisms downstream from the

34



NMDAr, such as nitric oxide (NO) generation (Aarts et al.
2002}).

NO is a neurotransmitter gas which is synthesized by the
enzyme NO synthase (NOS) in response to NMDAr-
mediated Ca®" currents (Prast and Philippu 2001) or PSD-
95 activation in the central nervous system (Aarts et al.
2002). NOS catalyzes the conversion of rL-arginine to
L-citmlline, producing NO as a coproduct (Garthwaite
1991% in neurons, endothelial cells, and macrophages by a
family of three isoenzymes: a neuronal nifric oxide
synthase (r-NOS), which is constitutively expressed in
neurons and is regulated by Ca'; a constitutive and Ca®'-
dependent type of NOS, which is present in the endothelial
cells (e-NOS) of the vasculature; and an inducible Ca”'-
independent NOS (i-NOS), which is expressed upon
induction by cytokines in macrophages (Mayer and
Andrew 1998). The hippocampus expresses both e-NOS
and n-NOS, but data regarding the expression of i-NOS in
nonpathological situations in the hippocampus are con-
flicting (Liu et al. 2003). Increased »-NQOS and e-NOS
expression has been associated to hippocampal function
improvement by estrogens (Grohe et al. 2004), and
hippocampal NOS activity increases immediately after
inhibitory avoidance learning (Bernabeu et al. 19935). These
findings are in agreement with the view that NO modulates
neurotransmitter release in the brain (Prast and Philippu
2001) and may also underlie activity-dependent changes
during synaptic strength, which have been implicated in
learning and memory (lzquierdo and Medina 1995;
Hélscher 1997; Susswein et al. 2004).

There are basically five lines of evidence supporting a
role for NO in learning and memory. First, NOS inhibitors
administration before acquisition or at the early, but not at
late stages of memory consolidation, impairs the memory
of various tasks in rodents (Estall et al. 1993; Ohno et al.
1993; Bernabeu et al. 1993; Fin et al. 1995; Huang and Lee
1995; Yamada et al. 1995; Baratti and Kopf 1996; Zou et
al. 199%; Kopf et al. 2001 ; Calixto et al. 2001; da Cunha et
al. 2005). Second, the cognitive impairment induced by
NOS inhibitors is prevented by the injection of L-arginine,
the NOS substrate, at doses that have no effect on memory
per se (Ohno et al. 1993; Huang and Lee 1995; Baratti and
Kopf 1996; Kopf et al. 2001; da Cunha et al. 2005) or by
NO donors (Meyer et al. 1998). Because the NOS
inhibitors used in these studies are competitive, the reversal

Fig. 1 a Drawing adapted from
Paximos and Watson (1986)
showing the area (Mlack) where
the infusions were considered
correctly placed. b Micrograph
{40y showing the lesion caused
by the cannula and injection
needle in the dorsal hippocam-
pus. Note that infusions were
bilateral

of their deleterious effect on memory by the NOS substrate
is particularly elegant, from the biochemical point of view
(but see Roehrs et al. 2004). Third, NO donors, including
L-arginine, facilitate memory formation (Fin et al. 1995;
Zou et al. 1998; Khavandgar et al. 2003; Plech et al. 2003)
and antagonize age-related memory deficits (Pitsikas et al.
2005). It is interesting to note that memory facilitation
induced by r-arginine is prevented by L-NAME, a
nonspecific NOS inhibitor {Plech et al. 2003). Fourth, a
nitric oxide-guanylate cyclase activator enhances learning
behavior and antagonizes scopolamine-induced learning
impairment (Chien et al. 2005). Fifth, mice, lacking the
gene for n-NOS but not for eNOS, show impaired
cognitive performance (Dere et al. 2001; Kirchner et al.
2004; Weitzdoerfer et al. 2004). Although the polyamine’s
effects on memory seem to be linked to the NMDAr, up to
now, no study has addressed if these effects involve NO
production. Therefore, in this study, we investigated
whether NOS inhibitors alter memory facilitation cansed
by intrahippocampal spermidine in rats.

Materials and methods
Animals

A total of 298 experimentally naive male Wistar rats (230~
250 g), from the animal house of the Federal University of
Santa Maria, housed five to a cage on a natural day/night
cycle ata temperature of 21°C with free access to water and
standard laboratory chow (Guabi, Santa Maria, RS, Brazil)
ad libitum were used. All animal experimentation reported in
this study was conducted 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 0206).

Experiment 1

To define the highest dose of L-NAME (intrahippocampus}
that would not impair memory per se but that could be able
to prevent the facilitatory effect of spermidine on
subsequent experiments, a dose—effect determination

Hippocampus

(CATD area)
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curve for L-NAME was performed. --NAME doses (0.001-
0.1 nmol) were selected based on previous studies (Royes
et al. 2005).

Rats were implanted under thiopentobarbital anesthesia
(30 mg/keg, i.p.) with two 27-gauge guide cannulae which
were aimed 1 mm above the CAl region of the dorsal
hippocampus (Fig. 1) at the A, 4 mm; L, 3.0 mm; V,
2.0 mm coordinates of the Atlas of Paxinos and Watson
(1986). Immediately after the surgical procedure, stylets
were infroduced into the cannulae to prevent bacterial
contamination and maintain their patency.

One week after surgery, the animals were subjected to a
single training session in a step-down inhibitory avoidance
apparatus, which consisted of a 25%25=35-cm box with a
grid floor whose left portion was covered by a 7=25-cm
platform, 2.5 ¢m high. The rat was placed gently on the
platform facing the rear left comer, and when the rat
stepped down with all four paws on the grid, a 3-s 0.4-mA
shock was applied to the grid. Immediately after training, a
0.5 ul/side over 1 min of vehicle [100 nmol phosphate-
buffered saline (PBS), pH 7.4] or N9 Nitro-L-arginine-
methyl ester (L-NAME; Sigma, Saint Louis, MO} (0.001-
0.1 nmol/ hippocampus) was bilaterally injected into the
hippocampus of the animals.

The animals were not previously adapted to the
microinjection procedure. The injections were performed
using a 30-gauge needle that fitted into the guide cannula,
with the tip of the infusion needle protruding 1.0 mm
beyond that of the guide cannula and, therefore, aimed at
CAl in the dorsal hippocampus. After the infusions were
completed, the injector needles were left in place for an
additional 30 s. After the injections, they were returned to
their home cage and tested for retention 24 h later.

Test step-down latency was taken as a measure of
retention, and a cut-off time of 300 s was established.
Immediately after the inhibitory avoidance test session, the
animals were transferred to an open-field measuring
56x40=30 cm, with the floor divided into 12 squares
measuring 12x12 cm each. The open-field session lasted
for 5 min and dunng this time, an observer, who was not
aware of the pharmacological treatments, recorded the
number of crossing responses and rearing responses
manually. This test was carried out to identify motor
disabilities, which might influence inhibitory avoidance
performance at testing. Injection placements were histo-
logically verified, as described elsewhere (Rubin et al.
1997}, Only data from the animals with correct cannula
placement were analyzed.

Statistical analysis of test step down latencies was
carried out by Kruskal-Wallis test. Crossing and rearing
responses were analyzed by one-way ANOVA. Differences
were considered significant when p=0.05.

Experiment 2

Once determined that L-NAME at the dose of 0.1 nmol
(intra-hippocampus) did not alter memory per se, we tested
whether this dose of I-NAME reverted the facilitatory

effects of spemmidine (0.2 nmol, intrahippocampus). The
experimental protocol used was the same described above,
except that immediately after training, the animals received
a single bilateral injection of vehicle [ 100 nmol phosphate-
buffered saline (PBS), pH 74], .-NAME (0.1 nmol/
hippocampus), N-[3-aminopropyl]-14-butanediamine tri-
hydrochlonde (spermidine; Sigma, Saint Louis, MO, USA)
(0.2 nmolhippocampus), or t.-NAME (0.1 nmol/hippo-
campus) plus spemidine (0.2 nmol/ hippocampus). The
dose of spermidine of 0.2 nmol/hippocampus was selected
because it improves memory of the inhibitory avoidance
task (Rubin et al. 2000).

The test session was camried out 24 h after training and,
immediately after the test, the animals were subjected to the
open field test and histological examination, as described
above. Statistical analysis of test step-down latencies was
caried out by the Scheirer—Ray-Hare extension of the
Kruskal-Wallis test (nonparametric two-way ANOWVA).
Differences were considered significant when p=0.05.

Experiment 3

To test the involvement of »-NOS in the memory
facilitation induced by spermidine, we decided to test
whether the specific #-NOS inhibitor 7-nitroindazole 7-NI;
Sigma, Saint Lows, MO, USA) prevented spermidine
effects. First, a dose—effect determination curve for 7-NI
was performed to find out the highest dose of the n-NOS
inhibitor that had no effect on memory per se.

The animals were injected with 7-NI (130 mg/'kg, i.p.)
or vehicle (sunflower oil), 30 min before training. The drug
dose and administration parameters were selected because
they block spatial learning (Hélscher et al. 1996) and
produce 85% inhibition of #-NOS§ activity (Mackenzie et
al. 1994}, In addition 7-NI doses higher than 30 mg/kg
cause antinociception (Moore et al. 1993).

The test session was camried out 24 h after training and,
immediately after the test, the amimals were subjected to the
open-field test and histological examination, as described
above. Statistical analysis of test step-down latencies was
carned out by one-way ANOWVA. Differences between
means were considered significant when p=0.05.

Experiment 4

The involvement of #-NOS in the facilitatory effects of
spermidine on memory was tested by administrating
vehicle (sunflower oil) or 7-NI (30 mg/kg, i.p.) 30 min
before training and, immediately after training, with 0.5 pl
of wvehicle [100 nmol phosphate-buffered saline (PBS),
pH 7.4] or spermidine (0.2 nmol‘hippocampus). The test
session was carried out 24 h after training and, immediately
after the test, the animals were subjected to the open-field
test and histological examination, as described above.
Statistical analysis of test step-down latencies was carned
out by the Scheirer-Ray—Iare extension of the Kruskal-
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Wallis test (nonparametric two-way ANOVA). Differences
were considered significant when p=0.05.

Experiment 5

Nitrite and nitrate (NOy) levels, that are the end products of
NO conversion, were measured in the hippocampi of
animals subjected to the protocol of injection of NOS
inhibitors and spermidine described above. The experi-
mental protocol used was essentially the same as described
in “Expenment 2" and “Experiment 47, except that the
animals were killed 30 min after the injections. Rats were
killed by decapitation, and the hippocampi were rapidly
dissected on ice and homogenized in 500 ul of 200 mM
ZnS0y plus 500 pl of 96% acetonitrile. The samples were
centrifuged at 3,000<g at 4°C for 30 min and the
supernatants were used for the assays. The resulting pellet
was suspended in NaOH (3 M) for protein determination
according to the method of Bradford (1976) with bovine
serum albumin as the standard. NO, content in the
supernatant was estimated i a medium containing
400 ul of 2% VCl, (in 5% HCI), 200 ul of 0.1% N-(1-
naphthyl) ethylene-diamine dihydrochloride, 200 wl of 2%
sulfanilamide (in 5% HCI). After incubating at 37°C for
60 min, nitrite levels were determined spectrophotome-
trcally at 540 nm, based on the reduction of nitrate to
nitrite by VCly (Miranda et al. 2001). Tissue nitrite and
nitrate levels were expressed as nanomole of NOw/
milligram of protein. Statistical analysis of NOy content
was carned out by a two-way (2x2) ANOVA. Differences
between means were considered significant when p=<0.03.

Results
Experiment 1

Table 1 shows the effect of the intrahippocampal injection
of t-NAME (0.001-0.1 nmol) immediately after training
on test step-down latencies. Statistical analysis (Kruskal-
Wallis test) revealed that .L-NAME did not alter step-down
latencies at testing (A value shown in the table). Table |
also shows the effect of .-NAME on the exploratory
behavior in an open field, immediately after the inhibitory
avoidance testing session. Statistical analysis of open-field
data (one-way ANOVA) revealed that .-NAME injection
did not alter the number of crossing or rearing responses in
a subsequent open-field testing session (F values shown in
the table), suggesting that its injection, immediately after
training, did not cause gross motor disabilities at testing.
The dose of -NAME to be used in the subsequent
experiments (0.1 nmol) was chosen based on its lack of
effect on memory per se in this experiment, and because
this dose of L-NAME prevented the convulsions and
oxidative damage induced by methylmalonic acid, a
neurotoxic organic acid whose mechanism of action
involves NMDAr activation (Royes et al. 2005).

Table 1 Effect of intrahippocampal L-NAME (0.001-0.1 nmol)
administered immediately after traming on the mhibitory avoidance
task performance of rats (measured as the test step-down latency)
and on the behavior of rats (number of crossing and rearing
responses) i the open field immediately after the inhibitory
avoidance testing session

Giroup Step down Crossing Rearmg N
latency (s)

PBS (100 nmol) 85 (15-300) 235360 67824 10

L-NAME 126 (15-298) 132646 40£1.6 g

{0.001 nmaol)

L-NAME 40 (15-253) 14.1£50 57«15 8

(0,01 rmoly

L-NAME 116 (31-300) 12,541 4.5¢1.1 9

(0.1 nmaol)

Statistical H{3F1.05, Fi3=0.93, F;5=045,

maalysis p=0.05 p=0.05 p0.05

Data are median (interquartile ranges) or means+3EM
N number of animals in each group

Experiment 2

Figure 2 shows the effect of the intrmhippocampal
administration of -NAME (0.1 nmol), spermidine
(0.2 nmol), and their coadministration immediately after
training on step-down latencies at testing. Statistical
analysis (nonparametric two-way ANOWVA) showed a
significant spermidine or PBS wvs -NAME or PBS
interaction [H(1}=4.56; p<0.05], revealing that the coin-
jection of the nonspecific NOS inhibitor prevented the
memory facilitation induced by spermidine. These resulis
suggest that memory improvement induced by spermidine
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Fig. 2 Coadministration of 1-NAME (0.1 nmol, intrahippocampus)
immediately after taining prevents the memory improvement nduced
by spermidine (0.2 nmol). Phosphate-buffered saline (200 mM), pH 7.4
was used as vehicle. Data are mediantinterquartile ranges for 15-18
animals in each group
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Table 2 Effect of the immediately after traming intrahippocampal
coadministration of L-NAME (0.1 nmol) and'or spermidine (SPD,
0.2 nmaol) on the behavior of rats in the open field immediately after
the imhibitory avoidance testing session

Giroup Crossing Rearing N
PBS/FBS 276434 64+13 15
PBS/SPD 202438 92+12 18
L-NAME/PBS 294435 T0x1 4 16
L-NAME/SPD 212434 53«10 17

Statistical analysis

Interaction F =184, =005 F| =326, p=0.05
Polyamine factor Fi 27037, p=005 F) 570019, p=0.05
NOS inhibitor factor F g,=0.72, p=005 F| 5=1.63, p=0.05

Data are means+SEM
N number of animals m each group

depends on NO formation. Table 2 shows the effect of
L-NAME, spermidine, and of their coadministration on the
exploratory behavior in an open field immediately after the
inhibitory avoidance testing session. Statistical analysis of
open-field data (two-way ANOVA) revealed that pharma-
cological treatment did not alter the number of crossing or
rearing responses in a subsequent open-field testing session
(F values shown in the table), suggesting that none of the
compounds tested caused gross motor disabilities at
testing.

Experiment 3

Table 3 shows the effect of the systemic administration of
7-NI {1-30 mg/kg, i.p.) or vehicle (sunflower oil), 30 min
before training, on the test step-down latencies. Statistical
analysis (Kmskal-Wallis test) revealed that 7-NI did not
modify test step-down latencies (H value shown in the
table). Table 3 also shows that 7-NI did not alter the
exploratory behavior in an open field, a test performed
immediately after the inhibitory avoidance testing session
(F values shown in the table). These results suggest that
7-NI injection, 30 min before training, did not cause gross
motor disabilities at testing.

Experiment 4

The effect of the before training administration of 7-NI
(30 mg/kg, ip.) on the promnesic effect of spermidine is
shown in Fig. 3. Statistical analysis (nonparametric two-
way ANOWVA) showed only a significant effect of
pretreatment [oil or 7-NI, H(1)}=4.95; p<0.05], revealing
that 7-NI impaired memory per se In this experiment.
Table 4 shows the effect of 7-NI, spermidine and of their
association on the exploratory behavior in an open field
immediately after the inhibitory avoidance testing session.
Statistical analysis of open-ield data (two-way ANOVA)
revealed that neither the compounds alone, nor their
association altered the number of crossing or rearing

Table 3 Effect of 7-NI (1-30 mg/dkg, i.p.) 30 min before training on
the inhibitory aveidance task performance of adult rats {measured as
the test step-down latency) and on the behavior of rats (number of
crossing md rearing responses) in the open field immediately after
the inhibitory avoidance testing session

Giroup Latency (5)  Crossing Rearing N
OIL o4 (16-300y  24.4+3.1 7.6£1.7 15
7-NI 32 (9-300) 250440 12.0£1.6 15
(1 mg/kg)
T-NI 17 (11-300)  23.1+33 8.4£1.3 15
(10 mg/kg)
T-NI 20 (15-300p  20.3+2.9 T.0£1.2 15
(30 mg/kg)
Statistical analysis H(3 =1 .46, Fiss=038,  Fiys6=220,

p0 05 P05 pe=0.05

Data are median (interguartile ranges) or means+SEM
N number of animals in each group

responses in a subsequent open-field testing session
(F values shown in the table).

Experiment 5

Figure 4 shows the hippocampal levels of NO, after the
intrahippocampal administration of L-NAME (0.1 nmol)
plus spermidine (0.2 nmol) immediately after training.
Statistical analysis (two-way ANOVA) revealed a signif-
icant cotreatment (L-NAME or PBS) by treatment (SPD or
PBS) interaction [F{1.23)=8.10, p<0.01], indicating that
the administration of .-NAME prevented the NO, increase
induced by spermidine.

Figure 5 shows the hippocampal levels of NO, after the
systemic administration of 7-NT (30 mg/kg) 30 min before
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Fig. 3 7-NI (30 mgkg, ip. 30 min before taining) impairs
memaory. Data are medimn+interguartile ranges for 15 animals in
each group. Phosphate-buffered saline (200 mM), pH 7.4 was the
vehicle for spermidine. Sunflower oil was the vehicle for 7-N1
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Table 4 Effect of 7-N1 (30 mg/kg, i.p., 30 min before traming) and
spermidine (SPD, 0.2 nmol, mwahippocampus, mmediately after
training) on the behavior of rats in the open field immediately after
the inhibitory avoidance testing session

Group Crossing Rearing N
OILPBS 16,127 5.8£1.0 15
OIL/SPD 14.0+4.5 5213 15
T-NLPBS 19.1+4.0 8.2+2.0 15
T-NISPD 13425 6014 15
Statistical analysis

Interaction Fi =024, p=-005 F| =025, p=0.05

Polyamine factor Frse=1.17, p=005 F| 54=0.79, p=0.05
NOS inhibitor factor Fy 55=0.12, p=005 F| 55=1.04, p=0.05

Data are means+SEM
N number of animals m each group

training and/or spermidine (0.2 nmol) immediately after
training. Statistical analysis (two-way ANOVA) revealed a
significant effect of treatment [PBS or SPD: F(1,46)=5.0,
p=0.03], and a tendency towards an effect of pretreatment
[oil or 7-NI: F(1,46)=3.49; p=0.068]. These results confirm
the stimulatory effect of SPD on NO, levels, and reveal a
tendency of systemic 7-NI to paradoxically increase nitrate
levels in the hippocampus.

Discussion

In this study, we showed that L-NAME, a nonselective
inhibitor of NOS, prevent the facilitatory effects of
intrahippocampal administration of SPD on memory. The
intrahippocampal injection of t-NAME prevented SPD-
induced increase of hippocampal NO, levels. The systemic
injection of 7-N1, a NOS inhibitor that has been considered
more selective for the neuronal subtype (Hilscher et al.
1996, but see Alderton et al. 2001), caused memory
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Fig. 4 Coadministation of t-NAME (0.1 nmol, mtrahippocampus)
immediately after traming prevents the merease of NOy, levels mduced
by spermidine (0.2 nmol). Phosphate-buffered saline (PO N200 mb ),
pH 7.4 was the vehicle for L-NAME. Data are mean£5EM for six to
seven animals in each group
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Fig. 5 7-NI {30 mgkg, ip.) does not alter spermidine {0.2 nmol)-
induced increase of MOy levels in the hippocampus. Phosphate-
buffered salime (POLM200 mM), pH 7.4 was the vehicle for
spermidine. Sunflower oil was the vehicle for 7-NI1. Data are mean+
SEM for 13-14 animals in each group

impaimment in one of our experiments, and tended to
paradoxically increase hippocampal NO, levels. We also
showed that all pharmacological treatment used in the
present study did not alter locomotor behavior at testing,
suggesting that the behavioral effects currently reported
cannot be attributed to possible unspecific motor effects.

The reversal of the facilitatory effects of the intrahippo-
campally injected spermidine on step-down inhibitory
avoidance by an intrahippocampally administered nonspe-
cific NOS inhibitor has interesting implications. The first is
that it suggests that the synthesis of NO in the hippocampus
as a mechanism for the facilitatory effects of spermidine on
memory. This is cormborated by the demonstration that
spermidine mcreases NOy production, and that coadmimis-
tration of L-NAME prevents spermidine effects on nitrate
levels (Fig. 4). Second, it constitutes experimental evidence
against the inhibition of NOS as a possible mechanism of
action for polyamines on memory (Hu et al. 1994) because
spermidine increased NOy production and improved
memory. In fact, our data support exactly the opposite,
1.e., that memory improvement induced by intrahippocam-
pal spermidine is related to increased NOS activity and NO
production. As pointed out before (see the “Introduction”
section), a significant number of studies have shown that
NOS inhibitors impair or have no effect (Maren 199%;
Johnson et al. 2000; Vanaja and Ekambaram 2004) on
memory acquisition, consolidation, and retreval but to our
knowledge, no study has unequivocally described memory
improvement by NOS inhibitors (see the results obtained
with 7-NI, below).

Once determined that the hippocampal NOS activity was
involved in the facilitatory effects of spermidine on
memory, we tried to determine the NOS 1soform mediating
such an effect. The systemic injection of 7-NI, at a dose
reported to cause B3% inhibition of »#-NOS activity
(Mackenzie et al. 1994, but see Alderton et al. 2001 and
Watts et al. 2005}, impaired memory. In fact, although 7-NI
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had no effect on memory in the experiment that determined
the dose to be used in the other experiments, it caused a
significant deleterious effect on memory in the experiment
that investigated whether NOS inhibitors alter the facil-
itatory effect of spermidine on memory. This confirms the
view that NOS inhibitors have deleterious effects on
memory. Spermidine increased NO, levels in the hippo-
campi in this experiment, replicating the results of the
experiment with L-NAME. Surprisingly, however, the
systemic administration of 7-NI tended to increase hippo-
campal NOy levels. Regarding this point, it is important to
mention that a recent study has described that the infusion
of 7-NI or L-NAME paradoxically increases nitrite produc-
tion in the hippocampus (Watts et al. 2003). The same study
has also shown that the infusion of 7-NI causes a biphasic
long-lasting increase in nitte production, which is
maintained for 2 h after its removal from the infusing
dialysis solution. Our results agree with the results of Watts
et al. (2005) because we found increased levels of KOy, after
systemic 7-NI adminmistration. According to that study,
L-NAME does not cause such a long-lasting increase in NO
production because nitrite production decreases as infusion
stops and, importantly, the infusion of L-NAME decreases
NMDA-induced nitnte production below basal levels. This
indicates that L-NAME may revert NMDA-induced nitrite
production, although it may cause increase in NO levels
when injected alone. Our results are, again, in agreement
with the data Watts et al. because the intrahippocampal
infusion of .-NAME (0.1 nmol) was able to fully prevent
the nitrite production induced by spermidine coinfusion,
although we did not find a significant increase in nitrate
levels in the hippocampi of animals injected only with
L-NAME.

Considering the discussion above and the fact that 7-NI
present similar 1C s, for iNOS, nNOS, and eNOS (Alderton
et al. 2001), a finding that questions whether 7-NI is a
selective nNOS inhibitor, one must interpret all the results
obtained with NOS inhibitors with caution. However,
based on the different protocols of 7-KI and L-NAME
administration in this study, we may speculate about
possible mechanisms underlying the differential effect of
both NOS inhibitors on memory and nitrite production.

Our results support that the systemic injection of 7-NI
(30 mg/kg) impairs memory and that such an effect is not
due to a decrease of NO production in the hippocampus.
Although we do not have experimental evidence for other
effects of 7-NI in these animals, it is possible that the
currently reported effects of 7-NI are due to an action on a
system other than the nitrergic system, or on cerebral
structures other than the hippocampus. Regarding this
point, it Is worth pointing out that Maren (1998) has
proposed that 7-NI's lack of effect on context conditioning
may be related to its differential ability to inhibit LTP in
different hippocampal regions, to the presence of multiple
form of NOS, or because context conditioning can be
acquired in the absence of the hippocampus. On the other
hand, the injection of -NAME into the hippocampus
prevented both SPD-induced NOyx increase and promnesic
effects. If we assume that an action at other cerebral

structures is less probable when the intrmhippocampal
injection protocol is adopted, we may suggest that the
results reported in this study indicate that SPD effects on
memory are linked to the activation of nitrergic mechan-
isms in the hippocampus. It is also worth mentioning that
the protocol of coinjection of the drugs in the same solution
in the hippocampus can proportionate pharmaceutical
interactions. Although -NAME and spermidine are
chemically stable compounds, we cannot rule out the
possibility that some other pharmaceutical interaction may
have contributed to the effects reported in this study.

In summary, in this study, we show that memory-
facilitating effects of spermidine seems to depend on
hippocampal NOS activity, and that the intmhippocampal
administration of an inhibitor of NOS, at a dose that causes
no effect on memory per se, prevents the facilitatory effect
of hippocampally administered spemidine. Our results
suggest that the participation of NOS in the facilitatory
effect of spermidine on the memory of the inhibitory
avoidance task. However, further studies are necessary to
clarify the paradox of the stimulatory effects of 7-NI on
NQOyx production, and the mechanisms by which this
compound impairs memory.
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V. DISCUSSAO



Discussédo

No presente estudo, foi avaliado o envolvimento do NO no efeito
facilitatorio sobre a memoria induzido pela administracao intra-hipocampal
de SPD na tarefa de esquiva inibitria em ratos.

O L-NAME, um inibidor ndo seletivo da NOS, preveniu o efeito
facilitatério da administracéo intra-hipocampal de SPD sobre a memoria
de ratos, na tarefa de esquiva inibitoria, e preveniu o aumento dos niveis
de nitrito e nitrato (NOx) induzido por SPD. A injecédo sistémica de 7-NI
piorou a memodria e tendeu, paradoxicalmente, a aumentar o nivel de NOx
hipocampal. N6s também demonstramos que nenhum dos tratamentos
farmacoldgicos usados neste estudo alterou o comportamento locomotor
dos animais, sugerindo que os efeitos comportamentais ndo sao
atribuidos a possiveis efeitos motores inespecificos.

A prevencdao do efeito facilitatério da memoéria induzido por SPD na
tarefa de esquiva inibitéria através da administracdo intra-hipocampal de
L-NAME sugere o aumento da sintese de NO no hipocampo como um
possivel mecanismo de acdo da SPD sobre a melhora da memodria.
Sendo esta evidéncia confirmada pelo aumento na producdo de NOx
induzido por SPD e pela co-administracdo de L-NAME prevenindo o efeito
da SPD sobre este aumento nos niveis de NOx.

Estd descrito que as poliaminas podem atuar inibindo a enzima
oxido nitrico sintase (Hu et al., 1994). Nossos dados demonstraram que
SPD melhorou a memoria e aumentou a producdo de NOyx, comprovando

exatamente o oposto, uma vez que, a melhora da meméria induzida pela
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Discussédo

injecdo intra-hipocampal de SPD esta relacionada com o aumento na
atividade da NOS e producéo de NO.

Além do mais um significante nimero de estudos tem demonstrado
gue inibidores da NOS prejudicam ou ndo tem efeito sobre a aquisi¢éo,
consolidagdo ou evocacdo da memoéria(Johnson et al., 2000; Maren,
1998; Vanaja & Ekambaram, 2004), porém, nenhum estudo descreveu
melhora da memoria atraves de inibidores da NOS.

Demonstramos que a atividade da NOS hipocampal esta envolvida
nos efeitos facilitatérios da SPD sobre a memdéria, em seguida nds
tentamos determinar qual a isoforma da NOS esta por trds deste efeito.
Para isso utilizamos o 7-NI, um inibidor seletivo para a NOS neuronal.

Com a finalidade de determinar a dose a ser usada no
experimento de reversdao da melhora da memoria causada por SPD,
realizamos uma curva de 7-NI (1-30 mg/kg). Neste experimento nenhuma
das doses testadas foi capaz de causar piora da memodria nos ratos.
Levando em consideragdo esse dado e que, segundo Mackenzie e
colaboradores (1994), a administracédo sistémica de 7-NlI, na dose de 30
mg/kg, inibe 85% da atividade da n-NOS, escolhemos essa dose para o
experimento de reversado. Porém, inesperadamente, essa mesma dose de
7-NI piorou a memoria dos ratos no experimento em que investigamos o
seu efeito sobre a melhora da memoria causada pela administracéo intra-
hipocampal de SPD. Uma possivel explicacdo para esses resultados

controversos poderia ser devido a variagdo sazonal do comportamento

45



Discussédo

dos animais, ja que os dois conjuntos de experimentos foram realizados
em épocas diferentes do ano.

Surpreendentemente, a administracdo sistémica de 7-NI tendeu a
aumentar os niveis de NOx hipocampais. Com relacdo a este ponto, é
importante mencionar um recente estudo que descreve que a infusdo de
7-NI ou L-NAME paradoxalmente aumenta producdo de nitrito no
hipocampo (Watts et al. 2005). O mesmo estudo também mostrou que a
infusdo de 7-NI causa um aumento bifasico duradouro na produgédo de
nitrito, que € mantido por duas horas depois da remocao da solucdo de
dialise infundida. Nossos resultados estdo de acordo com os resultados
de Watts e colaboradores (2005), uma vez que, os niveis de NOx
aumentaram uma hora depois da administracdo sistémica de 7-NI. De
acordo com o estudo, L-NAME ndo causa um aumento duradouro na
producgéo de nitrito, porque a producéo de nitrito diminui com o término da
infusdo, e o mais importante, a infusdo de L-NAME diminui a producgéo de
nitrito induzida por NMDA abaixo dos niveis basais. Isto indica que L-
NAME pode reverter o aumento na producdo de nitrito induzida por
NMDA, embora possa causar um aumento nos niveis de NO quando
injetado sozinho. Nossos resultados estdo, novamente, de acordo com 0s
dados de Watts e colaboradores (2005), uma vez que, a infusdo intra-
hipocampal de L-NAME (0,1 nmol) foi capaz de prevenir completamente o

aumento da producdo de NOy induzida pela co-infusdo de SPD, embora
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nés ndo achamos um aumento significante nos niveis de NOx no
hipocampo de animais injetados apenas com L-NAME.

O 7-NI é um inibidor da NOS considerado mais seletivo para o
subtipo neuronal (HOoIscher et al.,, 1996). Entretanto alguns estudos
demonstram que 7-NI ndo é um inibidor seletivo da n-NOS, uma vez que,
deve-se referir a inibidores seletivos para uma isoforma da NOS em
particular, se o efeito de seletividade for demonstrado a nivel da enzima
isolada, além dos efeitos farmacoldgicos em células e in vivo, 0 que nao
ocorre com 7-NI (Alderton et al., 2001). Considerando a discussdo acima
e o fato do 7-NI apresentar IC50 semelhante para i-NOS, n-NOS, e e-
NOS (Alderton et al. 2001), a questdo se 7-NI € um inibidor seletivo da n-
NOS, deve ser interpretada com cautela.

Portanto, baseado nos diferentes protocolos de administragéo de 7-
NI e L-NAME neste estudo, nés podemos especular sobre os possiveis
mecanismos que estao por trds dos diferentes efeitos de ambos inibidores
da NOS sobre a memoria e produgdo de NOx.

Sabemos que ambas as isoformas e-NOS e n-NOS estdo
presentes no hipocampo (Liu et al., 2003) e que o NO gerado por elas
parece contribuir para alguns eventos como a plasticidade sinaptica (Bon
& Garthwaite, 2003). Estudos com camundongos trangénicos sugerem
gue uma isoforma pode compensar o efeito da outra (Son et al., 1996).

Nossos resultados sugerem que a administracao sistémica de 7-NI

poderia estar inibindo apenas a isoforma neuronal da NOS e causando
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assim uma super expressao da isoforma endotelial, 0 que ocasionaria um
aumento na producdo de NO, mesmo com a administracdo de um inibidor
da NOS. Podemos sugerir isto, uma vez que, nao esta claro se o 7-NI é
inibidor seletivo para a isoforma neuronal da enzima NOS .

Por outro lado, L-NAME além de ser um inibidor que ndo possui
seletividade para as isoformas da NOS foi administrado diretamente na
estrutura, o que pode ter provocado uma inibicdo nas mesmas proporgcdes
para ambas as isoformas.

Nossos resultados sugerem que o prejuizo da memdéria causado
pela a injecdo sistémica de 7-NI (30 mg/kg) ndo é devido a uma
diminuicdo na producdo de NOx no hipocampo. Embora ndo tenhamos
evidéncia experimental de outro efeito do 7-NI nestes animais, é possivel
que o efeito relatado do 7-NI seja devido a uma acao sobre um sistema
diferente do sistema nitrérgico ou em estruturas cerebrais diferentes do
hipocampo, uma vez que, este composto foi administrado por via
sistémica.

Um suposto mecanismo, diferente do nitrérgico, para o efeito do 7-
NI sobre a memoria, pode ser através da liberagdo de dopamina.
Wegener e colaboradores (2000) demonstraram que a administragdo
sisttmica de 7-NI causa um aumento nos niveis de dopamina no
hipocampo, o qual ndo é revertido pela adi¢do de L-arginina, substrato da
enzima NOS. Assim, pode-se questionar se 0 aumento nos niveis de

dopamina ocorre realmente por um mecanismo nitrérgico. Desta maneira,
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podemos sugerir que 0 prejuizo de memoéria na tarefa de esquiva
inibitoria, obtido pela administracdo de 7-NI, possa ocorrer pela liberacdo
de dopamina. Uma vez que, a estimulacdo de receptores dopaminérgicos
prejudica a memoria espacial de trabalho (Zahrt et al., 1997). Além disso,
diferentes regides do encéfalo podem ser inibidas diferentemente pela
administragao sistémica de 7-NI (Kalish et al., 1996).

Por outro lado, a injecao intra-hipocampal de L-NAME preveniu o
aumento de NOx induzido por SPD. Se n0s assumimos que com injecao
intra-hipocampal de L-NAME o mesmo ndo atua em outra estrutura
cerebral que ndo o hipocampo nds podemos sugerir que os resultados
deste estudo indicam que os efeitos da SPD sobre a memoria estdo
ligados a ativacdo de mecanismos nitrérgicos no hipocampo. Também
vale mencionar que o protocolo de co-injecdo das drogas em uma mesma
solucdo no hipocampo pode proporcionar interagcbes farmacéuticas.
Embora L-NAME e SPD sejam substancias quimicamente estaveis, nao
podemos descartar a possibilidade de que alguma outra interagéo
farmacéutica possa contribuir para os efeitos relatados neste estudo.

Em resumo, neste estudo, n6s mostramos que o efeito facilitatorio
da memoria induzido por SPD parece depender da atividade da NOS
hipocampal, e que a administragao intra-hipocampal de um inibidor da
NOS, em uma dose que ndo causa efeito per se sobre a memoaria, previne

este efeito.
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Nossos resultados sugerem a participacdo da NOS no efeito
facilitatorio da memoria na tarefa de esquiva inibitoria induzido pela SPD.
Entretanto, estudos adicionais sao nhecessarios para esclarecer o
paradoxal efeito estimulatério do 7-NI sobre a producdo de NOx, e o0s

mecanismos pelo qual esta substancia prejudica a memodria.
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Conclusobes

Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que:

A administracdo intra-hipocampal de L-NAME, um inibidor n&o
seletivo da NOS, e a administracdo sistémica de 7-NI, um inibidor
seletivo da n-NOS, ndo produziram efeito sobre a memoéria na

tarefa de esquiva inibitoria em ratos.

A administragdo intra-hipocampal de L-NAME, mas ndo a
administragdo sistémica de 7-NI, foi capaz de prevenir o efeito
facilitatério sobre a memaria induzido por SPD. Além disso, neste
experimento, a administracdo de 7-NI causou déficit de memoria

dos ratos na tarefa de esquiva inibitoria.

A administragdo intra-hipocampal de L-NAME, mas ndo a
administragdo sistémica de 7-NlI, preveniu 0 aumento nos niveis de
nitrito e nitrato hipocampais induzidos pela administragcédo intra-

hipocampal de SPD.
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