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As poliaminas enddgenas, putrescina, espermina e espermidina sdo aminas alifaticas
que atuam como moduladores enddgenos de diversos canais iénicos, incluindo o subtipo de
receptor glutamatérgico N-metil-D-aspartato (NMDA-R) os quais estdo envolvidos com
plasticidade sinaptica e formagao de circuitos neurais, consequentemente em processos de
aprendizagem e memdria. No entanto, ndo se sabe o papel das poliaminas administrados
sistemicamente sobre o aprendizado do medo condicionado Pavloviano. Neste teste
comportamental, um estimulo condicionado neutro (CS), tal como um tom, provoca
respostas comportamentais depois da associagao com um estimulo incondicionado aversivo
(US), como um choque. Quando a associagdo CS-US é aprendida, respostas fisiologicas e
comportamentais inatas aparecem tal como o comportamento de congelamento. Assim nés
investigamos o efeito da administracao intraperitoneal de espermidina, um agonista do sitio
das poliaminas no NMDA-R, da arcaina, um antagonista do sitio das poliaminas no receptor
NMDA, em uma determinada janela de tempo (0-360 min apds o treino) e do MK-801, um
antagonista ndo competitivo do NMDA-R, sobre a consolidagdo da memoria na tarefa do
medo condicionado classico em ratos. Para isso, os ratos foram treinados, recebendo trés
pareamentos de tom (10 seg-2.000 Hz, 90 dB) e choque (1 seg-0,6 mA) nas patas com
intervalos de 40 segundos e imediatamente apos o treino recebiam inje¢des intraperitoneal
de espermidina (1-100 mg/kg), arcaina (0,1-10 mg/kg), MK-801 (0,001-0,1 mg/kg),
associacao de espermidina (100 mg/kg) e arcaina (0,1 mg/kg) ou associacdo de
espermidina (100 mg/kg) e MK-801 (0,001 mg/kg). Apds 24h foram testados na tarefa do
medo condicionado contextual e 48 h apds ao medo condicionado ao tom. A administragao
de arcaina (0-180 min apds o treino) e do MK-801 diminuiu, enquanto que espermidina
aumentou o condicionamento de medo ao contexto e ao tom. A arcaina e o MK-801, em
doses que nao apresentaram efeito per se sobre a memoaria, reverteram o efeito facilitatério
sobre a meméria, causado pela espermidina. Estes resultados indicam que as poliaminas
enddgenas e exdgenas modulam o inicio da consolidagcéo da tarefa do medo condicionado
quando administradas por via sistémica em ratos, provavelmente esses efeitos sdo
mediados pela modulagdo do NMDA-R.
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The polyamines, spermine, spermidine and putrescine, are a group of aliphatic
amines that interact with diverse cellular targets such as nucleic acids and proteins. The
polyamines may act as physiological modulators of N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors.
The processes mediated by NMDA receptor include synaptic plasticity and formation of
neural circuitry consequently in the learning and memory process. However, little is known
about the role of systemic administration endogenous modulators of the NMDA receptor,
such as polyamines, in Pavlovian fear conditioning learning. In this paradigm, an emotionally
neutral conditioned stimulus (CS), such as a tone, elicits behavioral responses after
association with a noxious aversive unconditioned stimulus (US), such as a brief electric
footshock. Once the CS-US association is learned, innate physiological and behavioral
responses appear, such as freezing. Therefore, the present study was conducted to
investigate whether the immediate post-training intraperitoneal injection of spermidine (1-100
mg/kg), an agonist of the NMDA receptor polyamine binding site, arcaine (0-360 min post-
training), an antagonist of the NMDA receptor polyamine binding site and/or MK-801, a
noncompetitive antagonist of the NMDA receptor, affected classical fear conditioning in rats.
Intraperitoneal administration of arcaine (10 mg/kg) decreased, within a limited time window
(0-180 min post-training), while spermidine (10-100 mg/kg) increased contextual and
auditory fear conditioning. Arcaine or MK-801 co-administration, at a dose that had no effect
per se, reversed the facilitatory effect of spermidine. These results provide evidence that
endogenous and exogenous systemic administration of polyamine binding site ligands
modulate early consolidation of fear-conditioning task. The facilitatory effect induced by
spermidine would be NMDAreceptor-mediated.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo esta descrita da seguinte forma: primeiramente sao
apresentados a Introdugdo e os Objetivos. A seguir, os Resultados sé&o
apresentados na forma de manuscrito, o qual foi escrito de acordo com as normas
do periédico, Psychopharmacology, no qual o mesmo foi submetido a publicagédo. Os
itens Discussao e Conclusdes, dispostos apds o manuscrito, contém interpretacdes
e comentarios gerais referentes ao manuscrito. As Referéncias Bibliograficas
apresentadas no final da dissertagao referem-se as citagées que aparecem nos itens

Introdugéo, e Discusséo.
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1. INTRODUCAO

1.1. Poliaminas

As poliaminas foram primeiramente identificadas em 1678 quando
Leuwenhoek relatou a presencga de cristais em amostras de esperma seco, hoje
conhecidos como cristais de fosfato de espermina. Dois séculos apds, as poliaminas
foram redescobertas quando Charcot encontrou cristais em amostras de sangue, os
quais foram denominados cristais de Charcot-Leyden. Em 1878, Schreiner
identificou aqueles cristais como sendo fosfatos de uma nova base organica.
Landenburg e Abel, em 1886, foram os primeiros a usar o0 nome espermina, assim
denominada por ter sido primeiramente identificada no fluido seminal. Mas apenas
em 1926, Dudley sintetizou espermina e espermidina (Johnson, 1996; revisado por
Gugliucci, 2004). Atualmente poliaminas é o termo utilizado para designar uma
familia de moléculas, putrescina, espermina e espermidina (SPD), as quais estao
presentes em todas as células vivas, procarioticas, eucariéticas, plantas e animais
(Thomas & Thomas, 2001).

1.1.1 Estrutura das Poliaminas

As poliaminas, putrescina (1,4-butano diamina), espermidina [N-(3-
aminopropil)-1,4-butano diamina] e espermina [N,N’- bis (3-aminopropil)-1,4-butano
diamina] (figura 1), sdo aminas alifaticas simples, compostas por uma, duas ou trés
cadeias carbonadas flexiveis, as quais sdo conectadas por atomos de nitrogénio.
Elas também apresentam grupamentos amino primario nas extremidades da cadeia
carbonada (Carter, 1994). Os grupos amino das poliaminas sao fortemente basicos e

encontram-se totalmente protonadas em pH fisiolégico (Usherwood, 2000).
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Fig. 1. Representagdo esquematica das estruturas moleculares das poliaminas (adaptado de
Williams, 1997a).
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1.1.2 Metabolismo das Poliaminas

O nivel celular das poliaminas € mantido por um cuidadoso balanco entre a

biossintese, degradacgao e captagao destas aminas (Figura 2).

ORNITINA ———— ARGININA

Coh
H-acetilputrescina
P ®© Acetil-CoA )
Metionina  ATP PUTRESCINA @
\/ 0 ' Acetato
SAM E L UE . H' -acetilespermidina
5MTA Col

Ha-acetilespermidina ? ESPERMIDINA Acetil-Col

coA  Aeetil-Cof '
Acetato >®\
SAM-D

. H! -acetilespermina

5'MTA %
CoA
ESPERMIMNA

Acetil-CoA

Fig. 2. Metabolismo das poliaminas. 1. ornitina descarboxilase (ODC); 2. espermidina sintetase; 3.
espermina sintetase; 4. acetil-CoA: espermidina/espermina N'acetil-transferase (SSAT); 5. poliamina
oxidase (PAO); 6. N® acetil-transferase; 7. S-adenosil-metionina-descarboxilase (SAMdc); 8. arginase;
SAM: S-adenosil-metionina; SAM-D: S-adenosil-metionina descarboxilada; SMTA: & metiltioadenosina

(adaptado de Moinard et al., 2005).
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1.1.2.1 Sintese

Os aminoacidos primarios, precursores das poliaminas sao L-arginina e L-
metionina. A arginina é clivada formando ornitina por uma reacéo catalisada pela
arginase. Ornitina é descarboxilada pela enzima ornitina descarboxilase (ODC),
dando origem a putrescina (Janne & Raina, 1968; Russell & Snyder, 1968). A
metionina € primeiramente convertida em S-adenosil-metionina (SAM) que
subsequentemente ¢é descarboxilada pela S-adenosilmetionina descarboxilase
(SAMdc), a qual sera doadora de grupos aminopropil para a espermidina sintase
produzir espermidina e para a espermina sintase formar espermina (Figura 2)
(Casero & Pegg, 1993). A taxa de biossintese pode ser afetada pela concentragao
do substrato para as descarboxilases (ornitina e SAM) ou por regulagao da atividade
das enzimas ODC e SAMdc (Gugliucci, 2004). Ambas tém meia-vida curta e
atividade basal baixa a qual pode ser rapidamente induzida por diferentes estimulos

tais como fatores de crescimento, fatores hormonais e troficos (Seiler & Raul, 2005).

1.1.2.2 Catabolismo

As poliaminas podem ser catabolizadas por dois caminhos: o caminho de

interconversao e o catabolismo terminal, como descrito a seguir.

1.1.2.2 a) Interconversao

As reacbes biossintéticas sao irreversiveis, entretanto espermina e
espermidina podem ser recicladas respectivamente em espermidina e putrescina por
uma rota de interconversdo (Figura 2). Espermina e espermidina sao primeiro
acetiladas na  posicigo N’ pelas enzimas  citosdlicas  acetil-CoA:

espermidina/espermina N'-acetiltransferase (SSAT) (Casero & Pegg, 1993). Apds a



~ 21
Introducao

acetilagdo as poliaminas servem como substrato para a enzima poliamina oxidase
(PAO), liberando os grupos aminopropil provenientes da S-adenosil-metionina-
descarboxilada (SMA-D) e peroxido de hidrogénio (Carter, 1994). Além disso, a
enzima N3-acetil-transferase nuclear produz N2-acetil-espermidina e N-acetil-
putrescina que sao excretados (Seiler et al., 1996). A enzima SSAT regula a

interconversao das poliaminas (Urdiales et al., 2001).

1.1.2.2 b) Catabolismo final

O catabolismo final das poliaminas € catalisado por amino oxidases
dependentes de Cu*?, em vertebrados esta reagdo é realizada especificamente por
diamino oxidases (DAO) (Seiler & Knodgen, 1983). Cada intermediario do ciclo de
interconversdo pode ser transformado em um aldeido por desaminagao oxidativa
dos grupos amino primarios. O aldeido sera oxidado em um aminoacido ou em um
grupamento gama lactamico (Seiler et al.,1996).

Os produtos do catabolismo final, bem como poliaminas acetiladas estao
sujeitas a excrecéo renal (Seiler, 2004). A degradagao das poliaminas pode ser
regulada pela disponibilidade de acetilCoA, pela acetilagdo de poliaminas, pela
reutilizacdo de poliaminas ou pela desaminagao oxidativa.

Estudos tém demonstrado que a rota de interconversdo de poliaminas no
sistema nervoso central (SNC) é responsavel por 70% da putrescina formada a partir
da espermidina (SPD), enquanto somente 30% da putrescina € formada pela
descarboxilacdo da ornitina, sendo assim o ciclo de interconversdo parece ser o
sistema usual para a regulagéo das poliaminas, e a desaminacé&o oxidativa € mais

utilizada pelas células ricas em enzima DAO (Seiler et al., 1985; Carter, 1994).

1.1.3 Sistemas de transporte

O transporte (captacdo e efluxo) € uma das principais maneiras de regular as

quantidades intracelulares das poliaminas. As poliaminas séo captadas por sistemas
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saturaveis pelas células, eles requerem energia, sdo dependentes de temperatura,
mediados por carreadores e operam contra um gradiente de concentragdo. O numero
de carreadores no sistema de transporte das poliaminas varia conforme o tipo de célula.
(lgarashi & Kashiwagi, 2000; Morgan, 1998). Algumas células tém transportadores
separados para putrescina, espermidina e espermina enquanto que em outras, todas as
poliaminas sao transportadas pelo mesmo carreador (Urdiales et al., 2001).

As poliaminas encontram-se abundantemente e heterogeneamente distribuidas
no sistema nervoso de mamiferos (Morrison et al., 1995; Johnson, 1996). Poliaminas,
por sua natureza polar, dificimente atravessam a barreira hemato-encefalica intacta,
entretanto o transporte de poliaminas através da barreira hemato-encefalica existe. De
fato, cerca de 5% da concentragdo das poliaminas encontradas na corrente sanguinea
passam para o encéfalo (Anderson et al., 1975; Shin et al., 1985). Diler e colaboradores
(2002) sugerem que a passagem de poliaminas pode envolver carreadores em nivel de

barreira hemato-encefalica.

1.1.4 Fungao das Poliaminas

Como polications carregados em pH fisioldgico, as poliaminas interagem com
anions. Apenas uma pequena fracdo das poliaminas intracelulares, ocorre na forma
livre. Estas interagdes eletrostaticas das poliaminas com os sitios anidénicos das
macromoléculas sdo responsaveis pela maioria das fungbes das poliaminas (Janne
et al., 2005).

Evidéncias indicam que as poliaminas tém importantes papéis fisiolégicos.
Dentre estes se destaca: modulagao do crescimento e diferenciagao celular (Tabor &
Tabor, 1984), apoptose (Thomas & Thomas, 2001), estabilizacdo do ADN e ARN
(Igarashi & Kashiwagi, 2000), regulacdo da expressado génica (Celano et al.,1989),
sintese de proteinas (Lenzen et al., 1986, Yoshida et al., 1999), estao envolvidas
com sinalizacdo celular (Johnson & McCormack, 1999; Bachrach et al., 2001),
diminuicdo da lipoperoxidacao (Bellé et al., 2004) e possuem especificas interagdes

com canais ibnicos (Williams, 1997a-b) tais como, canais de potassio (K")
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retificadores de entrada, receptores AMPA (AMPA-R) permeaveis ao calcio (Ca®*),
receptores cainato e o receptor N-metil-D-aspartato (NMDA-R) (Aizenman et al.,
2002; Mott et al., 2003; Pellgrini-Giampietro, 2003). Além destas ag¢des, esta descrito
que as poliaminas estao envolvidas nos processos de aprendizado e memoria, como
sera relatado posteriormente no item 1.4 desta introducéo.

Diversos estudos apontam para a modulagéo das poliaminas sobre o NMDA-
R (Williams et al.,, 1990, 1994, 1997a; Littleton et al., 2001; Ran et al., 2003).
Espermina e SPD potencializam e inibem o NMDA-R por interagir com sitios

extracelulares e com um sitio no canal deste receptor (Usherwood, 2000).

1.2 Receptor N-Metil-D-Aspartato (NMDA-R)

O receptor (NMDA-R, Fig. 3) € um dos principais subtipos de receptor
glutamatérgico e estda largamente distribuido nos neurbnios do encéfalo de
mamiferos (Dingledine et al., 1990). E um canal iénico formado por subunidades
heteroméricas: NR1, NR2 (A-D) e NR3 (A-B) (Yamakura & Shimoji, 1999;
Prybylowski & Wenthold, 2004). Diferentes combinagcbes destas subunidades
conferem distintas funcdes e propriedades farmacolégicas aos NMDA-R (Hollmann &
Heinemann, 1994; Dingledine et al., 1999). A subunidade NR1 determina a
afinidade do co-agonista glicina (Honer et al., 1998) e a subunidade NR2 e NR3
formam o sitio de ligagdo para o glutamato (Lynch et al., 1994; Laube et al., 1997;
Matsuda et al., 2002), modulam a permeabilidade ao Ca®*, a condutancia e
sensibilidade ao magnésio (Mg®*) (Reidel et al., 2003). Resultados usando mutacdes
sitio dirigidas, designados para procurar residuos que podem contribuir para o sitio
de ligagao das poliaminas no NMDA-R identificaram alguns residuos que influenciam
nos efeitos das poliaminas (descritos no item 1.2.1). Residuos de aminoacidos
envolvidos na estimulagdo pelas poliaminas estdo localizados na regido amino
terminal da subunidade NR1 (lgarashi & Kashiwagi, 2000). Receptores que
expressam uma variante de edi¢do (“splicing”) da subunidade NR1 com auséncia da
insercdo do amino acido 21 (NR1A) mostram a estimulagdo por poliaminas

independente de glicina (Durand et al., 1992, 1993). Os residuos de aminoacidos
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que estdo envolvidos no bloqueio dependente de voltagem estdo localizados ao
redor do “loop” formado pelo poro e o primeiro e o terceiro segmento transmembrana
(Masuko et al., 1999). Além disso, Gallagher e colaboradores (1997) localizaram
uma regido na subunidade NR2B (amino acidos 138-238) que regula a estimulagao
por poliaminas independente de glicina.

No potencial de repouso da membrana o NMDA-R & bloqueado pelo Mg?*,
este bloqueio é removido pela despolarizagdo da membrana permitindo assim a
ativagdo do receptor pelo agonista glutamato e pelo co-agonista glicina. Portanto, a
passagem de ions (influxo de sodio Na?* e Ca** e efluxo de K*) pelo canal é ativada
por neurotransmissor e dependente de voltagem (Nicoll et al.,, 1988; Bear et al.,
2002).

O NMDA-R possui varios sitios regulatérios distintos para ligantes endégenos
e exogenos que modulam a fungédo do receptor. Dentre estes estdo os sitios para
ligacdo dos neurotransmissores endogenos, glutamato e glicina, o sitio para a
ligacéo do M92+. Outros sitios para modulagdo alostérica incluem sitios para agentes
redox, prétons, zinco (Zn2+), de fosforilagdo e para drogas que bloqueiam o canal
idnico tais como, fenciclidina (PCP), piperidina (TCP), cetamina e (+)5-metil-10,11-
dihidro-5H-dibenzo[a,b]-ciclohepteno-5-10-amino (MK-801) (Yamakura & Shimoji,
1999; Hynd et al., 2004). Além disso, ha sitios distintos no NMDA-R para poliaminas
aos quais ao se ligarem, exercem diferentes efeitos sobre o receptor, como descrito

a segquir.



25
Introducao

Sitio redox Sitio de ligagio do
glutamato

Sitio da
glicina

——5itio das
poliaminas

Sitios de fosforilagio

Fig. 3. Representagédo esquematica do receptor NMDA, adaptado de Zigmond et al., 1999.

1.2.1 Receptor NMDA e Poliaminas

O efeito das poliaminas sobre o NMDA-R foi primeiro relatado por Ransom e
Stec em 1988, que mostrou que espermina e SPD aumentam a ligagéo do [°H] MK-
801 no NMDA-R na presenca ou na auséncia de concentracdes saturantes de
glutamato e glicina. Além disso, foi demonstrado que a espermina potencializa a
acao destes aminoacidos por melhorar a ligagao do [’H] MK-801, sendo assim as
poliaminas foram denominadas agonistas do NMDA-R (Ransom & Stec, 1988). Em
concordancia com esses achados, estudos eletrofisiologicos demonstram que
espermina melhora as correntes induzidas através do NMDA-R em culturas de
neurénios (Williams et al., 1990). As poliaminas atuam sobre o NMDA-R de maneira
bifasica, ou seja, em baixas concentracdes potencializam a ligagdo do [°*H] MK-801
no NMDA-R, aumentando a conduténcia e a frequéncia de abertura do canal,

enquanto que em altas concentragbes inibem a ligacdo do [*H] MK-801. Estes
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efeitos podem ser mediados pela ligacdo das poliaminas em sitios distintos no
NMDA-R (Ransom & Stec, 1988; Reynolds & Miller, 1989; Williams 1989, 1997a,
1997b).

A acdo das poliaminas sobre o NMDA-R consiste em componentes
estimulatdrios e inibitérios. Quatro efeitos diferentes sdo propostos para a agao das
poliaminas sobre o NMDA-R (Figura 4).

1- estimulagao independente de glicina: as poliaminas aumentam as correntes

induzidas pelo glutamato na presenga de concentragdes saturantes de glicina.

2- estimulagao dependente de glicina: as poliaminas aumentam a afinidade do

receptor pela glicina na presenca de concentragcdes sub-saturantes de glicina.

3- inibicdo dependente de voltagem: por diminuicdo na condutancia do canal,
devido ao seu carater catidnico. As poliaminas bloqueiam a entrada do poro ou no

interior do canal aberto como faz o Mg**.
4- inibicao da afinidade do receptor pelo glutamato.

Estudos eletrofisiolégicos sugerem que o estimulo causado pelas poliaminas
pode estar ligado com uma diminuicdo da inibigdo realizada por prétons (indicado
pelo numero 5 na figura 4) (Traynelis et al.,1995; Gallagher et al.,1997). Estes
efeitos das poliaminas sobre o receptor NMDA sdo dependentes do potencial de
acao e das concentragdes de glutamato e de glicina, bem como da composi¢céo
molecular do NMDA-R (Williams, 1994).
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Fig.4. Esquema das agdes modulatérias da espermina sobre o receptor NMDA (adaptado de

Williams, 1997b). + Agéo estimulatéria das poliaminas; — agdo inibitoria das poliaminas.

O NMDA-R desempenha uma variedade de fungdes no sistema nervoso
central, ele estd envolvido em importantes fungdes fisiologicas tendo um papel
central na plasticidade sinaptica e formacao de sinapses que implicam em processos
de aprendizagem e memodria (Platenik et al., 2000; Daoudal & Debanne, 2003). Além
disso, acredita-se que a ativacdo do NMDA-R durante os pareamentos CS-US
(estimulo condicionado-estimulo incondicionado) tem como alvos mudancgas neurais
das quais dependem as memodrias; assim a contribuicdo do NMDA-R em memorias

associativas é reconhecida (Walker & Davis, 2004).

1.3 Memboria

Nossas memodrias fazem de ndés quem somos. Elas podem refletir uma infinita

variedade de coisas; de “flashbacks” de eventos de nossa infancia a habilidade de
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lembrar o enredo de um livro mesmo muitos anos apos |é-lo, da facilidade com a
qual encontramos a nossa casa a habilidades musicais. A memoria permite que os
seres humanos e animais beneficiem-se da experiéncia passada para resolver
problemas. Proporciona a eles diversas aptiddées, desde o simples reflexo
condicionado, até a lembranca de episddios (Dityatev & Bolshakov, 2005). Dessa
forma apropriadamente Izquierdo, (2002) relata: “somos aquilo que recordamos e
também somos aquilo que resolvemos esquecer”.

A diversidade de memorias baseia-se no tripé; aquisicdo, armazenamento e
evocacgao de informagdes (Abel & Lattal, 2001; Izquierdo, 2002; 2004).

1.3.1 Tipos de memodria

As memodrias podem ser classificadas de acordo com o tempo que duram e
com seu conteudo, existindo uma correlacdo entre estas memoérias e as zonas
cerebrais que intervém em sua formacao e talvez em seu armazenamento (Squire &
Zola, 1996).

Do ponto de vista da duragdo as memoarias podem ser classificadas em memoria de
trabalho, de curta e de longa duracdo. A memoria de trabalho € breve e fugaz,
gerencia a realidade mantendo a informagado de alguns segundos a, no maximo,
alguns minutos, até que esta seja processada. Ela é processada fundamentalmente
no coértex pré-frontal, dependendo apenas da atividade elétrica dos neurénios (Curtis
& D’Esposito, 2003). A memoria de curta duragéo (minutos ou poucas horas) permite
suprir 0s processos mnemonicos enquanto a memoria definitiva nao foi ainda
construida. A fase em que s6 temos completa a memoaria de curta duracédo e a de
longa duragdo ainda ndo esta fixada, € uma fase labil e sensivel a farmacos,
traumatismos e até mesmo a outras memdrias. As memoarias de longa duragdo séo
aquelas que podem ser recordadas durante dias, meses ou anos apos terem sido
consolidadas (armazenadas) (Ranganath & Blumenfeld, 2005). Quanto ao conteudo
as memorias podem ser divididas em declarativas e ndo-declarativas. As memorias
declarativas sdo aquelas acessiveis a consciéncia adquiridas de forma explicita

(Squire & Zola, 1996). Elas sao faceis de formar, mas também facilmente
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esquecidas. As memorias declarativas dividem-se em subcategorias: a memoria
semantica, a memoria episédica (Ashby & O’Brien, 2005).

As memorias semanticas sdo as memorias de informagdes gerais e as memorias
episodicas que sdao as memorias de eventos especificos (Stickgold, 2005); as
estruturas do lobo temporal medial, especialmente o hipocampo sdo importantes
para a formagao destas memoarias (Eichenbaum, 2000). Memorias nao-declarativas
ou memorias de procedimentos sdo aquelas que utilizamos sem recordagao
consciente, adquiridas de forma implicita (Stickgold, 2005). Sdo as memorias de
habilidades motoras ou sensoriais que comumente chamamos de “habitos”, os
reflexos e associagdes emocionais. As estruturas encefalicas comumente envolvidas
na formacdo destas memorias sdo: estriado, cerebelo e amigdala (Squire & Zola,
1996; Bear et al., 2002; Ferreira et al., 2003).

1.3.2 Medo Condicionado

As memorias que sao adquiridas por meio de associagdes foram
primeiramente descritas pelo psicélogo russo Ivan Pavlov no inicio do século XX e
denominadas condicionamento pavloviano ou classico ou ainda medo condicionado
(Schafe et al., 2001; Maren, 2005). Em um experimento tipico de medo condicionado
um estimulo condicionado (CS) neutro como um tom é pareado com um estimulo
incondicionado (US) aversivo como um choque nas patas. Quando esta associagao
€ aprendida, o animal responde ao estimulo condicionado com uma resposta
comportamental defensiva; ele para de se mover, congelando os movimentos
(“freezing”), seu pélo fica ericado, sua pressao sanguinea e batimentos cardiacos
aumentam (Figura 5). Estas memorias de medo podem persistir por meses, anos ou
até por toda vida (Maren, 2005). O CS pode ser unimodal, envolvendo somente uma
modalidade sensorial ou dica tais como um som, cheiro ou luz ou multimodal
envolvendo algumas modalidades sensoriais tais como o contexto (Dityatev &
Bolshakov, 2005).



~ 30
Introducao

PE

Choque

Talamo
somatosensorial

Cortex
somatosensorial

h 4

Substancia
cinzenta central

Hipotalamo
paraventricular

Congelamento

. C Horminios
freezing

Pressio
sangilinea

Fig. 5. Circuitos neurais para o medo condicionado. Os CS e US chegam na amigdala através do
nucleo lateral onde ocorre a associagao destes estimulos. Este nucleo é interconectado com o nicleo
central da amigdala o qual envia proje¢des para varios centros somatomotores e autonédmicos que
controlam a expressado das respostas do medo e respostas relacionadas com o sistema nervoso
autondémico e enddcrino, via projegdes para o tronco cerebral e hipotalamo (adaptado de Sirgurdsson
et al., 2006).

Evidéncias farmacoldgicas e neurofisioldgicas indicam que a amigdala, um
nucleo em forma de noz localizado profundamente no lobo temporal, € fundamental
para a aquisi¢ao, consolidacdo e expressdo das memoérias de medo, sendo assim a
amigdala € um componente critico para o circuito do medo condicionado (Fendt &
Fanselow, 1999; Maren, 2001). Informagbes auditivas e somatosensoriais
representando o CS e US, respectivamente, alcangam o nucleo lateral da amigdala
de ambas as fontes talamicas e corticais. Dentro da amigdala, neurdnios individuais

respondem aos estimulos auditivos e somatosensoriais, sugerindo convergéncia de
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entradas do CS e US a nivel celular. Depois das informagdes serem processadas
pelo nucleo lateral da amigdala a informacéo sensorial € enviada para o nucleo
central da amigdala, que envia proje¢cdes da amigdala para areas de tronco
encefalico e hipotalamo que controlam a expressdo de comportamentos defensivos,
secregao hormonal e respostas autbnomas como o comportamento de
congelamento e o aumento da pressao sanguinea (Dityatev & Bolshakov, 2005; Kim
& Jung, 2006; Sigurdsson et al., 2006). A amigdala desempenha um papel central no
condicionamento de medo, uma vez que as respostas ao medo condicionado sao
eliminadas pela lesao bilateral da amigdala. Ja o hipocampo codifica os
componentes declarativos (contextuais) do condicionamento do medo (McGaugh,
2004; Sanders et al., 2003; Dityatev & Bolshakov, 2005). Um modelo de medo
condicionado, como qualquer modelo animal de aprendizado e memdria, possui
diversas etapas relacionadas aos processos mnemoénicos de aquisicao,
consolidagao, evocacao e extingdo ou reconsolidagao (McGaugh, 2000; Garelick &
Storm, 2005) todas passiveis de manipulacdo farmacolégica e com grande
importancia biolégica. Assim, as memoadrias podem ser prejudicadas ou melhoradas
durante o periodo de consolidacdo com manipulagbdes apds o treino que interfiram
nos processos de formagcao da memoéria (Abel & Lattal, 2001; Schenberg et al.,
2005).

As respostas emocionais a situagdes aversivas, constrangedoras ou
ameacgadores sao 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 situagdes inapropriadas,
caracterizando um disturbio de ansiedade, tal como o Transtorno de Estresse Pos-
Traumatico (Ledoux, 1998). O Transtorno de Estresse Pds-Traumatico ocorre
quando um individuo presenciou, vivenciou ou tomou conhecimento de um fato
traumatico e este passa a ser persistentemente revivenciado na forma de imagens,
pensamentos, percepgdes, sonhos ou recordagdes angustiantes, intensa reatividade
fisiologica ou psicolégica podem estar presentes a lembranga do evento; esquiva
persistente de estimulos associados com o trauma; sintomas persistentes de
excitabilidade aumentada devem estar presentes desde o trauma. A perturbagao

causa sofrimentos clinicamente significativos no funcionamento social ou
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ocupacional, ou em outras areas importantes na vida do individuo (Quevedo et al.,
2003). Diversas similaridades relacionam os sintomas de ansiedade em seres
humanos a expressao de comportamentos defensivos em animais, ja que assim
como os humanos, os animais de laboratério tendem a apresentar comportamentos
defensivos evidentes em situagdes potencialmente ameacgadoras (Borsini et al.,
2002). O condicionamento pavloviano ou medo condicionado pode ser utilizado para
investigar os mecanismos de aprendizado e memoria nos mamiferos e para o
conhecimento das origens dos disturbios relacionados ao medo em humanos (Kim &
Jung, 2006).

1.3.3 Nogdes sobre a formacédo da memoria

Os mecanismos de consolidagao da memdria comecaram a ser desvendados
ap6s uma sequéncia de estudos. Primeiro Cajal, em 1894, propbs que a
estabilizacdo das memodrias era devido a modificagdes entre as coneccdes
neuronais. Apds, Hebb em 1949 postulou que as sinapses sdo amplificadas quando
ambos 0s neurdnios sdo simultaneamente ativados, melhorando esta sinapse
(Dityatev & Bolshakov, 2005). Estes estudos culminaram com a descoberta do
fendbmeno da potenciacédo de longa duragdo (LTP) no hipocampo de mamiferos
(Bliss & Lomo, 1973). Assim, a principio a LTP, uma forma de plasticidade sinaptica
cuja duragao pode ser medida durante horas, semanas ou meses, foi proposta como
sendo a “base” para a consolidagdo das memorias. Entretanto, ja € sabido que o
mecanismo molecular da formacdo de memodrias possui semelhancas e diferencgas
aos mecanismos da LTP (lzquierdo et al.,, 1992; lzquierdo & Medina, 1995;
Izquierdo, 2002).

Estudos em modelos animais tém mostrado que a formagdo da memodria
envolve uma série de alteragdes bioquimicas em varias areas do sistema nervoso
central (SNC) (Figura 6). A formacao das memoérias comega com a liberagdo do
neurotransmissor glutamato das vesiculas pré-sinapticas de um neurdnio ativado.
Uma vez liberado o glutamato une-se aos receptores glutamatérgicos do tipo AMPA

no neurdnio pds-sindptico, permitindo a entrada de ions Na?* na célula produzindo
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despolarizagdo. Como conseqiiéncia da despolarizagéo o ion Mg®* desobstrui o poro
do NMDA-R, que passa a responder ao glutamato, permitindo a entrada de ions
Ca?* na célula. Os receptores glutamatérgicos metabotrépicos (MGlu-R) também
podem ser ativados liberando Ca?* das reservas intracelulares (Izquierdo & Medina,
1995; Abel & Lattal, 2001).

O aumento da concentracdo de Ca®" ativa proteinas-quinases. Elas ativam
enzimas produtoras de mensageiros retrogrados como Oxido nitrico sintase que
sintetiza oxido nitrico (ON). Essas substancias difundem-se através das membranas
até a pré-sinapse onde aumentam a liberagdo do glutamato melhorando a eficiéncia
da sinapse (Medina & Izquierdo, 1995). A ativacao da proteina quinase dependente
de Ca®* (PKC), e a proteina quinase dependente de calcio/calmodulina do tipo I
(CaMKIl) favorece a fosforilagdo dos receptores glutamatérgicos melhorando a
eficacia dos mesmos. A proteina quinase A (PKA) tem papel importante nos
primeiros minutos apds a aquisicdo da memoria e 2-6 horas mais tarde. A PKA e a
proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) fosforilam a CREB (proteina ligante
do elemento responsivo ao AMPc) nuclear ativando varios genes que induzem a
sintese de varias proteinas essenciais para a memoria (McGaugh, 2000; Izquierdo,
2002; Carlezon et al., 2005; Mizuno & Giese, 2005).
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Flg 6. Cascata de reagoes desencadeadas no processo de formagao de memorlas Ca* -ions calcio,
Na® -ions sédio, Mg -ions magnésio, PKC- proteina quinase dependente de Ca®", CaMKII- proteina
quinase dependente de calcio/calmodulina do tipo Il, PKA- proteina quinase A, MAPK-proteina
quinase ativada por mitégeno, NMDA-R- receptor N-metil-D-aspartato, mGLU-R-receptores
glutamatérgicos metabotropicos, AMPA-R- receptor acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propiénico, Glu-glutamato, CREB-proteina ligante do elemento responsivo ao AMPc (ver texto para
mais detalhes).

1.3.4 Papel do NMDA-R na memoria

Inimeras evidéncias confirmam o papel fundamental dos NMDA-R nos
processos de aprendizagem e memoéria. Os niveis de expressao dos NMDA-R
declinam, em determinadas regides, com o envelhecimento dos animais (Clayton &

Browning, 2001). Além disso, a ligagao do glutamato marcado ao NMDA-R encontra-
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se diminuida em ratos velhos e em pacientes com doenca de Alzheimer
(Greenamyre et al.,1987; Ulas et al.,1992). Estas alteragbes comprometem a
plasticidade sinaptica e podem ser responsaveis pelo declinio na memaoria. Também,
ratos com alta capacidade de aprendizado apresentam aumento nos niveis de
NMDA-R no hipocampo (Stecher et al., 1997; Riedel et al., 2003).

A administracdo de antagonistas do NMDA-R provoca prejuizo no
desempenho de diversas tarefas de memdria. Por exemplo, podemos citar que a
administracdo de MK-801 e AP5, prejudicam a formacdo da memdria em diversas
tarefas (Morris et al., 1986; Izquierdo et al., 1992; Castellano et al., 1999; Roesler et
al., 2000; Lima et al., 2005).

Por outro lado, agonistas do NMDA-R, 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).

As poliaminas como ligantes enddégenos do NMDA-R exercem um importante

papel na modulacdo da memoaria.

1.4 Poliaminas e memoéria

Alguns estudos relatam o envolvimento das poliaminas na modulagdo da
memoria em diferentes tarefas (Shimada et al., 1994; Kishi et al., 1998a; Kishi et al.,
1998b; Meyer et al., 1998; Conway, 1998; Rubin et al., 2000, 2001, 2004; Berlese et
al., 2005, Guerra et al.,, 2006) Altas doses de poliaminas (125-250 nmol),
administradas por via intracerebroventricular, causam dano hipocampal e déficit de
aprendizado na tarefa do labirinto aquatico de Morris (Conway, 1998). Além disso,
Shimada e colaboradores (1994) descreveram que a espermidina potencializa a
piora da memoria, no labirinto de 14 bragcos em T, induzida por MK-801. Estas
evidéncias sugerem que altas doses de poliaminas sao neurotoxicas e, portanto
pioram a memoéria. Por outro lado, baixas doses de espermidina sdo efetivas para
atenuar o déficit de memoéria induzido por antagonistas do NMDA-R (MK-801 e CPP)

bem como, por antagonistas muscarinico, glutamatérgico metabotropico e um
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antagonista do sitio da glicina no NMDA-R (Kishi et al., 1998a, b; Meyer et al., 1998;
Nishiga & Kamei, 2003).

Além disso, a administracdo de SPD, intra-hipocampal ou intra-amigdala
imediatamente apds o treino, melhora o desempenho dos ratos na tarefa de esquiva
inibitéria, de forma tempo-dependente, uma vez que a SPD melhora a aquisicao e a
consolidagdo recente, mas nao altera a consolidagdo tardia e a evocagao da
memoria (Rubin et al., 2000, 2001; Berlese et al., 2005; Guerra et al., 2006). Da
mesma forma, a administragcdo de SPD intra-amigdala pré e pds-treino melhora a
memoria dos ratos na tarefa de medo condicionado (Rubin et al. 2004). Este efeito
facilitatério da SPD sobre a memodria parece depender da atividade da enzima 6xido
nitrico sintase hipocampal e da produgdo de O&xido nitrico, uma vez que a
administragao intra-hipocampal de N° - Nitro -L-arginina metil éster (L-NAME), um
inibidor ndo especifico da enzima 6xido nitrico sintase, imediatamente depois do
treino previne a melhora da memdéria causada por SPD na tarefa de esquiva
inibitéria. A SPD aumenta os niveis de nitrato e nitrito e a co-administracdo de L-
NAME e SPD previne este efeito (Guerra et al., 2006). Mikolajczac e colaboradores
(2002) também demonstraram que a SPD melhora a memodria de curta duragao em
ratos quando administrada sistemicamente (i.p.) na tarefa de reconhecimento social.

Por outro lado, a ARC, antagonista do sitio das poliaminas no NMDA-R,
administrado intra-amigdala prejudica o desempenho dos ratos nas tarefas de
esquiva inibitéria e medo condicionado. A utilizacido de uma dose de ARC que nao
possui efeito per se sobre a memoaria reverte o efeito facilitatério sobre a memoaria
causada pela SPD nas tarefas de esquiva inibitéria e medo condicionado (Rubin et
al., 2000, 2001, 2004). Outro antagonista do sitio das poliaminas no NMDA-R,
ifenprodil, administrado por via intra-amigdala e intraperitoneal prejudica o
desempenho dos ratos na tarefa de medo condicionado (Rodrigues et al., 2001) e a
sua administragao intracerebroventricular, reverte o efeito facilitatorio da SPD sobre
a memoria (Tadano et al., 2004).

O principal alvo do estudo das bases neuroquimicas envolvidas na
aprendizagem e memoria € o desenvolvimento de terapias que possam ajudar a
melhorar as fungdes cognitivas, especialmente a memodria. Esta abordagem poderia
ser util terapeuticamente quando estas fungdes estdo prejudicadas, tanto em
situagdes fisioldgicas, como o esquecimento benigno de senescéncia, quanto em

casos patolégicos, como na doenga Alzheimer ou na doenga de Urbach-Wiethe
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(Markowitsch et al., 1994; Huemer, 1999; Squire & Kandel, 2003). Além disso,
especula-se a utilizacdo de estimulantes da memdria, denominadas drogas
inteligentes (“smart drugs”) ou nootropicas em individuos saudaveis para melhorar
suas fung¢des cognitivas (Rose, 2002; Gerlai, 2003). Neste contexto, o inibidor da
acetilcolinesterase donepezil mostrou-se eficaz tanto em pacientes com doenca de
Alzheimer como em sujeitos normais (Matthews et al., 2002; Yesavage et al., 2002).
Por outro lado, farmacos que possam piorar a consolidagdo das memaorias do medo
poderiam ser uteis na prevengdo do Transtorno do Estresse Pds-traumatico (O’
Brien & Nutt, 1998; Walker et al., 2002; Graeff, 2003).

Embora ja seja conhecido o envolvimento do NMDA-R nos processos de
aprendizagem e memoria e sua modulagéo por agonistas e antagonistas do sitio das
poliaminas sobre o NMDA-R, pouco se sabe a respeito da influéncia da
administragao sistémica de poliaminas sobre as memodrias, especialmente sobre as

memorias aversivas como medo condicionado.



2. OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

o Avaliar o efeito da administragao intraperitoneal das poliaminas (ARC e SPD)
assim como do MK-801 sobre a fase de consolidagdo da memoéria em ratos

utilizando o teste do medo condicionado.
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2.2 Objetivos Especificos

o Avaliar o efeito da administrag&o intraperitoneal de ARC (imediatamente, 60,
180 e 360 minutos pos-treino) sobre a consolidagdo da memoaria em ratos, utilizando

a tarefa de medo condicionado.

o Examinar o efeito da administracdo intraperitoneal de SPD (imediatamente

pos-treino) sobre a memoaria em ratos, utilizando a tarefa do medo condicionado.

o Avaliar o efeito da administrac&o intraperitoneal (imediatamente pds-treino) de
MK-801, antagonista ndo-competitivo do receptor NMDA, sobre a consolidagdo da

memoria na tarefa de medo condicionado em ratos.

o Avaliar o efeito da co-administracédo intraperitoneal de MK-801 e de SPD
(imediatamente pds-treino) sobre a consolidacdo da memdria na tarefa de medo

condicionado em ratos.

o Avaliar o efeito da co-administracdo intraperitoneal de ARC e de SPD
(imediatamente pods-treino) sobre a consolidagcdo da memdéria na tarefa de medo

condicionado em ratos.
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3. MANUSCRITO

Os resultados que fazem parte desta dissertagcao estdo apresentados sob a forma
de manuscrito, o qual se encontra aqui organizado. Os itens Materiais e Métodos,
Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias Bibliograficas, encontram-se
no proprio manuscrito. A apresentacdo esta baseada na versao submetida a
publicagdo, no peridodico Psychopharmacology, o qual se encontra em fase de

revisao.

3.1 Systemic administration of polyaminergic agents modulate fear conditioning in
rats. Keli Camera, Carlos Fernando Mello, Ana Paula Chiapinotto Ceretta, Maribel

Antonello Rubin
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Abstract Rationale: The polyamines putrescine, spermine and spermidine are a
group of aliphatic amines that physiologically modulate the N-methyl-D-aspartate
receptor (NMDA receptor), a glutamate receptor implicated in memory formation.
Objectives: Given the potential application of these drugs in the treatment of memory
disorders, we investigated whether agonists and/or antagonists of the NMDA
receptor polyamine binding site alters the memory of fear conditioning, and
determined the time window in which fear conditioning is modulated by polyaminergic
agents given by the systemic route. Results: Post-training intraperitoneal
administration of spermidine (10-100 mg/kg) immediately after training increased,
whereas arcaine (10 mg/kg) and MK-801 (0.01-0.1 mg/kg) decreased contextual and
auditory fear conditioning. Arcaine and MK-801, at doses that had no effect per se,
reversed the facilitatory effect of spermidine. Memory of fear conditioning was
impaired by polyaminergic blockade up to 180 min, but not at 360 min after training.
Conclusion: These results provide evidence that systemic administration of

polyamine binding site ligands modulate early consolidation of fear-conditioning.

Keywords: Fear conditioning; Polyamines; Spermidine; Arcaine; Memory; NMDA

receptor; MK-801; Posttraumatic stress disorder
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Introduction

The polyamines putrescine, spermine and spermidine are present in almost all cells,
but at particularly high concentrations in the vertebrate nervous system, including
cerebral structures known to participate in memory formation, such as the amygdala
and hippocampus (Morrison et al. 1995). In fact, electrophysiological and
neurochemical evidence suggest that polyamines modulate a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazole propionate (AMPAr) (Pellegrini-Giampietro 2003; Stromgaard
and Mellor 2004) and N-methyl-D-aspartate (NMDAr) receptors (Ransom and Stec
1988; McGurk et al. 1990; Sacaan and Johnson 1990; Sprosen and Woodruff
1990), which are excitatory ionotropic glutamate receptors implicated in learning and
memory (Sprosen and Woodruff 1990; Izquierdo et al. 2000; Cammarota et al.
2004; Jasnow et al. 2004; Stote and Fanselow, 2004; Walker and Davis 2004).

A convincing body of pharmacological evidence indicates that polyamines
modulate acquisition and/or early consolidation of inhibitory avoidance (Rubin et al.
2000; Rubin et al. 2001) and fear conditioning (Rubin et al. 2004) tasks.
Accordingly, immediately post-training intrahippocampal and intra-amygdala
administration of low doses of spermidine, an agonist at the polyamine binding site
of the NMDA receptor, improves memory of the inhibitory avoidance (Rubin et al.
2000, 2001) and fear conditioning tasks (Rubin et al. 2004). It has also been shown
that the facilitatory effect of low doses of spermidine on memory of the inhibitory
avoidance task is restricted to the acquisition and early consolidation phases of
memory, since late consolidation and retrieval are not affected by spermidine
(Berlese et al. 2005). Interestingly, the facilitatory effects of spermidine are

antagonized by minute amounts of arcaine, an antagonist of the NMDA receptor
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polyamine binding site, suggesting that the NMDA receptor is involved in the
memory improvement induced by spermidine (Rubin et al. 2000, 2001, 2004).

The injection of arcaine into the amygdala, at doses higher than those
required to block the facilitatory effects of spermidine, impairs memory of the
inhibitory avoidance and fear conditioning (Rubin et al. 2004) tasks, suggesting the
existence of an endogenous “polyaminergic tonus” that physiologically modulates
memory processing in this CNS structure.

One of the main objectives of investigating the underlying neurochemical
mechanisms of memory is to develop drugs that might be helpful to treat not only
conditions associated with memory deficits, but also those states in which the
intrusive recurrent recall of a traumatic event causes its re-experience and
disruption of normal life, such as the post-traumatic stress disorder (Turnbull, 1998;
Shalev, 2001). In either case, it would be optimal that these drugs should cause the
desired effect when given via the systemic route. Given the potential application of
these drugs in the treatment of memory disorders, we investigated whether agonists
and/or antagonists of the NMDA receptor polyamine binding site alters the memory
of fear conditioning, and determined the time window in which fear conditioning is

modulated by polyaminergic agents given by the systemic route.

Materials and Methods

Animals

A total of 211 experimentally naive male Wistar rats (220-260 g) bred in our animal

house were housed five to a cage on a 12-h light/dark cycle (lights on at 7:00 a.m.)
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at a temperature of 21°C with ad libitum access to water and standard laboratory
chow (Guabi, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil). All experimental procedures
were conducted between 9:00 and 16:00h. 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.

Apparatus

Training and contextual fear testing took place in identical observation chambers (30
X 25 X 25 cm), located in a well-lit room (room A) with ventilation fans producing a
background noise of 70 dB. 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
an acetic acid 1% solution before and after each rat occupied it. Tone testing took
place in a different room (room B) using a chamber that differed in shape and size.
This chamber was triangular (size, 23 cm each wall) and had its floor covered with
linoleum. The lateral walls of the chamber were made of wood, whereas the front
wall was made of translucent acrylic plastic to allow observation of the animals.
There was no background noise. The cage was cleaned with 30% ethyl alcohol

before and after each rat occupied it.

Fear conditioning
Each animal was subjected to a single fear-conditioning training session as

described previously (Fanselow and Kim, 1994). In brief, the rat was placed in the
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conditioning chamber of room A and habituated to the apparatus for 3 min.
Immediately thereafter, the rats received three presentations of a CS (90 dB sound
at 2000 Hz) for 10 sec, followed immediately by an US (0.6 mA footshock) for 1 sec.
The shocks were 40 sec apart. The stimulus strength and number of presentations
CS/US pairs were chosen according to Rubin et al. (2004). After the last CS/US
pairing, rats were allowed to stay in the chamber for another 60 s before returning to
their home cages.

On the following day, each rat was placed back in the cage in room A, where
it was trained the day before, and an 8 min test was performed. During this time
neither shock nor tone was given. Using a time sampling procedure, the rat was
observed every 4 s to assess whether it was in freezing, or not, by a trained
observer who was unaware of the experimental treatment conditions. Behavior was
judged as freezing if there was an absence of any visible movement, except for that
necessitated by respiration. The percentage of samples scored as freezing during
this 8 min was taken as a contextual fear-conditioning measure.

On the second day of testing, the rats were placed into the chamber into room
B and habituated to this new chamber for 3 minutes. During this time freezing
without tone was recorded. After the 3 min period of habituation, the tone (2000 Hz;
90 dB) was presented continuously for 8 min, and the percentage of samples scored
as freezing was recorded, as described above. The percentage of samples scored
as freezing in the presence of tone was taken as an auditory fear-conditioning

measure.
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Treatments

The animals received intraperitoneal injections of vehicle (50 mM PBS, pH 7.4), N-
[3-aminopropyl]-1.4-butanediamine trihydrochloride (spermidine; 1.0-100 mg/kg;
Sigma, St. Louis, MO), MK-801 (dizolcipine; 0.001-0.1 mg/kg; Sigma, St. Louis,
MO), 1.4-diguanidinobutane sulfate (arcaine; 0.1-10 mg/kg; Sigma, St. Louis, MO),
spermidine (100 mg/kg) and MK-801 (0.001 mg/kg) or spermidine (100 mg/kg) and
arcaine (0.1 mg/kg). Injections were performed immediately after training, in a 1.0
ml/kg injection volume. In the experiments designed to study the effect of arcaine
and MK-801 on the facilitatory effect of spermidine on freezing, the 2 compounds
(spermidine and antagonist) were administered i.p., separately, in the right and left
flanks, respectively. In the experiment designed to evaluate the time window in
which arcaine modulates fear conditioning, arcaine was administered 0, 60, 180, or
360 min after training.

Statistics

The data were converted to the percentage of samples scored as freezing and
analyzed by one- or two-way ANOVA, depending on the experimental design,
followed by post hoc analyses (Student-Newman-Keuls test).

Results

Figures 1a and 1b show the effects of post-training administration of spermidine (1-
100 mg/kg, i.p.) on freezing to context and to tone, respectively. Statistical analysis
(one-way ANOVA) revealed a significant effect of spermidine on contextual freezing
(F(3,40) = 4.19; p < 0.05; Fig.1a) and on freezing to tone (F(3,40) = 5.04; p < 0.05;
Fig. 1b). Post hoc analysis (Student-Newman-Keuls test) revealed that 10-100 mg/kg

of spermidine facilitated contextual and auditory fear conditioning.
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Figures 2a and 2b show the effect of post-training administration of MK-801 (0.001-
0.1mg/kg, i.p.), on freezing to context and to tone, respectively. Statistical analysis
(one-way ANOVA) revealed that MK-801 decreased freezing to the context CS
(F(3,31) =12.64; p < 0.05; Fig. 2a) and freezing to the tone CS (F(3,31) =4.74; p <
0.05; Fig. 2b). Post hoc analysis (Student-Newman-Keuls test) showed that 0.01 and
0.1 mg/kg of MK-801 impaired contextual fear conditioning, whereas administration of
0.1 mg/kg of MK-801 impaired auditory fear conditioning.

Figures 3a and 3b show the effect of post-training administration of arcaine
(0.1-10 mg/kg, i.p.) on freezing to the context and to the tone, respectively. Statistical
analysis (one-way ANOVA) revealed that arcaine decreased freezing to context
(F(3,46) = 5.71; p < 0.05; Fig. 3a) and freezing to tone (F(3,46) = 3.12; p < 0.05; Fig.
3b). Post hoc analysis (Student-Newman-Keuls test) showed that 10 mg/kg of
arcaine impaired contextual and auditory fear conditioning.

Figures 4a and 4b show that the administration of MK-801, at the dose that
had no effect per se (0.001 mg/kg, i.p.), reversed the facilitatory effect of spermidine
(100 mg/kg, i.p.) on freezing to context (significant spermidine or PBS x MK-801 or
PBS interaction: F(1,25) = 12.87; p < 0.05; Fig. 4a) and on freezing to tone
(significant spermidine or PBS x MK-801 or PBS interaction: F(1,25) = 5.11;p <
0.05; Fig. 4b), suggesting that the facilitatory effect of spermidine may involve the
NMDA receptor.

Figures 5a and 5b show that the administration of arcaine, at the dose that had
no effect per se (0.1 mg/kg, i.p.), reversed the facilitatory effect of spermidine (100
mg/kg, i.p.) on freezing to context (significant spermidine or PBS x arcaine or PBS
interaction: F(1,49) = 4.27; p < 0.05; Fig. 5b) and on freezing to tone (significant

spermidine or PBS x arcaine or PBS interaction: F(1,49) = 11.49; p < 0.05; Fig. 5b),


http://www.jneurosci.org/cgi/content/full/24/9/2328#FIG2
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suggesting that the facilitatory effect of spermidine may involve the polyamine-binding
site at the NMDA receptor.

Figures 6a and 6b show the effect of the injection of arcaine (10 mg/kg) 0, 60,
180 or 360 min after training, on freezing to context and to tone, respectively.
Statistical analysis (two-way ANOVA) revealed that arcaine decreased freezing to
context (F(3,76) = 3.05; p < 0.05; Fig. 6a) and freezing to tone (F(3,76) = 3.87; p <
0.05; Fig. 6b). Post hoc analysis (Student-Newman-Keuls test) showed that arcaine
impaired contextual and auditory fear conditioning when administered 0, 60 or 180
min after training.

The post-training administration of spermidine, arcaine or MK-801 did not alter
freezing in the novel context (room B) without tone (Table 1). This finding indicates
that freezing during the tone was in response to tone and not due to generalization

across context.

Discussion
In this study we showed, for the first time, that while the systemic administration of
the polyamine spermidine improves the consolidation of fear conditioning, the
administration of arcaine, an antagonist of the polyamine binding site at the NMDA
receptor, impairs it. In addition, systemic injections of arcaine and MK-801, at doses
that have no effect on fear conditioning consolidation per se, prevented the
facilitatory effect of spermidine on fear conditioning, further supporting a role for
NMDA receptors in the effects of spermidine.

This facilitatory effect of systemically injected spermidine on memory is in

agreement with the view that polyamines modulate memory (Kishi et al. 1998b, a;
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Meyer et al. 1998; Rubin et al. 2000, 2001; Mikolajczak et al. 2002; Nishiga and
Kamei, 2003; Rubin et al. 2004; Tadano et al. 2004; Berlese et al. 2005; Guerra et al.
2006). In fact, it has been demonstrated that intra-hippocampus and intra-basolateral
amygdala administration of spermidine improves the consolidation of inhibitory
avoidance and fear conditioning tasks, respectively (Rubin et al. 2000, 2001, 2004;
Berlese et al. 2005; Guerra et al. 2006). In addition, the intracerebroventricular
administration of spermidine antagonizes 7-chlorokynurenic acid-induced working
memory deficits (Nishiga and Kamei, 2003) in the radial maze and attenuates the
memory impairment induced by olfactory bulbectomy in the passive avoidance task
(Tadano et al. 2004). Interestingly, female transgenic mice overexpressing the
polyamine catabolic enzyme, spermidine/spermine N-1-acetyltransferase (SSAT),
perform worse than syngenic females in a radial maze task (Kaasinen et al. 2004).

A limited number of studies have investigated the effect of systemic
polyamines on memory (Meyer et al. 1998; Mikolajczak et al. 2002). In fact, it has
been described that systemic administration of spermidine before training improves
social recognition memory and attenuates (+)-3-(2-carboxypiperazine-4-yl)—propyl-1-
phosphonic acid-induced learning deficits in a 14-unit T-maze (Meyer et al. 1998).
The current findings showing enhancement of fear conditioning by the systemic
administration of spermidine is in full agreement with these previous studies, which
have shown that this polyamine improves memory of non-aversive tasks. However, to
our knowledge, this is the first study to show that the systemic administration of
spermidine improves the memory of CS associated with aversive stimuli. This is of
particular relevance for drugs with potential use in the clinics, since polyamines are

known to have limited access to the brain (Shin et al. 1985) and, due to this fact, they
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have been overlooked as compounds that might cause central effects when given
systemically.

The current findings demonstrating that administration of arcaine immediately
after training impairs memory are also in agreement with previous reports that
polyamine antagonists disrupt memory (Rubin et al. 2001, 2004). In fact, we have
previously shown that intra-amygdala administration of arcaine impairs the memory
of inhibitory avoidance (Rubin et al. 2001) and fear conditioning (Rubin et al. 2004)
tasks. Accordingly, systemic or intra-amygdala injection of ifenprodil, another
polyamine site antagonist, before training, impairs the acquisition of contextual and
tone fear condition in rats (Rodrigues et al. 2001). The intracerebroventricular
administration of ifenprodil also reverses the memory facilitation caused by
spermidine and NMDA in olfactory bulbectomized mice in the inhibitory avoidance
task (Tadano et al. 2004), further supporting the view that polyamine antagonists
modulate NMDA-mediated effects on memory. Finally, systemic eliprodil, an
antagonist of the polyamine binding site at the NMDA receptor, has no effect on
short- (Sternberg memory scanning and paired words) or long-term memory (delayed
free recall of pictures for long-term memory) in humans (Patat et al. 1994). In
addition, we showed that the modulation of fear conditioning by arcaine is time-
dependent, since its intraperitoneal administration 0 min, 60 min or 180 min after
training impairs fear conditioning. This is in agreement with previous results showing
that the effect of intrahippocampal spermidine on memory of inhibitory avoidance is
time-dependent (Berlese et al. 2005).

It should be noted, however, that there are also reports of memory

improvement by polyamine antagonists, and lack of effect as well. In line with this
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or ifenprodil (da Silva et al. 2006) have no effect on the memory of inhibitory
avoidance task in rats. An absence of effect of systemic ifenprodil on a social
recognition test has also been reported (Mikolajczak et al. 2002). On the other hand,
systemic administration of arcaine (5.0 mg/kg i.p.) before training improves the
memory of the social recognition task (Mikolajczak et al. 2002). The reasons for
these discrepancies are not known, but they may be related to the structure injected
and the task used to assess memory, since polyamine antagonists do not alter the
memory of inhibitory avoidance task if they are injected into the hippocampus. Due to
this fact a “polyaminergic tonus”, or a role for endogenous polyamines on memory,
has been suggested for the amygdala (Rubin et al. 2001, 2004), but not for the
hippocampus (Rubin et al. 2000). Therefore, one might argue that the amnestic effect
of systemic polyamine binding site antagonists in aversive, but not in non-aversive
tasks, is due to their preferential effect on the amygdala. If this were true, polyamine
antagonists might be useful to prevent the formation of aversive memories, and these
compounds might be of value to prevent posttraumatic stress disorder (PTSD)
(Hageman et al. 2001). However, more studies are necessary to determine whether

arcaine is suitable to prevent PTSD.
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Table 1 Effect of post-training intraperitoneal administration of spermidine, arcaine
and MK-801 on freezing responses in a novel context (room B) without tone. PBS

represents vehicle treatment.

Group (mg/kg) Freezing without tone (%)
PBS 6.64 + 0.87
Spermidine

(1) 11.30 + 4.34

(10) 9.08 +2.49

(100) 6.66 + 1.55
PBS 11.67 £5.71
Arcaine

(0.1) 13.67 + 3.70

(1) 13.51 £4.32

(10) 11.01 £ 2.67
PBS 10.32 + 6.66
MK-801

(0.001) 6.38 + 2.46

(0.01) 542 +1.61

(0.1) 8.06 + 1.97

Data are means + SEM for (8-13) animals in each group.
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Figure legends

Fig. 1 Effect of immediate post-training intraperitoneal spermidine administration on
freezing to context (a) and to tone (b). p < 0.05 compared with vehicle by the
Student-Newman-Keuls test. Data are the means + SEM percentage of freezing

averaged across all context (a) or tone (b) trials (n = 11 animals in each group).

Fig. 2 Effect of immediate post-training intraperitoneal MK-801 administration on
freezing to context (a) and to tone (b). p < 0.05 compared with vehicle by the
Student-Newman-Keuls test. Data are the means + SEM percentage of freezing

averaged across all context (a) or tone (b) trials (n = 8-9 animals in each group).

Fig. 3 Effect of immediate post-training intraperitoneal arcaine administration on
freezing to context (a) and to tone (b). p < 0.05 compared with vehicle by the
Student-Newman-Keuls test. Data are the means + SEM percentage of freezing

averaged across all context (a) or tone (b) trials (n = 12-13 animals in each group).

Fig. 4 Effect of the immediate post-training intraperitoneal administration of MK-801
(0.001 mg/kg) and spermidine (100 mg/kg) on the percentage of freezing to context
(a) and to tone (b). PBS represents vehicle treatment. p < 0.05 compared with
vehicle by the Student-Newman-Keuls test. Data are means + SEM averaged across

all context (a) or tone (b) trials (n = 7-8 animals in each group).

Fig. 5 Effect of immediate post-training intraperitoneal administration of arcaine (0.1

mg/kg) and spermidine (100 mg/kg) on the percentage of freezing to context (a) and
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to tone (b). PBS represents vehicle treatment. ‘p < 0.05 compared with vehicle by the
Student-Newman-Keuls test. Data are means + SEM averaged across all context (a)

or tone (b) trials (n = 12-14 animals in each group).

Fig. 6 Effect of injection of arcaine (10 mg/kg) 0, 60, 180 or 360 min after training, on
freezing to context (a) and to tone (b). PBS represents vehicle treatment. p < 0.05
compared with vehicle by the Student-Newman-Keuls test. Data are means + SEM

averaged across all context (a) or tone (b) trials (n = 10-12 animals in each group).
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No presente estudo nos demonstramos, pela primeira vez, que a
administracdo sistémica da poliamina SPD, agonista do sitio das poliaminas no
NMDA-R, melhorou o desempenho dos ratos na tarefa de medo condicionado tanto
ao contexto quanto ao tom. ARC, um antagonista do sitio das poliaminas no NMDA-
R, e MK-801, antagonista nao-competitvo do NMDA-R, administrados
intraperitonealmente (i.p.) apds o treino, prejudicaram a consolidacdo do medo
condicionado ao contexto e ao tom. Outro achado importante foi que a
administragcdo de ARC e MK-801, em doses que nao tiveram efeito per se sobre o
medo condicionado, reverteram o efeito facilitatério causado pela SPD tanto ao
contexto como ao tom. Estes resultados reforcam a idéia de que a melhora da
memoria causada por SPD pode ser mediada pelo sitio de ligagdo das poliaminas
no NMDA-R.

O efeito facilitatério da administracédo sistémica de SPD sobre a tarefa de
medo condicionado, demonstrado com o aumento da imobilidade tanto ao contexto
quanto ao tom, vem ao encontro de outros estudos nos quais a administragado de
poliaminas modulam a memaria em diferentes tarefas (Kishi et al., 1998 a, b; Meyer
et al., 1998; Rubin et al., 2000, 2001, 2004; Mikolajczak et al., 2002; Nishiga M.&
Kamei C., 2002; Tadano et al.,, 2004; Berlese et al.,, 2005; Guerra et al., 2006).
Assim, microinjegdes intra-hipocampal ou intra-amigdala de SPD aumentam a
laténcia de descida da plataforma na tarefa de esquiva inibitéria (Rubin et al., 2000,
2001; Berlese et al., 2005; Guerra et al., 2006) e aumentam o condicionamento de
medo ao contexto e ao tom (Rubin et al., 2004). SPD melhora o desempenho dos
ratos na tarefa de esquiva inibitoria, de forma tempo-dependente, uma vez que a
SPD melhora a aquisicdo e a consolidacédo recente, mas nao afeta consolidagao
tardia e a evocacao (Berlese et al., 2005). Além disso, a administracdo de SPD
(intra-hipocampal e intracerebroventricular) é efetiva para atenuar o déficit de
memoria de trabalho induzido por antagonistas do NMDA-R (MK-801) bem como,
por antagonistas muscarinico, glutamatérgico metabotropico e um antagonista do
sitio da glicina no NMDA-R (escopolamina, AIDA e &cido 7-cloroquinurénico) (Kishi
et al., 1998a; Kishi et al., 1998b, Nishiga & Kamei, 2003). A SPD também atenua o
prejuizo da memoéria induzido pela retirada do bulbo olfatério na tarefa de esquiva
passiva (Tadano et al., 2004). Uma linhagem de camundongos transgénicos que
superexpressam a enzima espermidina/espermina -N' -acetiltranferase, uma enzima

do catabolismo das poliaminas, possuem niveis diminuidos de SPD e espermina e
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um desempenho prejudicado no labirinto radial de oito bragos (Kaasinem et al.,
2004). Juntos estes resultados fornecem evidéncias de que as poliaminas estao
envolvidas na modulagdo da memdéria em diferentes tarefas.

Entretanto, poucos estudos tém investigado o efeito da administragao
sistémica das poliaminas sobre a memoaria. Assim, a administracdo sistémica de
SPD atenua os erros no aprendizado do labirinto induzido por CPP (um antagonista
competitivo do NMDA-R) e a administracéo (i.p.) de SPD melhora a memoria de
reconhecimento social em ratos (Meyer et al., 1998; Mikolajczak et al., 2002). O
presente estudo € o primeiro estudo que mostrou que a administragao sistémica de
SPD melhora a memoria da associacdo de um estimulo aversivo com um estimulo
neutro.

Estd bem estabelecido que o condicionamento para dicas como o tom,
requer a amigdala, mas ndo o hipocampo. Em contraste, o medo condicionado
contextual requer ambos, tanto a amigdala quanto o hipocampo (Sanders et al.,
2003; Dityatev & Bolshakov, 2005). Como no presente estudo foi observado que a
SPD melhorou a consolidagdo da memoria tanto ao contexto quanto ao tom,
sugerimos que sistemicamente ela modula tanto tarefas dependentes do hipocampo
quanto dependentes da amigdala.

O efeito facilitatério da administacéo sistémica de SPD sobre memodrias do
medo, ocorre mesmo com a passagem restrita destes compostos através da barreira
hemato-encefalica (Shin et al., 1985). O efeito sisttmico das drogas € de grande
importancia quando se projeta a sua utilizagdo na clinica, uma vez que tanto as
drogas que melhoram quanto as drogas que prejudicam a memoria podem ter um
potencial terapéutico (O’ Brien & Nutt, 1998; Rose, 2002; Gerlai, 2003).

Neste estudo ndés também mostramos que a administracdo sistémica pos-
treino de ARC prejudica o desempenho dos animais tanto ao contexto como ao tom
na tarefa de medo condicionado. Este resultado esta de acordo com as evidéncias
obtidas em experimentos onde a administragdo intra-amigdala de ARC prejudica a
consolidacdo da memoaria nas tarefas de esquiva inibitéria e de medo condicionado
(Rubin et al., 2001, 2004). De fato, estudos eletrofisiolégicos mostram que a ARC
reduz as correntes através do NMDA-R reduzindo a condutancia do canal (Rock &
MacDonald, 1995). Além disso, a administracdo sistémica ou intra-amigdala de
ifenprodil, outro antagonista do sitio das poliaminas, prejudica a aquisigcdo do

condicionamento ao contexto e ao tom em ratos (Rodrigues et al., 2001). Também, a
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administracao de ifenprodil reverte o efeito facilitatério da memdria causada por SPD
e NMDA em camundongos sem o bulbo olfatério na tarefa de esquiva passiva
(Tadano et al., 2004). Por fim, a administragao sistémica de eliprodil, um antagonista
do sitio de ligagdo das poliaminas no NMDA-R, n&do tem efeito sobre a meméria de
curto e de longo prazo (Patat et al., 1994).

Esta descrito que a administragdo de antagonistas das poliaminas causam
prejuizo na memoria ou ndo possuem efeito (Rubin et al., 2000; Mikolajczak et al.,
2002; da Silva et al., 2006). Assim, a administracdo de ARC e ifenprodil intra-
hipocampal ndo teve efeito sobre a tarefa de esquiva inibitéria (Rubin et al., 2000; da
Silva, 2006). Ja na tarefa de reconhecimento social a administragao sistémica de
ifenprodil ndo teve efeito e a ARC (5 mg/kg) melhorou o desempenho dos animais
(Mikolajczak et al., 2002). As razbdes dessas discrepancias ndo sao conhecidas.
Pode-se argumentar que essas diferengas possam estar relacionadas com a
estrutura injetada ou com a tarefa utilizada. Uma vez que a ARC néao tem efeito
sobre a memoria quando administrada intra-hipocampo (Rubin et al., 2000), mas tem
efeito quando administrada intra-amigdala (Rubin et al., 2001, 2004) podemos
sugerir que exista um tdnus poliaminérgico na amigdala, mas n&o no hipocampo. E
provavel que esta variabilidade ocorra, ao menos em parte, devido a expressao de
diferentes combinagcdes de subunidades do NMDA-R (Johnson, 1996; Williams,
1997a) e sua distribuicdo heterogénea nessas estruturas (Goebel & Poosch, 1999;
Rodrigues et al., 2001).

A administragao sistémica de ARC, um antagonista do sitio das poliaminas no
NMDA-R, prejudicou a memodria em uma determinada janela de tempo; o efeito foi
evidenciado de 0-180 minutos pdés-treino. Outro antagonista do receptor NMDA
também apresenta acdo dependente do tempo e da estrutura a qual foi
administrado. Assim, o AP5, um antagonista competitivo do receptor NMDA, causa
amneésia quando injetado no hipocampo e na amigdala imediatamente apds o treino
(Roesler et al., 2003), mas ndo é capaz de causar amnésia quando injetado 90
minutos apoés o treino, entretanto quando administrado de 90-180 e ndao quando
administrado 360 minutos pds-treino no coértex entorrinal causa amnésia, na tarefa
de esquiva inibitoria (Jerusalinsky et al., 1992; Ferreira et al., 1992) e n&o tem efeito
pos-treino na tarefa de medo condicionado (Schenberget et al., 2005). Desde que a

administracao intraperitoneal de ARC entre 0-180 minutos apds o treino piorou a
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memoria podemos especular que seu efeito seja mediado por diferentes estruturas
neste periodo de tempo.

A descoberta de drogas que impegam a formagao das memorias de medo,
ou seja, daquelas memodrias que n&o sao de interesse preserva-las, pode ser util no
tratamento do Transtorno do Estresse Pés-traumatico (O’ Brien & Nutt, 1998; Walker
et al., 2002). Assim a ARC poderia ter valor terapéutico na prevencao do Transtorno
do Estresse Pos-traumatico.

No presente estudo a administracdo de ARC e MK-801, em doses que néo
apresentam efeito per se, reverteram o efeito facilitatério da SPD sobre o medo
condicionado tanto para o contexto quanto para o tom, reforcando a idéia de que a
melhora da consolidagdo da memoria pela SPD pode ser mediada pelo NMDA-R.
Este efeito vem ao encontro da descricdo de que existem sitios para as poliaminas
no NMDA-R (Williams, 1997; Gallagher et al, 1997). Além do mais os efeitos
causados pela SPD podem ser atribuidos a sua agao na consolidagao da memoaria e
nao a outros parametros comportamentais, tais como atividade locomotora ou
ansiedade. No presente estudo a atividade locomotora ndo foi alterada pela
administracdo de SPD, ARC e MK-801 (dados nado mostrados), além disso, a
administracao intra-amigdala de SPD e ARC nao alteraram estes parametros
comportamentais (Rubin et al., 2004).

Além dos efeitos descritos para as poliaminas sobre o0 NMDA-R elas também
podem influenciar na atividade de outros canais idnicos. Assim AMPA-R, os quais
também estdo envolvidos nos processos de aprendizagem e memoria, sao
modulados por poliaminas. Entretanto, o efeito facilitatorio da SPD sobre a memoria,
encontrado em nosso estudo, provavelmente ndo seja mediado pelo AMPA-R, visto
que poliaminas endégenas e exdgenas bloqueiam AMPA-R, permeaveis ao caicio,
deste modo diminuindo a excitabilidade sinaptica (Aizenmann et al., 2002; Pellgrini-
Giampietro, 2003; Shin et al., 2005). Da mesma forma poliaminas bloqueiam o poro
de receptores cainato impedindo o influxo de ions quando a membrana esta
despolarizada. Além disso, SPM bloqueia o poro do canal K" retificadores de entrada
no lado intracelular. Esses canais de K retificadores de entrada controlam o
potencial de repouso e a excitabilidade em neurdnios. Um estudo de Bianchi e
colaboradores (1996) mostrou que a reducao dos niveis intracelulares de SPD reduz
a retificacdo de canais de K" retificadores de entrada e assim desloca o limiar de

excitagao para potenciais mais positivos. Portanto, o0 aumento nos niveis de do uso
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destes compostos para tratar os disturbios relacionados com a memodria em
humanos. Uma perspectiva futura seria examinar os efeitos de agonistas e
antagonistas do sitio das poliaminas no NMDA-R sobre a extingdo das memorias de
poliaminas aumenta o grau de retificagdo, aumentando a excitabilidade (Lopatin et
al., 1995). Desta forma ndo podemos excluir a possibilidade de um efeito sinérgico
dos canais de K retificadores de entrada e do NMDA-R, modulados por SPD, no
efeito facilitatério na tarefa de medo condicionado descrito neste estudo.

Em resumo, a administracdo sistémica de arcaina piora enquanto que a
administragcao de SPD melhora a memodria do medo condicionado em ratos. Isto abre
a possibilidade medo, ja que as evidéncias de que agonistas do NMDA-R facilitam a
extingdo do aprendizado do medo, tem significancia clinica, porque o principal
tratamento atualmente efetivo, para desordens de ansiedade, € baseado na extingao
(Richardson et al.,2004); desta forma um modelo util e com potencial terapéutico
para o Transtorno do Estresse Poés-Traumatico. Assim, mais estudos sé&o

necessarios para definir se estas poliaminas podem ser usadas na clinica ou nio.
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5. CONCLUSOES

Tendo em vista os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir

que:

o A administracdo intraperitoneal de ARC (0-180 min pds-treino) prejudicou o
desempenho dos ratos na tarefa de medo condicionado tanto ao contexto quanto ao

tom.

° A administracao intraperitoneal pos-treino de SPD melhorou o desempenho

dos ratos na tarefa de medo condicionado tanto ao contexto quanto ao tom.

o A administragdo intraperitoneal pos-treino de MK-801 prejudicou o
desempenho dos ratos na tarefa de medo condicionado tanto ao contexto quanto ao

tom.

° A administracao intraperitoneal pds-treino de MK-801, em uma dose que nao
teve efeito per se sobre a memodria, reverteu o efeito facilitatério da SPD sobre a

tarefa de medo condicionado tanto ao contexto quanto ao tom.

o A administragado intraperitoneal pds-treino de ARC, em uma dose que nao
teve efeito per se sobre a memoaria, reverteu o efeito facilitatorio da SPD sobre a

tarefa de medo condicionado tanto ao contexto quanto ao tom.
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