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As poliaminas, putrescina, espermidina e espermina estdo presentes em altas
concentracdes no sistema nervoso central e, por sua natureza policatibnica, podem
interagir com sitios anidnicos de macromoléculas (acidos nucléicos e proteinas) e
modulam o aprendizado e a memodria interagindo com o sitio de ligacdo das
poliaminas no receptor N-metil-D-apartato. Neste estudo nds investigamos os efeitos
da administracao sistémica de espermidina e arcaina sobre a memoria da tarefa de
esquiva inibitéria em ratos. Também foi determinado se os efeitos da espermidina e
arcaina envolvem dependéncia de estado. Os animais foram treinados em um
aparelho de esquiva inibitoria (0,4 mA, 3 seg) e testados no mesmo aparelho, 24
horas depois. A administragdo imediatamente apdés o treino de espermidina (50
mg/kg, i.p.) melhorou, enquanto que arcaina (10 e 30 mg/kg, i.p.) prejudicou a
laténcia de descida da plataforma no teste da esquiva inibitéria. A administracao de
espermidina (50 mg/kg, i.p.) 15 minutos antes do teste ndo afetou a performance dos
ratos que foram injetados com espermidina (50 mg/kg, i.p.) ou veiculo imediatamente
apos o treino. Entretanto, a administragdo de arcaina (30 mg/kg, i.p.) 15 minutos
antes do teste reverteu o prejuizo da memdédria causado pela administracdo de
arcaina (30 mg/kg, i.p.) imediatamente apés o treino. A administragdo de arcaina (30
mg/kg, i.p.) ou MK-801 (0,03 mg/kg, i.p.) antes do teste reverteu parcialmente o
prejuizo da memoria causado pela administracdo de arcaina (30 mg/kg) ou MK-801
(0,03 mg/kg) imediatamente apds o treino, caracterizando dependéncia de estado
cruzada. Estes resultados sugerem que a melhora da memoria causada pela
administracdo de espermidina imediatamente apds o treino ndo é devido a
dependéncia de estado. Em contraste, o prejuizo da memoéria induzido pela arcaina
€ devido a uma dependéncia de estado. A dependéncia de estado cruzada entre
arcaina e MK-801. sugere que a dependéncia de estado induzida pela arcaina
envolve a hipofungao do receptor NMDA.

Palavras-chave: Poliaminas, espermidina, arcaina, receptor NMDA, memoria,
dependéncia de estado.
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The polyamines, putrescine, spermidine and spermine, are present in high
concentrations in the central nervous system and, because of their policationic
nature, they can interact with diverse cellular anionic targets (nucleic acids and
proteins) and modulate the learning and memory by interacting with the polyamine
binding site at N-methyl-D-aspartate receptor. In this study we investigated the
effects of the systemic administration of spermidine and arcaine on the memory of
the inhibitory avoidance task in rats. It was also determined whether the effects of the
spermidine and arcaine involve state dependence. The animals were trained in an
inhibitory avoidance apparatus (0.4 mA, 3s) and tested in the same apparatus 24
hours later. Immediate post-training administration of spermidine (50 mg/kg, i.p.)
improved, while arcaine (10 and 30 mg/kg, i.p.) impaired step-down latencies in the
inhibitory avoidance test. Administration of spermidine (50 mg/kg, i.p.) 15 minutes
before testing did not alter the performance of rats which were injected with
spermidine (50 mg/kg, i.p.) or vehicle immediately after training. However,
administration of arcaine (30 mg/kg, i.p.) 15 minutes before testing reverted the
impairment of memory caused by the administration of arcaine (30 mg/kg, i.p.)
immediately after training. Administration of arcaine (30 mg/kg, i.p.) or MK-801 (0.03
mg/kg, i.p.) before testing partially reverted the impairment of memory caused by the
administration of arcaine (30 mg/kg, i.p.) or MK-801 (0.03 mg/kg, i.p.) immediately
after training, characterizing a crossed state dependence. The results suggest that
memory improvement caused by the administration of spermidine immediately after
training is not due to state dependence. In contrast, the impairment of memory
induced by arcaine is due to state dependence. The crossed state dependence
between arcaine and MK-801 supports that state dependence induced by arcaine is
related to NMDA receptor hypofunction.

Keywords: Polyamines, spermidine, arcaine, NMDA receptor, memory, state
dependence.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — Esquema da sequéncia de modificagcdes de um terminal sinaptico

glutamatérgico envolvido na formacé&o da memoria............coouvviiiiiiiiiiiiiiiiiie e
FIGURA 2 — Representacao esquematica da estrutura quimica das poliaminas....

FIGURA 3 — Metabolismo das poliaminas.............c.oeeiiiiiieiiiiiiiceeeece e,

Figura 4 — Esquema de ag¢des modulatérias da espermina sobre o receptor

FIGURA 5 - Efeito da administracdo imediatamente apds o treino de
espermidina (1, 10, 50 e 100 mg/kg, i.p.) sobre a laténcia de descida dos ratos
da plataforma na sessao de teste na tarefa de esquiva inibitéria. Os dados sao
mostrados como mediana = intervalo interquartil. n=12—-15 para cada grupo.

SPD (espermidina). *Indica diferenca significativa (p<0,05) comparado com o

o (U] oo N te] (o] L= PP

FIGURA 6 — Efeito da administracao imediatamente apds o treino de arcaina
(1, 10, e 30 mg/kg, i.p.) sobre a laténcia de descida dos ratos da plataforma na
sessao de teste na tarefa de esquiva inibitéria. Os dados sdo mostrados como

mediana  intervalo interquartil. n=14 para cada grupo. ARC (arcaina). *Indica

diferenca significativa (p<0,05) comparado com o grupo controle. ..............ccc........

FIGURA 7 — Efeito da administracao de espermidina (50 mg/kg, i.p.) ou veiculo
(PBS, i.p.) imediatamente apos o treino e 15 minutos pré-teste sobre a laténcia
de descida dos ratos da plataforma na sessao de teste na tarefa de esquiva
inibitéria. Os dados sdo mostrados como mediana = intervalo interquartil. n=12

para cada grupo. SPD (espermidina). *Indica diferenca significativa (p<0,05)

comparado com o grupo controle (PBS/PBS). ...

FIGURA 8 — Efeito da administracdo de arcaina (30 mg/kg, i.p.) ou veiculo
(PBS, i.p.) imediatamente apds o treino e 15 minutos pré-teste sobre a laténcia
de descida dos ratos da plataforma na sessado de teste na tarefa de esquiva

inibitéria. Os dados sdo mostrados como mediana = intervalo interquartil. n=12

.26

.43

.45



para cada grupo. ARC (arcaina). *Indica diferenga significativa (p<0,05)
comparado com o grupo controle (PBS/PBS). ........uuiiiiiiiiieeeeee e 46
Figura 9 — Efeito da administracdo de arcaina (30 mg/kg, i.p.), MK-801 (0,03
mg/kg, i.p.) ou veiculo (PBS, i.p.) imediatamente apds o treino e 15 minutos
(ARC) ou 30 minutos (MK) pré-teste sobre a laténcia de descida dos ratos da
plataforma na sessado de teste na tarefa de esquiva inibitéria. Os dados séo
mostrados como mediana = intervalo interquartil. n=14-17 para cada grupo.
ARC (arcaina), MK (MK-801). *Indica diferenga significativa (p<0,05), *Indica
diferenca significativa (p<0,001) comparado com o grupo controle (PBS/PBS)........ 47



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — Efeito da administracdo imediatamente apdés o treino de

espermidina (1, 10, 50 e 100 mg/kg, i.p.) e arcaina (1, 10 e 30 mg/kg, i.p.)

sobre o comportamento dos ratos no teste do campo aberto. ............cceeeeiiiiinnnnn...

TABELA 2 — Efeito da administragdo de espermidina (50 mg/kg, i.p.) ou veiculo

(PBS, i.p.) imediatamente apdés o treino e 15 minutos pré-teste sobre o

comportamento dos ratos no teste do campo aberto. ..o

TABELA 3 - Efeito da administracdo de arcaina (30 mg/kg, i.p.) ou veiculo

(PBS, i.p.) imediatamente apdés o treino e 15 minutos pré-teste sobre o

comportamento dos ratos no teste do campo aberto.............ccoveiiiiiiii e

TABELA 4 — Efeito da administragao de arcaina (30 mg/kg, i.p.), MK-801 (0,03
mg/kg, i.p.) ou veiculo (PBS, i.p.) imediatamente pos-treino e 15 minutos (ARC)

ou 30 minutos (MK) pré-teste sobre o comportamento dos ratos no teste do

(07> 1 0] o Yo =1 o 1= (o TP

.44

.45

.48



LISTA DE ABREVIATURAS

AMPA — Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico
AMPc — Adenosina monofosfato ciclica

ANOVA - Analise de variancia

AP5 — Acido D-2-amino-5-fosfonopentandico

ARC - Arcaina

Ca?* - célcio

CaMKIl — Proteina quinase dependente de calcio/calmodulina do tipo |l
CPG — Acido DL-beta-clorofenil glutamico

CPP — (3-(-2-carboxipiperazina-4-propil)1-fosfato)

CREB - Proteina ligante do elemento responsivo ao AMPc
dcSAM — S-adenosilmetionina descarboxilase

DNA — Acido desoxirribonucléico

GABA — Acido §-aminobutirico

GAP-43 — Proteina do terminal axénico associado ao crescimento
K" — Potassio

L-NAME — N®-nitro-L-arginina metil éster

LTP — Potencializagao de longa duragéo

mMRGLU — Receptor glutamatérgico metabotropico

MAPK - Proteina ativada por mitégenos

MK — MK-801 ou dizolcipina

MK-801 — (+)5-metil-10,11-dihidro-5H-dibenzol[a,b]-ciclohepteno-5-10-amino
MTA — Metiltioadenosina

Na* — Sédio

NMDA — N-metil-D-aspartato

ODC - L- ornitina descarboxilase

PAF — fator de agregacéao plaquetaria



PBS — Tampao fosfato em salina

PCP — fenciclidina

PKA - Proteina quinase dependentes de AMPc
PKG — Proteina quinase dependente de GMPc
PKC - Proteina quinase dependente de calcio
RNA — Acido ribonucléico

SAM - S-adenosil-metionina

SAMDC - S-adenosil-metionina descarboxilada
SNC - Sistema Nervoso Central

SPD — Espermidina

SPM — Espermina

SSAT — Espermidina/espermina N'acetil-transferase



SUMARIO

L INTRODUGAOD. ...ttt ettt e e e, 15
I 1Y 1= o Lo T = TSSO 16
1.1.1 Nogdes sobre 0s mecanismos da Memoria.............eceeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 18
1.1.2 Dependéncia de estado............cooovviiiiiiiiiiicic e 21
1.2 Receptores N-metil-D-aspartato..........cccceeeeeeviiiiiiiiiiiiiceee e, 22
1.2.1 Envolvimento do receptor NMDA na formagao da memobria..................... 23
R o ] 1= 0 1 = LSRRI 25
1.3.1 Metabolismo das Poliaminas............ccoooiiieiiiiiiiiiiccciiee e 26
1.3.2 FuNgao das Poliaminas............coooiiiiiiiiiiiiiiieece e 28
1.3.3 Poliaminas € Receptor NMDA ... 30
1.3.4 Poliaminas, Receptor NMDA e Memoria...........cccoovvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeiee, 31
P2 © ] = TN 1 I AV 1 34
2.1 ODJEUIVO GEIAl. ..o e e 35
2.2 Objetivos ESPECITICOS...uuuiiiiiiii et 35
3 MATERIAIS E METODOS.......c.ooeieeeeeeeeeee ettt ate e enn e e 36
700 N 1 11 02 = U 37
I B | o T - L PP PPPPPTPP 37
3.3 Testes COMPOrtamMeENtaiS.....ccoceeeeiiieeeeeeeeeee e e 37
3.3.1 EsquIva iNIDItOrIa. .......uuei i 37
3.3.2 Teste do CampPO @bertO...... ... oo e 38
3.4 EXPEIMENTOS . ..ttt e e e e e e 38

3.4.1 Experimento 1. Efeito da SPD e ARC sobre a consolidacdo da
memoria: Curva doSe-efeit0 .........ccciieeeiiiiii e 38
3.4.2 Experimento 2: Avaliagdo da possivel dependéncia de estado causada

pela SPD sobre @ MemoOria..........cooo e 39



3.4.3 Experimento 3: Avaliacdo da possivel dependéncia de estado causada
pela ARC sobre @ memoria............uueeiiiiiiiiiiieeeeeeeeecee e 39

3.4.4 Experimento 4: Avaliagcao da possivel dependéncia de estado cruzada

causada pela ARC € MK-80T ... ..o e e e e e e 39
3.4.5 ANAlISE EStatiStiCa. ... ocv e 40
A RESULT AD S . .o et 41

4.1 Experimento 1: Efeito da SPD e ARC sobre a consolidagdo da memodria:
CUrVa dOSE-EfEIL0.......coviiie i 42
4.2 Experimento 2: Avaliagdo da possivel dependéncia de estado causada
pela SPD sobre @ MemoOria............coooiiiiiiiiicce e 44
4.3 Experimento 3: Avaliagdo da possivel dependéncia de estado causada
pela ARC sobre @ memoria............eeeiiiiiii e 45

4.4 Experimento 4: Avaliacao da possivel dependéncia de estado cruzada

causada pela ARC € MK-80T........uiiiiiiii et 47
B DISCUSSAD . ..o et 49
B CONCLUSOES . ... oo e e, 55

T REFERENCIAS. ...t e et e e e e e e e eeeaa e 57



1 INTRODUCAO



Introducédo 16

1.1 Membéria

Como lembramos de um fato ocorrido em determinado tempo passado ou o
nome daquela amiga de infancia? O que faz ndés esquivarmos os dedos das
tomadas? Por que ndo esquecemos de como andar de bicicleta?

O que faz sermos quem somos e que nos difere entre si sdo justamente as
diferentes memoarias de fatos vividos. Como diz o professor Dr. Ivan lzquierdo :
“...somos aquilo que recordamos, literalmente. Ndo podemos fazer aquilo que nao
sabemos como fazer, nem comunicar nada que desconhegamos, isto é, nada que
nao esteja na nossa memodria...”

Desde a infancia temos experiéncias que ficam armazenadas na forma de
lembrangcas e que, muito tempo depois, podemos relembrar e partilhar essas
vivéncias com nossos amigos, filhos e netos. Essas experiéncias adquiridas em
segundos, semanas ou anos podem ser muito visuais (casa de infancia), outras sé
olfativas (cheiro de um perfume) outras completamente motoras ou musculares
(nadar ou andar de bicicleta). Algumas nos dao prazer ao lembrar e outras séo tao
terriveis que preferimos esquecer (lzquierdo, 2002).

Assim, a memoria envolve um complexo mecanismo que abrange armazenar
informacdes que possam ser recuperadas e utilizadas posteriormente (Lent, 2004).
O aprendizado e memoria sdo entdao fundamentais para a experiéncia humana, uma
vez que aquilo que é aprendido modifica nossos encéfalos de uma maneira tal que é
possivel mantermos o novo conhecimento em nossa memoria por um tempo
bastante longo (Squire & Kandel, 2003).

O conjunto destas memodrias determina a nossa personalidade e a forma de
ser, de viver e de agir de cada um, e por isso somos unicos e completamente
diferentes. A perda da memoaria leva a perda de si mesmo, a perda da histéria de
uma vida e das interagées duradouras com outros seres humanos (lzquierdo, 2002;
Squire & Kandel, 2003).

As memorias podem ser classificadas quanto a sua natureza em memoria
declarativa ou explicita e nao-declarativa ou implicita. A memoéria declarativa ou
explicita € aquela memoria que registra fatos e eventos que tenham ocorrido e que
podemos evocar por meio de palavras. E aquela meméria para o nome de um

amigo, as ultimas férias do ver&o. E faciimente adquirida com plena intervencédo da
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consciéncia (recordagao), mas também é facilmente esquecida. A memdria de
trabalho € uma memdria declarativa que nao forma "arquivos", ela é necessaria
para manter uma informagao durante poucos segundos ou minutos até o momento
de utiliza-la (se é uma informacéo nova e convém guarda-la) ou descarta-la (se ja
existe) (Izquierdo, 2002; Ashby & O’Brien, 2005). A memdéria ndo-declarativa ou
implicita refere-se aquela memdria que nao conseguimos verbalizar e nao envolve
evocacao consciente, sdo aquelas memodrias para habilidades ou procedimentos,
como habilidades para dirigir um automodvel, tocar piano ou andar de bicicleta. Ela é
adquirida através de pratica e requer repeticoes, é expressa como uma mudanga no
comportamento, persiste por mais tempo com menor probabilidade de esquecimento
(Bear et al.,2002; Izquierdo, 2002; Squire & Kandel, 2003).

As memorias também podem ser classificadas quanto ao tempo de retencao
em memoria de curta e longa duragdo e memoria remota. As memaorias de curta
duracdo duram pouco tempo (minutos ou 3 a 6 horas) enquanto a meméria de
longa duragdo esta sendo formada, se estas memodrias durarem muitas meses ou
anos costumam ser denominadas de memdérias remotas (Lees & Jones, 2000; Bear
et al., 2002; Izquierdo, 2002; Izquierdo, 2004).

O aprendizado e a formacao desses tipos de memoéria dependem de
estruturas cerebrais diferentes. A memoria de trabalho parece depender da atividade
elétrica de células de uma regido cerebral denominada cértex pré-frontal (Izquierdo,
2002; Izquierdo, 2004). As memorias declarativas sdo processadas por estruturas do
lobo temporal e suas conexdes enquanto a memaria ndo declarativa parece envolver
estruturas como estriado e o diencéfalo (lzquierdo & Medina, 1995).

As memorias de curta e de longa duragdo requerem as mesmas estruturas
nervosas, mas envolvem mecanismos separados (lzquierdo et al., 1998, Izquierdo,
2002) como, por exemplo, ativagcao de genes e producado de novas proteinas (Lee &
Jones, 2000).

Na determinacdo da sequéncia de processos envolvidos na formacao,
consolidacao e evocagao de memoarias tem-se utilizado uma tarefa muito simples, a
tarefa de esquiva inibitéria, onde se pode claramente diferenciar as fases da
memoria. Ela envolve a formagdo de uma memoria declarativa onde o animal
aprende que ao descer de uma plataforma ele recebe um choque. Numa exposigao

subsequente, o animal ficara mais tempo encima da plataforma em vez de descer.



Introducédo 18

Ou seja, o animal inibe uma resposta (descer de uma plataforma) para nao receber
um estimulo aversivo (um choque elétrico) (Izquierdo et al, 2006). Esta tarefa é
adquirida muito rapidamente em um unico treino e envolve a repressao especifica da
tendéncia natural dos ratos para explorar além da plataforma. Esta memoria
corresponde aquela em que noés evitamos colocar os dedos na tomada ou evitamos
entrar numa rua perigosa (lzquierdo & Medina, 1997; lzquierdo, 2002, Izquierdo et
al, 2006). Estudos demonstram que este tipo de memoria declarativa envolve
estruturas encefalicas como hipocampo, amigdala, septo medial e cortex entorrinal,
cada estrutura estaria envolvida em tempos diferentes no processo de consolidagao

da memodria (Izquierdo & Medina, 1995).

1.1.1 Nogdes sobre os mecanismos da memaria

O periodo em que ocorre o aprendizado de uma informacao (treino) é a fase
de aquisicdo da memoria. Apds, essa informagdo acompanha um periodo de
armazenamento onde passa de um estado labil a um estado mais fixo, a fase de
consolidacdo da memodria, que pode durar horas ou até mesmo dias. Na fase de
consolidagdo, as memoérias sdo bastante suscetiveis a interferéncias por drogas ou
por outras perturbagées como trauma, eletrochoque, etc. No momento de relembrar
essa informagédo adquirida (teste) denominamos fase de evocagdo da memoria
(McGaugh, 2000; Abel & Lattal, 2001; Bear et al., 2002; Izquierdo, 2002; Squire &
Kandel, 2003).

Tarefas como esquiva inibitoéria, que sado aprendidas muito rapidamente,
fornecem informacdes sobre qual fase da memodria esta sendo modulada por um
determinado tratamento. Assim, se drogas sdo administradas antes do treino € dificil
determinar se essa droga esta agindo sobre a memdéria ou sobre outros aspectos
inespecificos (atividade locomotora, atengdo, ansiedade) que poderiam afetar o
aprendizado e a evocacdo. Por outro lado, o uso de tratamentos administrados
pouco depois do treino para melhorar ou prejudicar a memoria, fornece um método
usado extensivamente e altamente efetivo de influenciar a consolidagdo da memoaria
sem afetar a aquisicdo ou a evocagdo da memodria (McGaugh, 1973, McGaugh,
1989, McGaugh & Izquierdo, 2000).
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Ha evidéncias de que os mecanismos bioquimicos pelos quais formamos a
memoria sdo diferentes dos mecanismos pelos quais a evocamos (Abel & Lattal,
2001; lzquierdo, 2004) e envolvem uma miriade de eventos moleculares que
ocorrem em locais, estruturas e em tempos diferentes no sistema nervoso central
(Izquierdo et al, 2006).

O mecanismo celular de aprendizado e memodria envolve a plasticidade
sinaptica como a potencializagdo de longa duragédo — LTP. A LTP € um aumento
duradouro na efetividade sinaptica de uma dada via, ocasionado pela sua
estimulacéo (Bliss & Collingridge, 1993). A LTP esta comumente associada com a
consolidagdo da memdria, porém a formagdo da memoria e a LTP compartilham
alguns passos semelhantes, como por exemplo, o envolvimento do receptor
glutamatérgico N-metil-D-aspartato (NMDA) (lzquierdo & Medina, 1995; Izquierdo,
2002) uma vez que a administragdo de antagonistas desses receptores, CPP (3-(-2-
carboxipiperazina-4-propil)1-fosfato), AP5 (acido-2-amino-5-fosfonopentandico) e o
bloqueador do canal idbnico MK-801, impedem a formac&o da LTP em ratos (Wayner
et al., 2000; Fathollahi & Salami, 2001; Escobar et al., 2002).

Assim, alteracbes na liberagdo de neurotransmissores pelos neurbnios, e
eficiéncia na comunicagao entre tais neurdnios no hipocampo, amigdala, cortex
cerebral e outras estruturas encefalicas, parecem ser eventos neuroquimicos
primarios para a formagdo da memoria (McGaugh, 2000; McGaugh & lzquierdo,
2000). No caso da tarefa de esquiva inibitéria, evidéncias experimentais sugerem
que estruturas como hipocampo, amigdala e cértex entorrinal estdo envolvidos nesta
forma de aprendizado e, além disso, os eventos moleculares parecem envolver
ativagdo de receptores glutamatérgicos NMDA (Jerusalinsky et al, 1992, Liang et al,
1994, Zanatta et al, 1996, Roesler et al,1998, Roesler et al, 2000, Roesler et al,
2003, Lalumiere et al, 2004).

A consolidagdo da memoria de longa duracéo da tarefa de esquiva inibitéria
comecga imediatamente apdés a aquisicdo e dura muitas horas. Isto leva a uma
sequéncia de eventos bioquimicos na regido do hipocampo que é muito similar
aquelas envolvendo LTP na mesma regido (lzquierdo & Medina,1997; McGaugh,
2000).

A cascata de reacdes para a formacdo da memodria inicia quando o
glutamato é liberado, se liga a receptores especificos na membrana pds-sinaptica:

acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico (AMPA), cainato, N-metil-D-
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aspartato (NMDA) e receptores glutamatérgicos metabotropicos (mMRGLU) (Figura 1).
Esta ligacdo leva a uma despolarizagdo persistente da célula (ingresso de Na*
através de receptores do tipo AMPA) e assim promove a retirada do Mg2+ do
receptor NMDA, que passa a responder ao glutamato permitindo o ingresso de Ca®"
na célula. Esse aumento na concentracdo de Ca®" intracelular estimula enzimas
como: proteina quinase dependente de calcio/calmodulina do tipo Il (CaMKII - atua
fosforilando e ativando os receptores AMPA) e proteinas quinase dependentes de
GMPc (PKG). Esta ultima participa liberando substédncias como o6xido nitrico,
monoxido de carbono e fator de agregacao plaquetaria (PAF) as quais aumentam
ainda mais a liberacédo de glutamato. Outra enzima, a proteina quinase dependente
de calcio (PKC), contribui fosforilando a proteina do terminal axénico, a GAP-43, que
também mobiliza mais glutamato. Isso mantém por poucas horas a transmisséo
sinaptica ativada. Passado 3-4 horas, sdo ativadas as proteinas quinase
dependentes de AMPc (PKA) e as proteinas ativadas por mitogénio (MAPK). Estas
junto com a PKC fosforilam fatores de transcrigdo protéicos no nucleo, dos quais o
principal € a proteina ligante do elemento responsivo ao AMPc (CREB), culminando
com a sintese de novas proteinas e com o aumento na efetividade da transmissao
de informacdes entre os neurdnios (Bliss & Collingridge, 1993; Izquierdo & Medina
1995, 1997; McGaugh & Izquierdo, 2000; Bear et al, 2002; Izquierdo, 2002; Izquierdo
et al, 2006).

Todos esses processos também estdo sujeitos a modulagao, inclusive por
outros neurotransmissores diferentes do glutamato, entre estes, dopamina,
noradrenalina, serotonina, acetilcolina, acido &-aminobutirico (GABA) que sao
liberados por neurdnios presentes na propria estrutura ou em estruturas adjacentes
(Bliss & Collingridge, 1993; Izquierdo, 1993; Cahill & McGaugh, 1998, McGaugh,
2000, Abel & Lattal, 2001; McGaugh, 2002).

Além disso, essas etapas podem ser moduladas através da aplicacdo de
agonistas, antagonistas e moduladores dos diversos receptores glutamatérgicos,
inibidores especificos das enzimas mencionadas em diferentes estruturas e varios
tempos apds o treino de uma tarefa de memdria. Alguns deles favorecem ou
melhoram a memodria como no caso de agonistas e moduladores positivos
(poliaminas) de receptores glutamatérgicos NMDA e ativadores das enzimas PKA,

PKG e CaMKIl. Por outro lado, antagonistas destes receptores e inibidores destas
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enzimas provocam amnésia em diversas tarefas (Izquierdo & Medina 1995, 1997;
McGaugh & Izquierdo, 2000).
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Figura 1 — Esquema da sequéncia de modificagbes de um terminal sinaptico glutamatérgico

envolvido na formagéo da memdria (adaptado de Gilbert & Lasley, 2002).

1.1.2 Dependéncia de estado

Em muitos casos, as memorias adquiridas sob uma situagao estressante,
como a aquisicdo de uma esquiva inibitéria, incorporam ao seu conjunto de
estimulos componentes da situacdo em que foram adquiridas. A evocagcao da
memoria ndo é somente a "reativacdo" da memoria. No momento da evocacéao, o
encéfalo deve recriar, em instantes, memodrias que levaram horas para serem
formadas (Izquierdo, 2002). Além disso, o processo de evocagao da memoria implica
também em uma "reconsolidagcdo" da memoria prévia, uma vez que a informagao
armazenada é modificada durante a sua evocacgao (McGaugh, 2000, Abel & Lattal,
2001; Izquierdo, 2002; Squire & Kandel, 2003; Dalmaz & Netto, 2004).
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Para que haja uma boa evocagdo de qualquer memodria é conveniente
apresentar o maior numero possivel de componentes da situagdo em que a memoria
foi adquirida, fendbmeno este chamado de dependéncia de estado (Jackson et al.,
1992; Slot & Colpaert, 1999; Shulz et al., 2000). As memoarias ficam inacessiveis a
evocagao, a menos que as vias de acesso a elas sejam ativadas por alguma
experiéncia que cause as mudangas neuroquimicas apropriadas para esse
determinado contexto, estas memoédrias requerem certos estimulos que
compreendam pelo menos parte da reproducdo do estado em que foram
originalmente adquiridas (Izquierdo, 2004).

Entdo, o aprendizado e a memodria dependem da relagdo entre o estado
endoégeno desenvolvido apods o treino e o estado endogeno que esta presente no
momento da evocacgado. Considerando que as memorias podem depender ndo sé de
estados neuro-humorais ou hormonais internos do individuo, mas também de
estados causados pela administracdo de algumas drogas, quanto mais esse estado
se parega com aquele em que a memodria foi adquirida, melhor sera sua evocagao
(Izquierdo, 2004). Sob algumas condigdes, a modulagdo da memoria (melhora ou
prejuizo) pode ser resultado de uma dependéncia de estado em vez do que a
influéncia de um tratamento farmacoldégico especifico nos processos de
consolidagdo da memoaria (Izquierdo, 1984, 1986).

Harrod e colaboradores (2001) mostraram que o prejuizo da memoria
causado pela administracdo pré-treino de MK-801 usando a tarefa de esquiva
passiva € devido a dependéncia de estado, uma vez que a administracao pré-teste
de MK-801 reverte o prejuizo da memdéria causado pela administragao pré-treino de
MK-801. Outros antagonistas do receptor NMDA como fenciclidina, quetamina,
CPP também provocam déficits de memodria que produzem um estado sobre o qual
a evocacao da memoria € dependente de estado (Jackson et al., 1992, Harrod et
al., 2001). Outros estudos revelam ainda que o receptor NMDA estaria envolvido

com a dependéncia de estado induzido pela morfina (Jafari-Sabet et al., 2005).

1.2 Receptores N-Metil-D-aspartato (NMDA)

Os receptores glutamatérgicos, especialmente o receptor N-metil-D-aspartato
(NMDA), medeiam a maioria da neurotransmissdo excitatéria do SNC e sao

encontrados em alta densidade nas camadas superficiais de diferentes estruturas
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como cortex cerebral, hipocampo, estriado, amigdala entre outras (Scatton, 1993;
Ozawa et al., 1998, Riedel et al., 2003).

O receptor NMDA ¢é formado por subunidades heteroméricas denominadas
NR1, NR2 (A-D) e NR3 (A-B) que agrupadas formam um poro central com
condutancia seletiva para calcio (Ca®*) e sddio (Na*). No potencial de repouso o
poro esta bloqueado por ions Mg?* impedindo a passagem de outros ions através do
canal NMDA. Apds uma despolarizagao prévia dos receptores glutamatérgicos pos-
sinapticos do tipo AMPA, o Mg?* sai do poro resultando no influxo de Ca®* e Na*
bem como no efluxo de potassio (K*). O influxo de calcio que acompanha a ativagéo
do receptor NMDA também € responsavel pela ativagdo de proteinas quinases
dependentes de calcio como proteina quinase C e a proteina quinase dependente
de calcio-calmodulina Il, as quais séo responsaveis por algumas respostas celulares
mediadas pelo receptor NMDA, que inclui formas de plasticidade sinaptica (Bliss &
Collingride, 1993; Scatton, 1993; Izquierdo & Medina, 1995, 1997; Ozawa et al.,
1998; Yamakura & Shimoji, 1999; McGaugh & Izquierdo, 2000; Riedel et al., 2003).

O receptor NMDA possui multiplos sitios de ligagédo, tanto para compostos
enddégenos quanto exdgenos. Dentre estes, existem sitios de ligagado para agonistas
tais como glutamato/NMDA e antagonistas deste sitio como AP5 (Acido D-2-amino-
5-fosfonopentandico), sitio para a glicina (co-agonista) que liga serina e D-cicloserina
como agonistas e acido 7-cloroquinurénico como antagonista. Antagonistas como
Mg?*, MK-801(dizocilpina), quetamina, fenciclidina (PCP) entre outros podem se ligar
bloqueando o canal NMDA. Além disso, existem sitios de ligacdo para agentes
redox, prétons, zinco e poliaminas que podem modular a atividade do receptor
(Ranson & Stec, 1988; Ozawa et al, 1998; Yamakura & Shimoji, 1999; Riedel et al.,
2003).

1.2.1 Envolvimento do Receptor NMDA na formacdo da memoéria

O receptor NMDA desperta alto interesse para pesquisa em relagdo a
plasticidade sinaptica e formagdo da memadria como: altas concentragées em areas
corticais envolvidas na memdria, alta permeabilidade a ions calcio e bloqueio
voltagem dependente (Izquierdo & Medina, 1995, 1997; Riedel et al., 2003). Estudos

farmacologicos in vivo tém demonstrado que ambos antagonista competitivo acido-
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D-2-amino-5-fosfonopentandico (AP5) administrado via intracerebroventricular e o
antagonista nao-competitivo do receptor NMDA dizolcipina (MK-801) administrado
via sistémica, causam prejuizo no desempenho dos ratos no labirinto aquatico de
Morris e na tarefa de esquiva inibitéria, respectivamente (Morris et al., 1986; Harrod
et al.,, 2001). Por outro lado, 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 inibitoria e de
camundongos no labirinto em T, respectivamente (Flood et al., 1990).

Além disso, o numero de receptores NMDA esta reduzido em diferentes
regides do SNC de animais mais velhos comparados com animais mais jovens e
também em pacientes com doenga de Alzheimer, correlacionando assim a
expressao de receptores NMDA com a habilidade de aprender. Esses trabalhos s&o
corroborados com experimentos que demonstraram que a superexpressao de
receptores NMDA em camundongos transgénicos produz um melhor desempenho
desses animais em testes comportamentais de memdria enquanto que animais que
nao expressam ou tem niveis diminuidos da subunidade NR1 ou NR2B do receptor
NMDA que ocorre por processos como envelhecimento e doenca de Alzheimer,
apresentam um pior desempenho nestes testes (Magnusson, 1998; Tang et al, 1999;
Shimizu et al, 2000; Riedel et al, 2003).

O receptor NMDA obviamente n&o trabalha sozinho. Neurdnios colinérgicos,
opidides e noradrenérgicos da amigdala e neurbnios colinérgicos no hipocampo e
GABAérgicos em ambos também tém sido apontados no processo de consolidagao
da memoria (lzquierdo, 1991; McGaugh, 2002). A administragdo intra-amigdala de
oxotremorina (agonista colinérgico muscarinico), e propranolol (bloqueador [3-
adrenérgico), facilitam e prejudicam, respectivamente, o desempenho dos ratos em
tarefas de memoaria (Salinas et al., 1997). Contudo a inje¢ao intracerebroventricular
do agonista GABAérgico baclofen prejudica a retencdo de memodria em ratos
(Zarrindast et al., 2001).

Contudo, a memoria pode ser melhorada ou prejudicada através de
manipulacdes na fase de consolidacado (fase labil) por administracdo de drogas
administradas imediatamente pds-treino ou até 3 ou 6 horas depois. Ha evidéncia
de que o receptor NMDA ¢é critico para a aquisicdo e o inicio da consolidagao de
algumas tarefas (lzquierdo et al., 1992, Jerusalinsky et al., 1992, Izquierdo e
Medina, 1995, 1997, Abel & Lattal, 2001). Receptores NMDA de estruturas como



Introducédo 25

hipocampo e amigdala sdo essenciais na fase inicial de consolidacao da esquiva
inibitéria uma vez que a administragao intra-hipocampal ou intra-amigdalar de AP5
imediatamente apds o treino, porém 30, 90, 180 ou 360 minutos apds o treino,
prejudica a memoria. Por outro lado, os receptores NMDA do cértex entorrinal estao
envolvidos na fase tardia da consolidacdao, onde AP5 piora a memodria da esquiva
inibitéria quando administrado no coértex entorrinal somente 30 a 180 minutos
depois do treino, mas ndo imediatamente pos-treino (Jerusalinsky et al, 1992; Liang
et al, 1994; Roesler et al, 1998; Roesler et al, 2000; Roesler et al, 2003; LaLumiere
et al, 2004).

1.3 Poliaminas

Em 1678 Antoni van Leuwenhoek descreveu a presenca de cristais de fosfato
de espermina em amostras resfriadas de sémen humano. Putrescina, espermidina e
espermina sdo encontradas em todas as células eucaridticas, incluindo células do
sistema nervoso de vertebrados. Também sao constituintes de muitos compostos
encontrados em plantas e insetos (Van Leuwenhoek, 1678; Carter, 1994; Morgan,
1998).

As poliaminas sdo moléculas alifaticas lineares de baixo peso molecular,
compostas por uma, duas ou trés cadeias carbonadas flexiveis, as quais sao
conectadas por atomos de nitrogénio. Elas também apresentam grupamentos amino
primario nas extremidades da cadeia carbonada. Como mostra a figura 2, putrescina
(1,4-diaminobutano) € uma di-amina primaria, espermidina (mono-N-3-aminopropil-
1,4-diaminobutano) €é wuma tri-amina e espermina (bis-N-3-aminopropil-1,4-
diaminobutano) € uma tetra-amina, todas contém grupamentos aminos primarios ou
secundarios (Figura 2)(Carter, 1994; Teti et al., 2002).

H3N+/\/\/NH;
Putrescina
+ +
HSN\/\/HZ\/\/\NH;

Espermidina
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H3N+/\\/\\N+/\\/‘\/H;\/\\/NH3
H,
Espermina

Figura 2 — Representagdo esquematica da estrutura quimica das poliaminas (adaptado de Kalac &
Krausova, 2005).

1.3.1 Metabolismo das poliaminas

As poliaminas encontradas nos seres humanos sao sintetizadas no organismo
ou provém da flora gastrintestinal capaz de metabolizar aminoacidos provenientes da
dieta (Teti et al, 2002).

Distinguem-se duas maiores rotas de metabolismo das poliaminas: a via da
producao (sinteses de novo) ou da interconversado e a via do catabolismo final das
poliaminas. Nos vertebrados, a via de interconversdo € um processo ciclico que
controla o turnover das poliaminas e regula a homeostase das poliaminas
intracelulares (Seiler et al, 1985; Seiler,1987; Carter, 1994).

A figura 3 ilustra o metabolismo das poliaminas, que se inicia pela formagao da
putrescina a partir da ornitina por uma reagao catalisada pela enzima ornitina
descarboxilase (ODC), uma enzima limitante na sintese das poliaminas (Tabor &
Tabor, 1984). A ornitina pode ser originada da dieta, como um produto do ciclo da
uréia ou ainda, pode ser formada a partir da clivagem hidrolitica do aminoacido
arginina em uma reacgao catalisada pela arginase (Seiler, 1981; Carter, 1994; Seiler,
1994; Morgan et al, 1998). A elevagdo da concentracdo de ornitina no encéfalo
causa, portanto, o aumento da formagédo das poliaminas (Seiler et al., 1989). As
outras duas poliaminas derivam da putrescina por adigdes sucessivas de dois grupos
aminopropil pela acdo de aminopropil-transferases, denominadas espermidina e
espermina sintetase (Moinard et al, 2005). O grupamento aminopropil provém da S-
adenosil-metionina descarboxilada (dcSAM) a qual foi obtida da metionina convertida
em S-adenosilmetionina (SAM) que subsequentemente é descarboxilada pela S-
adenosilmetionina descarboxilase (SAMDC) formando a dcSAM (Casero & Pegg,
1993).
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A espermidina é formada a partir da putrescina pela transferéncia de um
grupamento aminopropil transferido da dcSAM, uma reagdo catalisada pela
espermidina sintase. A espermidina formada pode vir a sofrer acdo da enzima
espermina sintase, a qual transfere um segundo grupo aminopropil de outra
molécula de dcSAM para a espermidina originando a espermina. A sintese de
espermidina e espermina depende da disponibilidade de doadores de grupamentos
aminopropil, assim outra enzima limitante é a S-adenosilmetionina descarboxilase
que cliva o residuo carboxil da SAM formando S-adenosilmetionina descarboxilada
disponivel para as reag¢des (Tabor & Tabor, 1984; Seiler, 1994, Moinard et al, 1998).

Embora as reacbes catalisadas pelas aminopropil-transferases sejam
irreversiveis, espermina e espermidina podem ser recicladas em espermidina e
putrescina na rota de interconversdo. O encéfalo contém SPD/SPM N'-
acetiltransferase (SSAT) que transforma as poliaminas em derivados monoacetil.
Ambas enzimas utilizam acetilCoA como doador do grupo acetil. Pela acdo da SSAT
na espermina e espermidina, ocorre a formacdo da N1-acetilespermina e N1-
acetilespermidina, os quais apresentam afinidade pela enzima poliamina oxidase,
que rompe as ligagbes C-N entre os residuos aminopropil e os grupos amino
secundario para formar espermidina e putrescina respectivamente. Isso leva a uma
diminuicdo da energia eletrostatica levando a remogao das poliaminas dos seus
sitios de ligacao (Seiler, 1987; Seiler, 1994; Moinard et al, 2005).

O catabolismo final das poliaminas é feito por amino-oxidases dependentes
de cobre. Pela desaminagcdo oxidativa do grupamento amino primario, cada
intermediario do ciclo da interconversdo pode ser transformado em um aldeido, que
€ posteriormente oxidado em um aminoacido ou em um grupamento gama-
lactdmico. Os produtos finais do catabolismo das poliaminas ndo podem ser
reconvertidos em poliaminas novamente, assim podem ser excretadas via renal
como poliaminas inalteradas, na forma de produtos acetilados e oxidados (Seiler,
1990; Carter, 1994; Urdiales et al., 2001; Teti et al., 2002).

Os niveis intracelulares de poliaminas podem ser regulados por mecanismos
envolvendo os trés passos de seu metabolismo: sintese de novo, rota de
interconversao e catabolismo terminal pela interferéncia da atividade das enzimas
chave: ornitina  descaboxilase, @ S-adenosilmetionina  descarboxilase e

espermidina/espermina N'acetil-transferase, além da disponibilidade de acetilCoA,
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pela regulacdo da acetilagcdo de poliaminas, ou pela regulagdo da desaminagao
oxidativa (Seiler, 2004; Moinard et al, 2005).
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Figura 3 — Metabolismo das poliaminas. arginina descarboxilase (ADC); ornitina descarboxilase
(ODC); S-adenosil-metionina descarboxilase (SAMDC); espermidina/espermina N'acetil-transferase

(SSAT); poliamina oxidase (PAO); metiltioadenosina (MTA) (modificado de Urdiales et al., 2001).

1.3.2 Funcéao das poliaminas

O carater fortemente basico das poliaminas implica na protonacao de todos
0s grupos amino em pH fisioldgico, possibilitando que as poliaminas interajam com
anions. Essas interagdes eletrostaticas das poliaminas com sitios aniénicos de
macromoléculas (acidos nucléicos, proteinas, lipidios de membrana) é a base do

mecanismo para a maioria das suas fungdes biolbgicas.
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Niveis intracelulares de poliaminas sao necessarios para um o6timo
crescimento e diferenciagao celular (Tabor & Tabor, 1985, Pegg, 1988) e apoptose
(Thomas & Thomas, 2001). Em concentragdes fisioldgicas elas regulam a replicagao
e estabilizagdo do DNA e RNA (Igarashi & Kashiwagi, 2000), expressdo génica e
sintese protéica (Celano et al.,1989), estabilizam membranas, modulam fungdes
neurofisiolégicas e podem agir como mensageiros intracelulares (Gugliucci, 2004).
Estudos recentes mostram ainda que a espermina e a espermidina diminuem a
lipoperoxidagao induzida por alguns agentes pré-oxidantes (Bellé et al., 2004).

Porém, altas concentragdes de poliaminas sao toxicas, pois facilitam a morte
celular principalmente por mecanismos oxidativos (Morgan, 1998, Moinard et al.,
2005). O possivel papel das poliaminas como marcadores clinicos bioquimicos tem
sido sugerido uma vez que foi reportada a presenga de grandes quantidades de
poliaminas na urina de pacientes com cancer (Russell, 1971). Assim, ndo é
surpreendente o fato de suas concentragdes estarem também aumentadas no
encéfalo em casos de tumores cerebrais (Seiler, 1981). Além disso, tém-se mostrado
elevados niveis de poliaminas em outras doengas envolvendo processos
proliferativos ou outros processos patolégicos, como também em pacientes com
doenca de Alzheimer (Seidl et al., 1996; Morrison & Kish, 1995; Teti et al., 2002). Isto
sugere que o uso de analogos de poliaminas junto com inibidores da sintese de
poliaminas, como inibidor da atividade da ornitina descarboxilase, representa uma
estratégia terapéutica para o tratamento de tumores (Teti et al., 2002).

Acredita-se que as poliaminas por sua natureza policatidnica, especialmente
espermina e espermidina, podem interagir com sitios aniébnicos de macromoléculas,
e regulem, entre outras fungdes fisioldgicas, o fluxo de ions por canais iGnicos no
SNC (Tabor & Tabor, 1984; Johnson, 1996; Williams, 1997a, 1997b; Patocka &
Kuehn, 2000; Urdiales et al., 2001), em particular, causam inibicdo de certos canais
de potassio (envolvidos na manutengdo do potencial de membrana) e modulagéo
dos receptores glutamatérgicos do subtipo AMPA, cainato e NMDA (Williams, 19973,
1997b; Pellegrini-Giampietro, 2003).



Introducédo 30

1.3.3 Poliaminas e Receptor NMDA

O principal foco de estudo das poliaminas se deve a sua interagcdo com o
receptor glutamatérgico do subtipo NMDA, ou ainda com o0s receptores
glutamatérgicos do tipo AMPA e cainato (Williams et al., 1990, 1991; Scott et
al.,1993; Williams, 1997a, 1997b; Pellegrini-Giampietro, 2003).

O efeito das poliaminas no receptor NMDA foi primeiro registrado por Ransom
e Stec em 1988 que mostraram que a espermina e a espermidina aumentavam a
afinidade do receptor NMDA pelo [°PH]MK-801, na presenga e na auséncia de
concentragdes saturantes de glutamato e glicina. Foi entdo proposto que o efeito
estimulatério das poliaminas deve-se a sua ligagao no receptor NMDA (Ranson e
Stec, 1988; Williams et al, 1991).

A curva dose-efeito da espermina mostrou ser bifasica. Em altas
concentragdes ela ndo potencializa a ligagdo do [PH]MK-801 enquanto que baixas
concentragbes de espermina aumentam a condutancia do receptor NMDA, por
aumentar a frequéncia de abertura do canal (Rock & MacDonald, 1995; Johnson,
1996; Williams, 1997a, 1997b).

Esta acdo complexa das poliaminas sobre o receptor NMDA sugere que
possa haver mais de um sitio de ligagdo de poliaminas associado a este receptor
(Yoneda & Ogita, 1991; Johnson, 1996; Worthen et al., 2001). Estudos
eletrofisiolégicos com receptores recombinantes tém demonstrado que as poliaminas
nao agem diretamente nos receptores NMDA, mas agem potencializando ou inibindo
as respostas mediadas pelo glutamato (Johnson, 1996).

As poliaminas podem apresentar efeito estimulatorio e inibitério sobre o
receptor NMDA (Figura 4). O efeito estimulatorio das poliaminas pode ser dividido
em estimulagao glicina-independente, no qual as poliaminas aumentam as correntes
induzidas por glutamato na presenca de concentragdes saturantes de glicina (sitio
1); e estimulag&o glicina-dependente, o qual as poliaminas aumentam a afinidade do
receptor pela glicina (sitio 2). O efeito inibitério das poliaminas pode ser dividido em
inibicdo dependente de voltagem, por diminuicdo da condutancia do canal, como
resultado de seu carater catidbnico na entrada do poro, ou por um bloqueio do canal
aberto em um sitio dentro do poro como faz o magnésio (sitio 3); e inibicdo da
afinidade do receptor pelo glutamato (sitio 4) (Johnson, 1996, Williams, 1997a).
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Porém, os efeitos das poliaminas sobre o receptor NMDA pode variar conforme a
expressao de diferentes combinagdées de subunidades do receptor (Williams et al.,
1994; Johnson, 1996; Williams, 1997a).
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Figura 4 — Esquema de acdes modulatérias da espermina sobre o receptor NMDA. + efeito
estimulatério das poliaminas; — efeito inibitério das poliaminas. 1 — 4: sitios 1 — 4 (adaptado de
Johnson, 1996).

1.3.4 Poliaminas, Receptor NMDA e Memoéria

Como as poliaminas estdo envolvidas na modulagao dos receptores NMDA e,
existem niveis elevados de receptores NMDA e de poliaminas durante o
desenvolvimento neonatal, sugere-se que elas poderiam modular o aprendizado e a
memoria (Johnson, 1996; Williams, 1997a).

Além disso, ha estudos que corroboram essa associag¢ao entre as poliaminas
na modulagdo da memdéria (Shimada et al., 1994; Khish et al., 1998a, 1998 b; Meyer
et al., 1998; Rubin et al., 2000, 2001, 2004; Berlese et al., 2005; Guerra et al., 2006).
Assim, altas doses de poliaminas (125-250 nmol), administradas por via
intracerebroventricular, causam dano hipocampal, déficit de aprendizado e também
potencializam a diminuicdo do aprendizado induzida por dizocilpina em ratos nas
tarefas do labirinto aquatico de Morris e do labirinto de 14 bragos em T (Shimada et

al., 1994; Conway, 1998). Estes dados apoiam outros estudos que tém demonstrado
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que altos niveis de poliaminas cerebrais sao neurotoxicas (Anderson et al., 1975;
Halonen et al., 1993) e, conseqlientemente, reduzem a memodria.

Por outro lado, a espermidina € capaz de atenuar o déficit de memoria
induzido por antagonistas NMDA (Kishi et al., 1998a; Meyer et al., 1998), bem como,
por antagonistas muscarinicos e glutamatérgicos metabotrépicos (Kishi et al.,
1998b). Mikolajczac e colaboradores (2002) também demonstraram que a
espermidina administrada sistemicamente melhora a memoria de curta duragdo na
tarefa de memoaria social em ratos.

A administracdo intra-hipocampal e intra-amigdalar de baixas doses de
espermidina (0,02-20 nmol) imediatamente apds o treino, melhora a memoaria dos
ratos na tarefa de esquiva inibitoria (Rubin et al., 2000, 2001). Enquanto que a
arcaina (antagonista do sitio das poliaminas no receptor NMDA) (Reynolds, 1990;
Araneda et al., 1999) é capaz de reduzir a memoria e reverter o efeito facilitatério
causado pela espermidina nesta tarefa (Rubin et al., 2000, 2001). No entanto, esse
efeito facilitatério de baixas doses de espermidina na memoria da tarefa de esquiva
inibitéria € tempo-dependente, uma vez que a espermidina modula a aquisi¢cao e
inicio da consolidagdo, ndo apresentando efeito sobre a consolidagao tardia e
evocacgao da memoria (Berlese et al., 2005).

Além disso, a espermidina também modula a aquisicdo e consolidacdo da
memoéria da tarefa de medo condicionado, uma vez que administrada via intra-
amigdalar pré e pés-treino causa melhora da memodria. Enquanto que, a arcaina
prejudica a memoria e previne o efeito facilitatério da espermidina sobre a memdria
desta tarefa (Rubin et al., 2004). Isto apdia as evidéncias que o efeito facilitatorio da
espermidina é devido a interagcao da espermidina no sitio das poliaminas no receptor
NMDA. Este efeito facilitatério da SPD sobre a memaria parece depender também
da atividade da enzima Oxido nitrico sintase hipocampal, 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 apds o treino
previne a melhora da memoaria causada por SPD na tarefa de esquiva inibitéria. Isto
também envolve a produgao de 6xido nitrico, pois a inje¢do de L-NAME preveniu o
aumento de niveis de nitrato e nitrito induzidos pela espermidina (Guerra et al.,
2006).

Assim, certas estudos estdo sendo feitos para o desenvolvimento de novas

drogas que agissem na melhora da memoria e estas seriam boas escolhas como
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agentes terapéuticos no tratamento de déficits de memaria associados a doenca de
Alzheimer entre outras. Em outras situagdes, como no stress pds-traumatico, drogas
que prejudicassem a consolidagdo da memoaria teriam bom emprego.

Contudo, ndo ha na literatura, estudos sobre os efeitos da administracdo
sistémica de espermidina e arcaina no aprendizado e memodria e se esses efeitos
sao devido a dependéncia de estado, pois estas drogas poderiam modular a
memoria de uma maneira dependente do estado farmacoldgico criado pela sua

administragdo em vez da influéncia da droga no processo de formagdo da memoria.




2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da administracao sistémica de espermidina e arcaina sobre a

memoria da tarefa de esquiva inibitéria em ratos envolvendo dependéncia de estado.

2.2 Objetivos Especificos

Verificar o efeito da administragcao sistémica apds o treino de espermidina

sobre a consolidagao da memoaria da tarefa da esquiva inibitéria em ratos;

- Verificar o efeito da administracéo sistémica apds o treino de arcaina sobre a

consolidacdo da memoaria na tarefa da esquiva inibitéria em ratos;

- Verificar se a administracdo de espermidina causa dependéncia de estado na

tarefa de esquiva inibitéria;

- Verificar se a administracdo sistémica de arcaina causa dependéncia de

estado na tarefa de esquiva inibitéria;

- Verificar se a administracdo sistémica de arcaina causa dependéncia de

estado cruzada com MK-801.

- Verificar se algum dos diferentes tratamentos altera a atividade locomotora ou

exploratdria dos animais no teste do campo aberto.



3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 Animais

Foram usados um total de 323 ratos Wistar machos adultos (200-250 g),
fornecidos pelo biotério central da Universidade Federal de Santa Maria. Os animais
foram colocados cinco em cada caixa e mantidos em ciclo claro-escuro natural,
temperatura constante de 22 + 1°C, com alimento e &agua ad libitum. Os
procedimentos comportamentais foram executados entre 9:00 e 16:00h. Os ratos
foram mantidos e utilizados de acordo com as normas do Comité de Bioética da

Universidade Federal de Santa Maria (Processo 0206).

3.2 Drogas

Sulfato de 1,4-diguanidinobutano (Arcaina), trihidrocloreto de N-[3-
aminopropil]-1,4-butanodiamina (Espermidina) e MK-801 (dizolcipina) foram obtidos
de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, E.U.A.). Todas as solugbes de drogas foram
preparadas diariamente com PBS 100 nmol (tampéo fosfato em salina, pH 7,4) como
veiculo. As drogas foram administradas intraperitonealmente (i.p.) em um volume de

1 ml/kg de peso corporal. A selegédo das doses foi feita com base em estudos piloto.

3.3 Testes comportamentais

3.3.1 Esquivainibitoria

Os animais foram submetidos a uma unica sessao de treino em um aparelho
de esquiva inibitdria, e foram testados 24 horas depois. O aparelho consiste de uma
caixa de 30 X 25 X 25 cm com o assoalho formado por barras de metal (3 mm
didmetro, 1 cm de distancia entre elas) que conduzem a corrente elétrica, a caixa
possuia uma plataforma de madeira no lado esquerdo (7 X 25 X 2,5 cm) que isolava
o animal das grades. Durante a sessdo de treino, os animais foram colocados
gentilmente sobre a plataforma com a face voltada para o canto esquerdo da caixa e
imediatamente apds o rato descer da plataforma e colocar as quatro patas sobre as

grades, recebia um choque elétrico de 0,4 mA durante 3 segundos. Imediatamente



Materiais e Métodos 38

depois, eles retornavam a caixa de criagao e ao biotério. A medida da retencédo da
memoria foi avaliada em uma sessao de teste feita 24 h depois do treino. Na sessao
de teste, os animais eram recolocados na plataforma do aparelho em que foram
treinados e era medida a laténcia de descida (em segundos) como um indicador de
retengcdo de memoria. Um tempo limite (teto) estabelecido para o teste foi de 300 ou
600 segundos. A caixa de esquiva inibitéria foi limpa com alcool etilico a 30% antes

e depois de cada rato ocupa-la.

3.3.2 Teste do Campo aberto

Imediatamente depois da sessdo de teste da tarefa de esquiva inibitoria, os
animais foram transferidos para um campo aberto para analisar a atividade
locomotora e exploratéria. Os animais foram colocados em um campo aberto circular
(56 cm de didametro X 40 cm de altura), com seu assoalho dividido em 11 éareas
iguais. Um observador, que nao sabia qual tratamento farmacolégico foi utilizado,
registrou o numero de cruzamentos e respostas de levantar manualmente por 5
minutos. Este teste foi feito para identificar inaptiddes motoras que poderiam

influenciar o desempenho dos animais na tarefa de esquiva inibitéria.

3.4 Experimentos

3.4.1 Experimento 1: Efeito da SPD e ARC sobre a consolidagcdo da memoria:
Curva dose-efeito.

Imediatamente apdés o treino, os animais receberam a administracido
intraperitoneal de veiculo (PBS, pH 7,4) ou espermidina (1, 10, 50, 100 mg/kg) ou
arcaina (1, 10, 30 mg/kg). A sessao de teste foi feita 24 h depois do treino e a
laténcia de descida foi obtida. O tempo limite estabelecido para o teste foi de 300
(curva dose-efeito arcaina) ou 600 (curva dose-efeito espermidina) segundos.
Imediatamente depois do teste da esquiva inibitéria, os animais foram submetidos ao

teste de campo aberto como descrito previamente.
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3.4.2 Experimento 2: Avaliacdo da possivel dependéncia de estado causada
pela SPD sobre a meméoria.

Os animais receberam veiculo (PBS, pH 7,4) ou espermidina (50 mg/kg)
imediatamente apds o treino e 15 minutos antes da sessido de teste. Assim, os
animais foram divididos em quatro grupos: 1 - veiculo apds o treino e antes da
sessao de teste (PBS/PBS), 2 - veiculo apds o treino e espermidina antes da sessao
de teste (PBS/SPD), 3 - espermidina apds o treino e veiculo antes da sess&o de
teste (SPD/PBS) e 4 - espermidina apos o treino e antes da sessédo de teste
(SPD/SPD). O tempo limite estabelecido para o teste foi de 600 segundos.
Imediatamente depois do teste da esquiva inibitéria, os animais foram submetidos ao

teste de campo aberto como descrito previamente.

3.4.3 Experimento 3: Avaliacdo da possivel dependéncia de estado causada

pela ARC sobre a meméoria.

Os animais receberam veiculo (PBS, pH 7,4) ou arcaina (30 mg/kg)
imediatamente apds o treino e 15 minutos antes da sessédo de teste. Assim, os
animais foram divididos em quatro grupos: 1 - veiculo apds o treino e antes da
sessdo de teste (PBS/PBS), 2 - veiculo apds o treino e arcaina antes da sesséo de
teste (PBS/ARC), 3 - arcaina apds o treino e veiculo antes da sessdo de teste
(ARC/PBS) e 4 - arcaina apos o treino e antes da sessao de teste (ARC/ARC). O
tempo limite estabelecido para o teste foi de 300 segundos. Imediatamente depois
do teste da esquiva inibitdria, os animais foram submetidos ao teste de campo

aberto como descrito previamente.

3.4.4 Experimento 4: Avaliacdo da possivel dependéncia de estado cruzada

causada pela ARC e MK-801 sobre a memoria.

Para investigar o mecanismo pelo qual a arcaina induziu dependéncia de
estado, nos fizemos um protocolo de dependéncia de estado cruzada usando

arcaina e MK-801, um antagonista ndo-competitivo do receptor NMDA. Os animais
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receberam veiculo (PBS, pH 7,4), arcaina (30 mg/kg) ou MK-801 (0,03 mg/kg)
imediatamente apds o treino e 15 minutos (arcaina) ou 30 minutos (MK-801) antes
da sessao de teste. Os animais foram divididos em sete grupos: 1 - veiculo apos o
treino e antes da sesséo de teste (PBS/PBS), 2 - arcaina apds o treino e veiculo
antes da sessao de teste (ARC/PBS), 3 - arcaina apds o treino e antes da sessao de
teste (ARC/ARC), 4 - MK-801 apds o treino e veiculo antes da sessao de teste
(MK/PBS), 5 - MK-801 ap0os o treino e antes da sessao de teste (MK/MK), 6 - arcaina
apos o treino e MK-801 antes da sessdo de teste (ARC/MK), 7 - MK-801 apds o
treino e arcaina antes da sesséo de teste (MK/ARC). O tempo limite estabelecido
para o teste foi de 300 segundos. Imediatamente depois do teste da esquiva
inibitéria, os animais foram submetidos ao teste de campo aberto como descrito

previamente.

3.4.5 Andlise estatistica

A analise estatistica dos dados da laténcia de descida da plataforma no dia do
teste foi feita por analise de variancia (ANOVA) ndo-paramétrica de uma (Kruskal-
Wallis) ou duas vias (Teste de Scheirer-Ray-Hare) dependendo do desenho
experimental. A analise post hoc dos dados foi feita pelo teste ndo-paramétrico de
comparagoes multiplas Dunn (tipo-Tukey).

Os numeros de cruzamentos e respostas de levantar obtidos no teste do
campo aberto foram analisados por analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas
vias.

Em todas as avaliagdes, p<0,05 foi usado como critério de significancia

estatistica.



4 RESULTADOS
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4.1 Experimento 1: Efeito da SPD e ARC sobre a consolidagcdo da memoria:
Curva dose-efeito.

A figura 5 mostra o efeito da administragcdo imediatamente pos-treino de
espermidina (1, 10, 50 e 100 mg/kg) sobre a laténcia de descida da plataforma na
sessdo de teste na tarefa de esquiva inibitéria. A analise estatistica (teste de
Kruskal-Wallis) revelou que existe diferenga significativa entre os grupos
(H(4)=12,24; p<0,05). A analise post hoc mostrou que a administracdo de
espermidina (50 mg/kg) aumentou a laténcia de descida da plataforma dos animais
na sessao de teste quando comparado com o controle. As outras doses de
espermidina testadas, nao tiveram efeito sobre a laténcia de descida da plataforma

dos animais no dia do teste.
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Figura 5 — Efeito da administragdo imediatamente apds o treino de espermidina (1, 10, 50 e 100
mg/kg, i.p.) sobre a laténcia de descida dos ratos da plataforma na sessdo de teste na tarefa de
esquiva inibitoria. Os dados sdo mostrados como mediana * intervalo interquartil. n=12—-15 para cada
grupo. SPD (espermidina). *Indica diferenca significativa (p<0,05) comparado com o grupo controle.

A figura 6 mostra o efeito da administragdo imediatamente pds-treino de
arcaina (1, 10 e 30 mg/kg) sobre a laténcia de descida da plataforma na sessao de
teste na tarefa de esquiva inibitoria. A analise estatistica (teste de Kruskal-Wallis)

revelou que existe diferenga significativa entre os grupos (H(3)=8,35; p <0,05). A
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analise post hoc mostrou que a administracdo de arcaina (10 e 30 mg/kg) prejudicou

a performance dos animais na tarefa de esquiva inibitoria.
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Figura 6 — Efeito da administracdo imediatamente apos o treino de arcaina (1, 10 e 30 mg/kg, i.p.)
sobre a laténcia de descida dos ratos da plataforma na sessao de teste na tarefa de esquiva inibitéria.
Os dados sdo mostrados como mediana + intervalo interquartil. n=14 para cada grupo. ARC (arcaina)
*Indica diferencga significativa (p<0,05) comparado com o grupo controle.

Uma preocupagao importante em tarefas motivadas pelo choque,
particularmente naquelas em que se investiga o efeito de drogas na sua aquisigao
ou consolidacao, é se o tratamento farmacoldgico afeta aspectos motivacionais do
aprendizado, como atividade locomotora e exploratéria dos animais. No estudo
presente nds avaliamos o comportamento locomotor e exploratério dos animais
imediatamente depois da sessao de teste da tarefa de esquiva inibitoria para
identificar qualquer inaptiddo motora que poderia influenciar o desempenho dos
animais nesta tarefa. A analise estatistica dos dados do teste do campo aberto
(ANOVA de uma via) revelou que a administracdo de espermidina (1, 10, 50 e 100
mg/kg) e arcaina (1, 10 e 30 mg/kg) ndo alteraram o numero de cruzamentos € nem
o0 numero de respostas de levantar dos animais (Tabela 1, veja valores de F

mostrado na tabela).
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Tabela 1 — Efeito da administragdo imediatamente apds o treino de espermidina (1, 10, 50 e 100
mg/kg, i.p.) ou arcaina (1, 10 e 30 mg/kg, i.p.) sobre o comportamento dos ratos no teste do campo
aberto.

Grupo Cruzamento Levantar n
Controle (PBS) 19,46 + 3,15 8,26 + 1,90 15
SPD (1 mg/kg) 20,06 + 3,34 8,20 + 1,66 15
SPD (10 mg/kg) 16,20 + 2,85 8,86 + 1,87 15
SPD (50 mg/kg) 16,41 + 2,60 4,75+ 0,90 12
SPD (100 mg/kg) 19,46 + 3,15 9,13 + 2,05 15
Andlise Estatistica F(4,67=0,358; p>0,05 F(4,67/=0.,866; p>0,05
Controle (PBS) 17,35 + 2,86 6,14 + 1,11 14
ARC (1 mg/kg) 24,21 + 4,51 6,71+1,16 14
ARC (10 mg/kg) 22,28 + 4,27 9,00 + 1,69 14
ARC (30mg/kg) 28,64 + 3,12 9,50 + 1,53 14
F(3_52)=1 ,53; p>0,05 F(3ys2)=1 ,40; p>0,05

Analise Estatistica

SPD=espermidina; ARC=arcaina

Os dados sao mostrados como média * erro padréo, n = numero de animais em cada grupo.

4.2 Experimento 2: Avaliacdo da possivel dependéncia de estado causada pela

SPD sobre a membéria.

A figura 7 mostra o efeito da administracdo de espermidina (50 mg/kg) ou
veiculo (PBS) imediatamente apds o treino e 15 minutos pré-teste na laténcia de
descida da plataforma na sessao de teste na tarefa de esquiva inibitoria. A analise
estatistica (teste de Scheirer-Ray-Hare) revelou que existe um efeito significativo da
injecdo apos o treino da SPD (H=10,5; p<0,05), uma vez que a administracdo de
espermidina imediatamente apds o treino aumentou a laténcia de descida da
plataforma dos animais no dia do teste. A administragcdo de uma segunda dose de
espermidina 15 minutos pré-teste ndo modificou o0 aumento da laténcia induzida pela
administragao de SPD apos o treino.

Andlise estatistica dos dados do teste do campo aberto (ANOVA de duas vias)
revelou que os tratamentos utilizados n&o alteraram o numero de cruzamentos e
nem o numero de respostas de levantar dos animais (Tabela 2, veja valores de F na
tabela).
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Figura 7 — Efeito da administracdo de espermidina (50 mg/kg, i.p.) ou veiculo (PBS, i.p.)
imediatamente apdés o treino e 15 minutos pré-teste sobre a laténcia de descida dos ratos da
plataforma na sessao de teste na tarefa de esquiva inibitéria. Os dados s&o mostrados como mediana
t intervalo interquartil. n=12 para cada grupo. SPD (espermidina). *Indica diferenca significativa
(p<0,05) comparado com o grupo controle (PBS/PBS).

Tabela 2 — Efeito da administragdo de espermidina (50 mg/kg, i.p.) ou veiculo (PBS, i.p.)
imediatamente apds o treino e 15 minutos pré-teste sobre o comportamento dos ratos no teste do
campo aberto.

Grupo Cruzamento Levantar n
PBS/PBS 19,75 + 2,47 7,91+ 1,54 12
PBS/SPD 13,50 + 2,24 5,75 + 1,23 12
SPD/PBS 13,25 + 2,93 6,91+ 1,19 12
SPD/SPD 16,83 + 4,39 6,16 + 1,75 12

Analise Estatistica F14472,478; p>0,05 F(144=0,238; p>0,05

PBS= Controle; SPD=espermidina

Os dados sao mostrados como média * erro padréo, n = numero de animais em cada grupo.

4.3 Experimento 3: Avaliacao da possivel dependéncia de estado causada pela

ARC sobre a memoboria.

A figura 8 mostra o efeito da administragdo de arcaina (30mg/kg) ou veiculo
(PBS) imediatamente apds o treino e 15 minutos pré-teste na laténcia de descida da
plataforma na sessdo de teste na tarefa de esquiva inibitoria. Analise estatistica
(teste de Scheirer-Ray-Hare) revelou que existe uma interagao significativa entre a

administragdo apds o treino (PBS ou ARC) e a administragado pré-teste (PBS ou
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ARC) (H=4,4;p<0.05), uma vez que a administracdo de arcaina pré-teste reverteu o
efeito amnésico induzido pela administragao de arcaina apods o treino.

A analise estatistica dos dados do teste do campo aberto (ANOVA de duas
vias) revelou que os tratamentos utilizados ndo afetaram o numero de cruzamentos

e nem o numero de respostas de levantar dos animais (Tabela 3, veja valores de F

na tabela).
300-
250+
¥ 200-
8
2 150+
:(]_,J)
g 100- .
504 |
0
PBS PBS ARC ARC pos-treino
PBS ARC PBS ARC pré-teste

Figura 8 — Efeito da administragcdo de arcaina (30 mg/kg, i.p.) ou veiculo (PBS, i.p.) imediatamente
apos o treino e 15 minutos pré-teste sobre a laténcia de descida dos ratos da plataforma na sessao
de teste na tarefa de esquiva inibitéria. Os dados sdo mostrados como mediana + intervalo

interquartil. n=12 para cada grupo. ARC (arcaina). *Indica diferenga significativa (p<0,05) comparado
com o grupo controle (PBS/PBS).

Tabela 3 — Efeito da administragéo de arcaina (30 mg/kg, i.p.) ou veiculo (PBS, i.p.) imediatamente
apos o treino e 15 minutos pré-teste sobre o comportamento dos ratos no teste do campo aberto.

Grupo Cruzamento Levantar n
PBS/PBS 19,66 + 3,30 10,83 + 2,93 12
PBS/ARC 19,00 + 4,59 7,00 + 2,34 12
ARC/PBS 20,91 + 3,09 8,16 + 1,57 12
ARC/ARC 18,66 + 3,93 5,16 + 1,86 12
Andlise Estatistica F(1.44=0,038; p>0,05 F(14470,0349; 90,05

PBS=Controle; ARC=arcaina

Os dados sao mostrados como média * erro padréo, n = numero de animais em cada grupo.
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4.4 Experimento 4: Avaliacdo da possivel dependéncia de estado cruzada

causada pela ARC e MK-801 sobre a membdria.

A figura 9 mostra o efeito da administracdo de arcaina (30 mg/kg), veiculo
(PBS) ou MK-801 (0,03 mg/kg) imediatamente apds o treino e 15 minutos (arcaina)
ou 30 minutos (MK-801) pré-teste na laténcia de descida dos ratos da plataforma na
sessdo de teste na tarefa de esquiva inibitéria. A analise estatistica (Teste de
Kruskal-Wallis) revelou um efeito significativo dos tratamentos (H=36,918; p <0,05).
A analise de comparagbes multiplas (teste de Dunn) mostrou que os grupos
ARC/PBS e MK/PBS apresentaram laténcias de descida da plataforma reduzidas na
sessdo de teste. Os resultados mostram que a arcaina e MK-801 pioraram a
consolidacdo da memoaria e que estes dois compostos provocaram dependéncia de
estado. Além disso, a administracdao de MK-801 30 minutos pré-teste reverteu a
piora da memodria induzida pela injecéo pds-treino de arcaina. Da mesma forma, a
administracao de arcaina 15 minutos pré-teste reverteu a piora da memoaria induzida
pela injecado pods-treino de MK-801, caracterizando o fenbmeno de dependéncia de
estado cruzada entre arcaina e MK-801.

A analise estatistica dos dados do teste de campo aberto (ANOVA de duas
vias) revelou que os tratamentos utilizados nao afetaram o niumero de cruzamentos

e nem o numero de respostas de levantar (Tabela 4, veja valores de F na tabela).
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Figura 9. Efeito da administragdo de arcaina (30 mg/kg, i.p.), MK-801 (0,03 mg/kg, i.p.) ou veiculo
(PBS, i.p.) imediatamente apds o treino e 15 minutos (ARC) ou 30 minutos (MK) pré-teste sobre a
laténcia de descida dos ratos da plataforma na sessdo de teste na tarefa de esquiva inibitéria. Os
dados s&o mostrados como mediana * intervalo interquartil. n=14-17 para cada grupo. ARC
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(arcaina), MK (MK-801). *Indica diferenca significativa (p<0,05), *Indica diferenca significativa
(p<0,001) comparado com o grupo controle (PBS/PBS).

Tabela 4 — Efeito da administracdo de arcaina (30 mg/kg, i.p.), MK-801 (0,03 mg/kg, i.p.) ou veiculo
(PBS, i.p.) imediatamente apds o treino e 15 minutos (ARC) ou 30 minutos (MK) pré-teste sobre o
comportamento dos ratos no teste do campo aberto.

Grupo Cruzamento Levantar n
PBS/PBS 21,17 + 2,83 11,88 + 2,09 17
ARC/PBS 24,26 + 1,25 12,06 + 1,70 15
ARC/ARC 23,52 + 2,56 10,94 + 1,68 17
MK/PBS 25,42 + 2,58 13,92 + 1,35 14
MK/MK 25,76 + 3,62 10,64 + 2,02 17
ARC/MK 27,64 + 3,32 16,47 + 2,30 17
MK/ARC 29,06 + 3,75 13,76 + 2,14 17

Analise Estatistica

F(2’107)=0,737; p>0,05

F,1071=2,990 p>0,05

PBS=Controle; ARC=arcaina; MK=MK-801

Os dados sdo mostrados como média + erro padrao, n = nimero de animais em cada grupo.
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No presente estudo, nds investigamos os efeitos da administracao sistémica
de espermidina e de arcaina sobre a memdria da tarefa de esquiva inibitéria e se
estes efeitos sdo devidos a dependéncia de estado.

Nés mostramos que a injecao intraperitoneal de espermidina, um agonista do
sitio de ligacao das poliaminas no receptor NMDA, modula o inicio da consolidacao
uma vez que sua administracdo imediatamente pds-treino (50 mg/kg) melhorou o
desempenho de ratos na tarefa de esquiva inibitoria (Figura 5). Por outro lado, a
administragcdo imediatamente pos-treino de arcaina (10 e 30 mg/kg, i.p.), antagonista
do sitio das poliaminas no receptor NMDA (Reynolds, 1990), prejudicou o
desempenho dos ratos nesta tarefa (Figura 6). O efeito facilitatério sobre a memoria
induzido pela espermidina foi bifasico. Isto estd de acordo com trabalhos que
mostram que a administracao intra-hipocampal de espermidina imediatamente apds
o treino melhora a meméria da tarefa de esquiva inibitéria de maneira bifasica (Rubin
et al., 2000; Berlese et al., 2005).

Além disso, os resultados do presente estudo sugerem que o efeito
facilitatorio sobre a memdéria induzido pela administracdo de espermidina
imediatamente apds o treino nao é causado por dependéncia de estado. Todavia, o
prejuizo da memoéria causado pela administracdo de arcaina (30 mg/kg)
imediatamente apos o treino foi revertido pela administragdo da mesma droga 15
minutos antes do teste, indicando que esse efeito € causado por dependéncia de
estado. Além disso, ocorreu dependéncia de estado cruzada entre arcaina e MK-
801. Nenhum dos tratamentos afetou o numero de cruzamentos ou respostas de
levantar no campo aberto subsequente a sessao de teste (Tabelas 1, 2, 3 e 4)
sugerindo que os tratamentos néo alteraram as atividades locomotora e exploratéria

dos animais.

A dependéncia de estado € usada para referir respostas comportamentais
aprendidas enquanto os animais estiverem sob a influéncia de uma droga agindo
no momento do treino, e estes animais executam depois mais eficazmente a tarefa
aprendida s6 quando o mesmo contexto sensério e estado fisioldgico (condicdo de
droga) é restabelecido (Overton, 1974; Arkhipov, 1999; Shulz et al.; 2000, Arenas et
al., 2006). Geralmente a dependéncia de estado é estudada usando um modelo
experimental que diferencia aprendizado dependente de estado de outros efeitos

(melhora ou prejuizo) no aprendizado e na memoéria. Este modelo estabelece que
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quatro grupos de animais sao treinados e subsequentemente testados para
retengcao com condig¢des diferentes das drogas administradas depois do treino (por
exemplo, veiculo apés o treino e droga antes do teste ou droga apos o treino e
veiculo antes do teste) ou em condi¢des inalteradas (veiculo apds o treino e antes
do teste ou droga apds o treino e antes do teste) (Arenas et al., 2006). No caso da
esquiva inibitéria, o déficit de memodria é caracterizado quando os grupos que
receberam drogas imediatamente pds-treino tém laténcias diminuidas na sesséo de
teste independente do tratamento pré-teste, enquanto que uma melhora da
memoria é caracterizada quando a droga provoca um aumento da laténcia do teste
em qualquer situacdo (Arenas et al.,, 2006). No caso de uma droga causar
dependéncia de estado, o prejuizo ou melhora da memoria induzido pela sua
administragao apds o treino pode ser revertido pela administragdo da mesma droga
antes do teste.

Os resultados obtidos com administracdo sistémica logo apds o treino de
espermidina e arcaina sao similares aos resultados encontrados com a
administracao intra-estrutura-cerebral. Estes estudos demonstram que administragao
intra-hipocampal ou intra-amigdala de espermidina causa melhora de memoaria nas
tarefas de esquiva inibitéria (Rubin et al., 2000, 2001; Berlese et al., 2005; Guerra et
al., 2006) e medo condicionado (Rubin et al., 2004). Esse efeito facilitatério sobre a
memoria induzida pela espermidina na tarefa de esquiva inibitéria é restrito as fases
de aquisigao e inicio da consolidagdo da memoria (Berlese et al., 2005) e arcaina
prejudica a memoria e previne o efeito facilitatério da memdria induzido pela
espermidina nesta tarefa (Rubin et al., 2000, 2001, 2004).

Além disso, a espermidina € capaz de atenuar o déficit de memodria induzido
por antagonistas NMDA (Kishi et al., 1998a; Meyer et al.,, 1998), bem como, por
antagonistas muscarinicos e glutamatérgicos metabotrépicos (Kishi et al., 1998b).
Mikolajczac e colaboradores (2002) também demonstraram que a espermidina
administrada sistemicamente melhora a memodria de curta duragcdo na tarefa de
memoria social em ratos.

No entanto, sob algumas condi¢des, a modulagcdo da memoria, com a
administragcdo de drogas imediatamente apds o treino, pode ser resultado de uma
dependéncia de estado em vez da influéncia de um tratamento farmacoldgico
especifico nos processos de armazenamento de memoaria (lzquierdo, 1984, 1986).

Assim, nenhum estudo foi feito até agora para investigar se os efeitos da
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espermidina e arcaina sobre a memoria seriam causados por dependéncia de

estado.

Os resultados do presente estudo mostraram que o prejuizo na fase de
consolidagdo da memodria induzido pela injecdo imediatamente apds o treino de
arcaina pode ser revertido por uma segunda administragdo da mesma droga 15
minutos antes do teste (Figura 8). Assim, aqueles animais treinados sob influéncia
de arcaina apoés o treino ndo conseguiram evocar a memdaria numa situagdo sem o
efeito da droga ou depois da administracdo de veiculo. Isto sugere um aprendizado
dependente do estado. Os resultados também mostraram que uma Unica
administracao intraperitoneal de MK-801 (0,03 mg/kg), imediatamente pds-treino,
prejudicou a consolidagdo de memoria na tarefa de esquiva inibitoria e este prejuizo
foi revertido por outra administragdo da mesma dose de MK-801 30 minutos antes
do teste, indicando também que MK-801 causa dependéncia de estado. Estes
achados confirmam trabalhos anteriores, que mostram que este antagonista nao-
competitivo do receptor NMDA, prejudica a memdria durante a retengdo da tarefa
de esquiva passiva de maneira dependente de estado (Harrod et al, 2001).

De forma interessante, a administracdo pré-teste de MK-801 reverteu o
prejuizo da memoria causado pela administragcdo pos-treino de arcaina e da
mesma maneira, a administragdo pré-teste de arcaina reverteu o prejuizo da
memoria causado por MK-801 pds-treino. Isto sugere uma dependéncia de estado
cruzada entre arcaina e MK-801 e que estas drogas tenham mecanismos
semelhantes, ou seja, o estado enddgeno induzido pela administracado pds-treino
por uma destas drogas (arcaina) pode ser semelhante ao estado enddgeno
induzido pela outra droga (MK-801) ou vice-versa. Isso sugere que, mesmo 0O
receptor NMDA estando bloqueado, ocorreu a formacdo da memdria, porém os
animais ndo conseguiam evoca-la, e essa evocacgao foi facilitada pela segunda
administracao de arcaina e de MK-801.

Esses achados concordam com as afirmativas de que os receptores NMDA
tém papel importante no processo de consolidagdo da memdria (Riedel et al.,
2003). O prejuizo da memodria causado pelo bloqueio dos receptores NMDA por
antagonistas como MK-801, PCP, quetamina e CPP s&o devidos a dependéncia de

estado (Jackson et al., 1992, Harrod et al., 2001). E ainda, outros estudos revelam
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o envolvimento do receptor NMDA na dependéncia de estado induzida pela morfina
(Jafari-Sabet et al., 2005).

O mecanismo pelo qual essa dependéncia de estado se desenvolve néo é
bem conhecido, porém, uma segunda administragdo da mesma droga na hora da
sessao de teste, poderia estar servindo como dica na hora da evocagao da memoria,
indicando que houve a formagao da memaria, porém a evocagao deste aprendizado
fica inacessivel no momento do teste se a droga nédo for administrada novamente
(Izquierdo, 1984). Existem teorias para explicar a dependéncia de estado: uma delas
€ baseada no estimulo, ela sugere que a droga altera o estimulo do contexto no qual
o0 aprendizado ocorreu sendo incorporado como parte do aprendizado.
Considerando que o estimulo do contexto é diferente no estado em que o animal
nao recebe a droga na hora do teste, a evocagédo € menos eficiente. A outra teoria
seria que as drogas induzem mudancgas neurolégicas que nao ficam acessiveis na
hora do teste sem a administracdo da droga, produzindo assim dependéncia de
estado (Overton, 1974; Sripada et al, 2001).

No entanto, uma unica administragcdo intraperitoneal de espermidina (50
mg/kg) imediatamente apds o treino causou melhora da memoaria e a administragao
da mesma dose de espermidina 15 minutos antes do teste ndo afetou a retencao
da memoria de ratos. Resultados prévios de nosso grupo demonstraram que o
efeito facilitatorio da espermidina sob a memdria € tempo-dependente e sao
restritos a aquisi¢ao (injecdo 30 minutos antes do treino) e inicio da consolidagao
(imediatamente depois do treino) enquanto que a consolidagao tardia (6 h depois
do treino) e evocacdo (10 minutos antes do teste) ndo sdo afetadas pela
espermidina (Berlese et al., 2005). Os efeitos de melhora da memoria da
espermidina ndo sao dependentes de estado.

De acordo com McGaugh (1992), para uma droga que melhora a memoria, a
interpretacédo de uma dependéncia de estado seria que o0 estado que normalmente
estaria ocorrendo na hora do teste € similar aquele induzido por drogas apds o
treino. Se isso for verdade, administracdo da mesma droga antes do teste deveria
diminuir a similaridade dos dois estados e entdo, deveria pelo menos, atenuar a
melhora da memoria. Adicionalmente, nosso resultado considerado com outros
estudos, sugere que drogas com efeitos facilitatorios sobre a memdéria n&do causam
dependéncia de estado e indica que elas interagem diretamente no

armazenamento da memoria uma vez que a administracdo imediatamente pos-
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treino de glicose (Kopf et al., 1993), fisostigmina ou oxotremorina (Baratti & Kopf,
1996) aumentam a retengao da memoaria sem causar dependéncia de estado.

Em resumo, no presente estudo nos descrevemos os efeitos da espermidina
e arcaina na memoria da tarefa de esquiva inibitéria envolvendo dependéncia de
estado. O efeito facilitatorio da administracdo apds o treino de espermidina sobre a
memoria foi claramente uma influéncia do tratamento farmacoldgico no processo de
armazenamento de memoria em vez de uma aprendizagem dependente de estado.
Entretanto, o prejuizo da memdria induzido pela arcaina é devido a uma
dependéncia de estado e este efeito € mantido pela administracdo de MK-801,
sugerindo que esta dependéncia de estado poderia estar envolvendo o receptor
NMDA.



6 CONCLUSOES
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Com base nos resultados obtidos, conclui-se que:

A administracdo sistémica de espermidina imediatamente apdés o treino
melhorou de uma maneira bifasica a consolidagdo da memdria dos animais

na tarefa de esquiva inibitéria.

A administragdo sistémica de arcaina imediatamente apds o treino prejudicou

a consolidagado da memadria dos animais na tarefa de esquiva inibitoria.

A administracao sistémica de espermidina ndo causou dependéncia de

estado nos animais no teste de esquiva inibitéria.

A administracdo sistémica de arcaina causou dependéncia de estado nos

animais no teste de esquiva inibitoria.

A administragdo sistémica de arcaina causou dependéncia de estado cruzada

com o MK-801 nos animais no teste de esquiva inibitéria.

Nenhum dos tratamentos utilizados alterou as atividades locomotora e

exploratoria dos animais no teste do campo aberto.
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