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RESUMO
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EFEITO DA ESPERMIDINA SOBRE A PERSISTENCIA DA MEMORIA EM RATOS

AUTORA: Cristiane Signor
ORIENTADORA: Maribel Antonello Rubin

Local e data da Defesa: Santa Maria, 22 de fevereiro de 2013.

A memoria de longa duracdo envolve trés fases: aquisicdo, consolidacdo e
evocacdo. No entanto, recentemente foi descrita uma nova fase de consolidacao,
denominada de persisténcia da memaria. Nesta fase, ocorrem eventos cruciais 12
horas apés a aquisicdo, na qual a sintese de novas proteinas e do fator neurotréfico
derivado do encéfalo, sdo essenciais. As poliaminas putrescina, espermidina e
espermina, atuam como moduladores enddgenos de diversos canais idnicos,
incluindo o subtipo de receptor glutamatérgico N-metil-D-aspartato. A administracéo
sistémica e intra-cerebral de espermidina, imediatamente apds o treino, melhora a
memoria em diversas tarefas em ratos. Entretanto, ndo ha estudos demonstrando o
efeito da espermidina sobre a persisténcia da memoéria. Assim, nos investigamos o
efeito da administracdo sistémica de espermidina, e de arcaina, antagonista do sitio
das poliaminas no receptor N-metil-D-aspartato, na persisténcia da memoria, através
da tarefa de medo condicionado contextual. Para este estudo, foram utilizados ratos
Wistar machos adultos, os quais, foram submetidos a uma sessdo de treino na
tarefa de medo condicionado contextual, e 12 horas apés o treinamento, receberam
uma administracdo sistémica de espermidina (0,1-30 mg/kg), arcaina (0,1-10 mg/kg)
ou a associacdo de espermidina e arcaina. No segundo ou no sétimo dia apés o
treino os ratos foram submetidos ao teste. A administracao sistémica de espermidina
melhorou, enquanto que a administracdo sistémica de arcaina prejudicou a
persisténcia da memoéria, quando os ratos foram testados no segundo e no sétimo
dia ap6s o treino. A arcaina (0,1 mg/kg) na dose que ndo possui efeito per se,
preveniu a melhora da persisténcia da memoria induzida pela espermidina (10
mg/kg), enquanto que a espermidina (1 mg/kg) na dose que nédo possui efeito per se,
preveniu a piora da persisténcia da memoria induzida pela arcaina (10 mg/kg),
guando os ratos foram testados no segundo e no sétimo dia apOs o treino. Estes
resultados sugerem o envolvimento da espermidina na persisténcia da memadria em
ratos.

Palavras chave: memoéria de longa duracdo, persisténcia da memdria, poliaminas,

arcaina, espermidina, medo condicionado contextual.
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The long-term memory involves three stages: acquisition, consolidation and
extinction. However was recently described a new phase of consolidation, called the
persistence of memory. At this stage, crucial events occur 12 hours after the
acquisition, in which the synthesis of new proteins and brain derived neurotrophic
factor, are essential. The polyamines putrescine, spermidine and spermine, they act
as endogenous modulators of various ion channels, including the glutamatergic
receptor subtype N-methyl-D-aspartate. Systemic and intra-cerebral spermidine,
immediately after training, improves memory in various tasks in rats. However, no
studies demonstrating the effect of spermidine on the persistent memory. Thus, we
investigated the effect of systemic administration of spermidine, and arcaine,
antagonist of polyamine site on the N-methyl-D-aspartate, the persistence of
memory, through the task of contextual fear conditioning. For this study, were used
adult male Wistar rats, which underwent a training session on the task of contextual
fear conditioning, and 12 hours after training, received a systemic administration of
spermidine (0.1-30 mg/kg ), arcaine (0.1-10 mg/ kg) or the combination of spermidine
and arcaine. In the second or the seventh day after training the mice were tested.
Systemic administration of spermidine improved, whereas systemic administration of
impaired arcaine the persistence of memory, when the rats were tested in the second
and seventh day after training. The arcaine (0.1 mg / kg) in a dose that has no effect
per se prevented improved starry induced by spermidine (10 mg/kg), whereas
spermidine (1 mg/kg) dose not effect per se has prevented the worsening of starry
arcaine induced (10 mg/kg), when the rats were tested in the second and seventh
day after training. These results suggest the involvement of spermidine in persistent
memory in rats.

Keywords: long-term memory, persistence of memory, polyamines, arcaine,

spermidine, contextual fear conditioning.
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APRESENTACAO

Na introducdo, estdo brevemente descritos os temas abordados nesta
dissertacdo. Os métodos, resultados e discussdo, que fazem parte dessa
dissertacdo, estdo apresentados sob forma de manuscrito, submetido para
publicacdo no periddico Neurobiology of Learning and Memory. A sessao concluséo
apresenta interpretagbes gerais sobre a mesma. As referéncias bibliograficas,
encontradas ao final desta dissertacdo, referem-se somente as citagbes que

aparecem na introducéo.



1. INTRODUCAO
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1. INTRODUCAO

1.1 Membéria

7

A memoria é uma das fungdes cognitivas mais complexas que a natureza
produziu, e as evidéncias cientificas sugerem que o aprendizado de novas
informagdes e 0 seu armazenamento causa alteragbes estruturais no sistema
nervoso (IZQUIERDO, 2002). No caso especifico dos seres humanos, a memoéria
exerce um papel ainda mais nobre, funcionando como um arcabouco que armazena
nossa historia pessoal, e torna possivel que crescamos e mudamos ao longo da vida
(KANDEL, 2001).

A formacdo da memoéria de longa duracdo (MLD) depende de processos
neuronais que iniciam com a aquisicdo de uma nova informacgéo, seguida por um
processo de consolidacdo/armazenamento em varias areas cerebrais. Seu
armazenamento é um processo dindmico que depende da estabilizacdo de uma
rede neuronal (MEDINA et al., 2008). Durante o processo de estabilizacdo, as MLD
necessitam de sintese protéica e de expressdo génica em areas restritas do
hipocampo e da amigdala basolateral (BEKINSCHTEIN et al., 2007), sendo assim
necessario um tempo para que a memoria torne-se mais permanente (MCGAUGH,
1966). E por fim, o processamento da memoéria passa por uma fase denominada de

evocacao, pelo qual a memoria esta apta a ser lembrada (ABEL and LATTAL, 2001).

De acordo com seu conteddo, as memoérias podem ser classificadas em:
memoria declarativa ou explicita e memoria ndo declarativa ou implicita. As
memorias declarativas consistem em registrar fatos e eventos facilmente adquiridos
com plena intervencdo da consciéncia (recordacdo), no entanto, sdo memorias
facilmente esquecidas (IZQUIERDO, 2002). As memorias declarativas também
podem ser classificadas em: memoérias episédicas ou memorias semanticas.
Enquanto as memoérias episddicas referem-se a eventos que assistimos ou que
participamos, as memodrias semanticas referem-se a conhecimentos gerais
(EICHENBAUM, 2001; IZQUIERDO, 2002).
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De outro modo, as memoérias nao-declarativas ou implicitas referem-se
aquelas memdérias para habilidades ou procedimentos, pelo qual ndo conseguimos
verbalizar e ndo envolvem evocacdo consciente. Elas sdo adquiridas através de
pratica e repeticdes, persistem por um periodo maior de tempo e possuem uma
menor probabilidade de esquecimento (BEAR et al., 2002; 1ZQUIERDO, 2002,
SQUIRE and KANDEL, 2003).

Além disso, as memorias também podem ser classificadas de acordo com o
seu critério temporal em: memoria imediata, que mantém as informacdes por apenas
alguns segundos, memoria de curta duracdo (MCD) que duram minutos ou poucas
horas (3-6 horas), e a MLD (RANGANATH and BLUMENFELD, 2005). Dependendo
da forga e/ou proeminéncia da informacéo a ser lembrada, a MLD pode persistir por
24-48 horas, por dias, semanas (ANAGNOSTARAS et al., 1999; BARCO et al.,
2006), ou até mesmo uma vida inteira (ALBERINI, 2005; ALONSO et al., 2004,
BEKINSCHTEIN et al., 2007).

1.2 Mecanismos de formacdo da memaria

Um substancial numero de estudos demonstram que a formacao da memoéria
de medo ao contexto depende da atividade integrada da amigdala (GOOSENS and
MAREN, 2001; MAREN et al., 1996), hipocampo (ANAGNOSTARAS et al., 2001;
DAUMAS et al., 2005) e regifes corticais (BURWELL et al., 2004; GILMARTIN and
HELMSTETTER, 2010; QUINN et al., 2008; SACCHETTI et al., 1999).

Uma sequéncia de eventos bioquimicos no hipocampo dos ratos € necessaria
para a formacao da memoria (Figura 1). As cascata de reacfes para a formacéo da
MLD inicia quando o glutamato é liberado, se liga nos receptores especificos na
membrana pés-sinaptica: acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidnico
(AMPA), cainato, receptor N-metil-D-aspartato (NMDAr) e receptores
glutamatérgicos metabotropicos (mMRGLU) (MCGAUGH, 2000; MCGAUGH and
IZQUIERDO, 2000).

A ligacdo do glutamato nesses receptores ocasiona uma despolarizacdo
persistente na membrana poés-sindptica [influxo de célcio (Ca™), e sédio (Na*),

atraves de receptores do tipo AMPA] promovendo o deslocamento do ion magnésio
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(Mg*™®) do NMDAr, que passa a responder ao glutamato, permitindo assim o influxo
de Na*e Ca**para o interior do terminal pés-sinaptico.

Este aumento na concentracdo de Ca*? intracelular estimula enzimas como:
proteina quinase dependente de calcio/calmodulina do tipo Il (CaMKIl), proteina
quinase dependente de GMPc (PKG), e a proteina quinase dependente de calcio
(PKC). Apo6s 3-4 horas, também sao ativadas a proteina quinase dependente de
AMPc (PKA) e a proteina ativada por mitbgeno (MAPK). Estas juntamente com a
PKC e CaMKIl, fosforilam fatores de transcricdo protéicos no nucleo, dos quais o
principal é a proteina ligante do elemento responsivo ao AMPc (CREB). Em seguida,
a CREB estimula a sintese de novas proteinas e o aumento da efetividade da
transmisséo de informacdes entre os neurdnios (plasticidade sinaptica) (BLISS and
COLLINGRIDGE, 1993; IZQUIERDO, 2002; IZQUIERDO et al., 2006; IZQUIERDO
and MEDINA, 1995; IZQUIERDO and MEDINA, 1997a; MCGAUGH and
IZQUIERDO, 2000), além de ser responsavel pelo aumento na expressao de alguns
genes como C-fos, Zif 268, e do BDNF(HALL et al., 2001; HERTZEN and GIESE,
2005; LIU et al., 2004; SUZUKI et al.,, 2011) e dos genes de expressao imediata
vesl-1S ou Homer-1a (INOUE et al., 2009).

Essas etapas podem ser moduladas através da aplicacdo de agonistas,
antagonistas, moduladores dos diversos receptores glutamatérgicos, e inibidores
especificos das enzimas mencionadas. Alguns deles favorecem ou melhoram a
memoria como no caso de agonistas e moduladores positivos (poliaminas) do
NMDAr e ativadores das enzimas PKA, PKG e CaMKIl. Por outro lado, antagonistas
destes receptores e inibidores destas enzimas provocam amnésia em diversas
tarefas comportamentais (IZQUIERDO and MEDINA, 1995;1997b; MCGAUGH and
IZQUIERDO, 2000).



16

\ ...- w4 Glutamato /

Célula Pré-sinaptica SPD

v

Célula Pés-sinéptica NMDA r ' l - l?&:-n-h".!OA ¢ ACH:
— i —— 1

AMP Ca2e -‘ Y Ca2.
/ - ooy C%+ DAG
- v

2. PK

Cale

CaMK

Nucleo

P .
QO ‘J

P
CREB
\ BDNE

Figura 1. Esquema da seqiiéncia de modificacdes de um terminal sinaptico glutamatérgico envolvido
na formacéo da memodria. Fonte: Adaptado de (ROSEN, 2004). SPD (espermidina); NMDAr (receptor
N-metil-D-aspartato); AC (adenilato ciclase); AMPc (adenosina monofosfato ciclico); PKA (Proteina
quinase dependente de AMPc); PKC (proteina quinase dependente de caélcio); MAPK (proteina
ativada por mitégeno); CaM (calmodulina); CaMK (Proteina quinase dependente de
célcio/calmodulina); PLC (fosfolipase C); DAG (diacilglicerol); BDNF (fator neurotréfico devirado do

encéfalo); CREB (proteina ligante do elemento responsivo ao AMPc).

1.3 Medo condicionado contextual

Pesquisas na area da memoria empregam tarefas de estimulos aversivos como
ferramentas experimentais Uteis no estudo da aquisicdo e da consolidacdo da
memoria. As tarefas de aprendizado mais empregadas sdo: medo condicionado e
esquiva inibitoria (ou esquiva passiva) (HARTLEY et al., 2011).

O medo condicionado é um dos paradigmas mais estudados para avaliar a base
neural da memoria emocional. Esta tarefa envolve o condicionamento Pavloviano de

um estimulo aversivo (normalmente um choque fraco sendo considerado o estimulo
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incondicionado — US) com associacdo a um estimulo neutro (estimulo condicionado
— CS). O estimulo neutro deve ser mais discreto como uma luz ou tom ou mesmo o
contexto a que o animal € submetido quando exposto ao US. Quando o CS for o
contexto, o condicionamento Pavloviano recebe a denominacdo de medo
condicionado contextual (Figura 2) (HARTLEY et al., 2011).

As respostas evocadas frente a associacdo do CS-US englobam uma série de
mudangas comportamentais como: alteracdes autondmicas, que envolvem o
aumento da frequéncia cardiaca e da pressédo arterial (IWATA and LEDOUX, 1988)
alteracbes neuroenddcrinas, que abrangem a liberagdo dos horménios
adrenocorticotréficos e corticosterona (GUIJARRO et al., 2007) e alteracdes
comportamentais como a vocalizacdo ultrassonica (HOLMSTROM et al., 2007),
sobressalto e o congelamento (DAVIS et al., 1986; FENDT and FANSELOW, 1999).

A tarefa de medo condicionado envolve ativacdo do NMDAr na amigdala,
enquanto a tarefa de medo condicionado contextual envolve a ativacdo do NMDAr
no hipocampo (FANSELOW et al., 1991; HARTLEY et al.,, 2011; KIM and JUNG,
2006; SCHENBERG et al., 2005). A ativacao hipocampal deste receptor parece ser
essencial para a consolidacdo da memodria (BURGOS-ROBLES et al., 2007;
CAMERA et al., 2007; GOMES et al., 2010; KALISCH et al., 2009; LIU et al., 2009;
SANTINI et al., 2001). A consolidacao torna os tracos de memaria mais duradouros
(ABEL and LATTAL, 2001), de forma que memoérias de medo podem persistir por
meses, anos ou até por toda vida (MAREN, 2005).

As respostas emocionais a situacbes aversivas, constrangedoras ou
ameacadores sdo bastante comuns em seres humanos e possuem grande
importancia para os individuos. No entanto, em certos momentos elas podem se
tornar exageradas ou ocorrerem em situacfes inapropriadas, caracterizando um
distarbio de ansiedade, tal como o transtorno de estresse pos- trauméatico (LEDOUX,
1998). Assim, o condicionamento Pavloviano ou medo condicionado pode ser
utilizado para investigar, além dos mecanismos de aprendizado e memaria, como as

origens dos disturbios relacionados ao medo em humanos (KIM and JUNG, 2006)
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Figura 2. Circuitos neurais envolvidos no medo condicionado. O estimulo condicionado e o estimulo
incondicionado chegam na amigdala através do nucleo lateral onde ocorre a associacdo destes
estimulos. Este nlcleo é interconectado com o nucleo central da amigdala o qual envia projecdes
para varios centros somatomotores e autonémicos, que controlam a expressdo das respostas do
medo e respostas relacionadas com o sistema nervoso autondmico e enddcrino, via proje¢fes para o
tronco cerebral e hipotalamo. Adaptado de (SIGURDSSON et al., 2006).

1.4 Receptor N-metil-D-aspartato (NMDAr)

s

O receptor N-metil-D-aspartato (NMDAr) é um subtipo de receptor
glutamatérgico, amplamente distribuido no sistema nervoso central (SNC), sendo
encontrado em altas densidades nas camadas superficiais de diferentes estruturas,
como cOrtex cerebral, hipocampo, estriado, e amigdala (RIEDEL et al., 2003;
SCATTON, 1993). Desempenha um importante papel em varias funcgdes fisioldgicas,
destacando-se na plasticidade sinaptica, aprendizagem e memoria (SCHWARTZ et
al., 1996; WHETSELL, 1996).

O NMDAr consiste de um complexo protéico com quatro dominios

transmembranas, um dominio extracelular N-terminal e um intracelular C-terminal.
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Assim como 0s outros receptores glutamatérgicos, o NMDAr apresenta diferentes
sitios de ligacdo para compostos enddgenos e exdgenos (Figura 3). Dentre os
principais agonistas do NMDAr destaca-se: glutamato, glicina (co-agonista) e as
poliaminas, e como antagonistas destaca-se: o Acido D-2-amino-5-
fosfonopentandico (AP5), e o (+)5-Metil-10,11-5H-dibenzo[a,b]-cicloheptano-5-10-
amino (MK-801) (BONACCORSO et al, 2011; CASTELLANO et al., 2001;
CASTELLANO et al., 1999; CERETTA et al., 2008a; CESTARI and CASTELLANO,
1997; HEDEGAARD et al., 2011; JACKSON et al., 1992; LIU et al., 2009; MEYER et
al., 1998; MIKOLAJCZAK et al, 2002; MONAGHAN and COTMAN, 1985;
QUEVEDO et al., 1997; RANSOM and STEC, 1988; RAYMOND et al., 2011)

O NMDAr possui véarias subunidades heteroméricas: NR1 (A-G), NR2 (A-D) e
NR3 (A-B), que agrupadas formam um canal idnico de condutancia seletiva para
fons Ca™, Na* e K*, através da membrana neuronal (FLORES-SOTO et al., 2012;
HEDEGAARD et al., 2011; MONYER et al., 1992).

No potencial de repouso, este canal ibnico encontra-se bloqueado pelo ion
Mg®*. Sendo assim, o NMDAr s6 é ativado quando trés fatores ocorrem
simultaneamente: 1) ligacdo do neurotransmissor glutamato na subunidade NR2B;
2) ligacdo de glicina (co-agonista obrigatério) na subunidade NR1; e 3)
despolarizacdo da membrana pos-sindptica. Estes trés fatores provocam uma
mudanca na conformacao alostérica do NMDAr, o qual diminui sua afinidade pelo
Mg** que é entdo deslocado, facilitando assim, o influxo de fons Ca®* e Na* bem
como o efluxo de fons K*. Esse aumento de fons Ca?* no meio intracelular é
extremamente importante para que mensageiros intracelulares possam ativar muitas
enzimas envolvidas na consolidagdo da memoria (KERCHNER and NICOLL, 2008;
NEWPHER and EHLERS, 2009).

Portanto, tem sido proposto que o NMDAr desempenha um papel
fundamental nos processos de aprendizagem e memoria, destacando-se nas fases
iniciais da consolidagdo da memoria, utilizando tarefas como a esquiva inibitoria
(CAMMAROTA et al., 2008; IZQUIERDO and MEDINA, 1997b; ROESLER et al.,
2005; ROESLER et al., 2003) e o medo condicionado (BURGOS-ROBLES et al.,
2007; CAMERA et al., 2007; GOMES et al., 2010; KALISCH et al., 2009; LIU et al.,
2009; SANTINI et al., 2001).
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A administracdo de antagonistas do NMDAr como o MK-801 e o AP5
provocam prejuizo no desempenho de diversas tarefas de memoria (DE LIMA et al.,
2005; JAFARI-SABET, 2006; ROSSATO et al., 2009). Por outro lado, agonistas do
NMDAr, como o glutamato (IZQUIERDO and MEDINA, 1995; RUBIN et al., 1997) e 0
acido DL-beta-clorofenil glutamico (CPG) melhoram a performance dos ratos na
tarefa de esquiva inibitéria e de camundongos no labirinto em T (FLOOD et al.,
1990).

De forma notavel, a super ativacdo do NMDAr esta relacionada com uma
variedade de estados patoldgicos, incluindo isquemia, trauma, epilepsia e estados
cronicos degenerativos como a doenca de Huntington, Alzheimer, transtornos
psiquiatricos e sindrome de dor neuropética (EGERTON et al., 2011; HU et al., 2011;
NICHOLSON et al., 2011; RAYMOND et al., 2011; SALMINA et al., 2011; SALTER
and PITCHER, 2011; XIAOPING et al., 2011).

POLIAMINAS
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Figura 3. Representacao esquematica do receptor NMDA. Adaptado de (ZIGMOND et al., 1999).

1.5 Poliaminas
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As poliaminas putrescina, espermidina (SPD) e espermina (SPM), sdo aminas
alifiticas simples, compostas por uma, duas ou trés cadeias carbonadas flexiveis,
respectivamente. As extremidades das cadeias carbonadas s&o conectadas por
grupamento amino primario (figura 4), o qual € responsavel por seu carater
fortemente béasico. Além disso, em pH fisiolégico as poliaminas encontram-se
totalmente protonadas, resultando em cations organicos de baixo peso molecular e
soluveis em 4gua (CARTER, 1994).

+

Putrescina
HENWN:\.M *
H, NH,

Espermidina
N- NH,
H3N+ﬁ\/\H+WHw 3
2

Espermina

Figura 4. Estrutura quimica das trés poliaminas endégenas, putrescina, espermidina e espermina
(KALAC P, 2005).

Essas aminas alifaticas sdo encontradas em todas as células, incluindo células
procariéticas e eucaritticas (plantas e animais) (THOMAS and THOMAS, 2001). Séao
amplamente distribuidas no SNC (COFFINO, 2001; GUGLIUCCI, 2004; WANG et
al., 2003), sendo encontradas principalmente em regiées do encéfalo como:
hipotalamo, bulbo, hipocampo e cerebelo. A SPD destaca-se por ser a poliamina que
possui maior concentracdo na regiao hipocampal de ratos, seguida da SPM, e em
concentragdes significativamente menores de putrescina (tabela 1) (SEILER and
SCHMIDT-GLENEWINKEL, 1975).
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Os niveis intracelulares de poliaminas sdo mantidos em um limite muito
estreito, isto €, enquanto uma diminuicdo acarreta em prejuizo no crescimento
celular, um excesso pode ser excitotéxico (DAVIS, 1990). Estudos recentes
demonstraram que o plasma de pacientes com cancer, apresenta: (Putrescina:
108,0 (ng/ml™); SPD: 22,37 (ng/ml™Y); e SPM: 9,10 (ng/ml™), enquanto o plasma de
pacientes normais apresenta: Putrescina: 16,55 (ng/ml™); SPD: 8,03 (ng/mi™); e
SPM: 3,91 (ng/ml™) (LIU. et al., 2012).

Devido a sua natureza polar, as poliaminas dificilmente atravessam a barreira
hematoencefalica (BHE). De fato, cerca de 5% da concentracdo das poliaminas
encontradas na corrente sanglinea conseguem atingir o encéfalo (ANDERSON et
al., 1975; SHIN et al., 1985). Diler e colaboradores sugerem que a passagem de
poliaminas para o SNC possa envolver carreadores em nivel de BHE (DILER et al.,
2002).

Tabela 1. Concentragoes de poliaminas no encéfalo de ratos adultos

Putrescina Espermidina Espermina

(nmol g™") (nmol g™ (nmol g™
Cortex frontal 94+13 235 £ 22 221 + 20
Hipocampo 71+£12 420 +107 334 + 64
Hipotalamo 229+20 591 £ 109 253 + 54
Bulbo 3,7+0,8 1016 £ 77 167 £ 33
Cerebelo 13,0+£1,3 674 + 58 381 +47

Valores expressos como média + desvio padréo.

Dados retirados de Seiler & Schmitd-Glenewinkel, 1975.
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1.6 Funcdes das poliaminas

Em pH fisiolégico, as poliaminas encontram-se totalmente protonadas,
implicando em seu carater fortemente basico, o qual possibilita a sua interacdo com
anions. Essa interacdo eletrostatica das poliaminas com sitios anibnicos de
macromoléculas (acidos nucléicos, proteinas, lipidios de membrana) é 4 base do
mecanismo para a maioria das suas fungbes bioldgicas (PATOCKA and KUEHN,
2000; TABOR and TABOR, 1984; URDIALES et al., 2001; WILLIAMS, 1997).

Sendo assim, as poliaminas destacam-se na: modulacdo do crescimento,
diferenciacdo celular (TABOR and TABOR, 1984), apoptose (THOMAS and
THOMAS, 2001) estabilizagédo do DNA e RNA (IGARASHI and KASHIWAGI, 2000),
regulacdo da expressdo génica (CELANO et al.,, 1989), sintese de proteinas
(LENZEN et al., 1986; YOSHIDA et al., 1999), sinalizacdo celular (BACHRACH et al.,
2001; JOHNSON and MCCORMACK, 1999) e diminuicdo da lipoperoxidacéo
(BELLE et al., 2004).

Alguns estudos também apontam as poliaminas como importantes
neurotransmissores e neuromoduladores (ALEXANDER et al., 1992; CARTER,
1994; WILLIAMS et al., 1991). Isso deve-se ao fato de que as poliaminas sao
armazenadas em vesiculas sinapticas e liberadas de maneira célcio-dependente,
seguindo um estimulo quimico ou elétrico. Além disso, h4 um sistema de alta
afinidade para a recaptacdo de poliaminas que regulam o seu nivel extracelular e o
tempo do seu efeito (WILLIAMS, 1997; WILLIAMS et al., 1991; WILLIAMS et al.,
1989). Também esta descrito que as poliaminas estdo envolvidas nos processos de
aprendizado e memoéria, como serd relatado posteriormente no item 1.8 desta

introducéo.

1.7 Metabolismo das poliaminas

Os niveis intracelulares de poliaminas podem ser regulados por mecanismos
envolvendo trés passos no seu metabolismo: sintese de novo, rota de
interconverséao e catabolismo (SEILER, 2004).

As poliaminas enddgenas séo sintetizadas no organismo a partir do seu

principal precursor, o aminoacido ornitina (CARTER, 1994), ou ainda podem ser
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obtidos através da flora gastrintestinal, que é capaz de metabolizar aminoacidos
provenientes da dieta (TETI et al., 2002).

A ornitina pode ser originada como um produto do ciclo da uréia ou ainda,
pode ser formada a partir da clivagem hidrolitica do aminoacido arginina em uma
reacao catalisada pela arginase (CARTER, 1994). A elevacdo da concentracédo de
ornitina no encéfalo causa, portanto, o aumento da formagcdo das poliaminas
(SEILER and SCHMIDT-GLENEWINKEL, 1975).

A putrescina é sintetizada pela descarboxilacdo da ornitina, numa reacéo
catalisada pela ornitina descarboxilase (ODC) (MORGAN, 1999). Sendo assim, a
putrescina serve como um precursor imediato da sintese de SPD e SPM. Esta
sintese requer o grupamento aminopropil que € fornecido por duas enzimas: S-
adenosilmetionina  descarboxilase  (SAMDC), que descarboxila a S-
adenosilmetionina (SAM), e a espermidina sintase uma enzima que catalisa a
transferéncia do grupamento aminopropil da SAM para a putrescina ou espermina
sintase que catalisa a transferéncia de um segundo grupamento aminopropil para a
SPD, formando a SPD e a SPM, respectivamente (Figura 5) (MARTON and PEGG,
1995).

Esta rota de sintese de proteinas € reversivel, ou seja, a SPM pode ser
convertida em SPD, e esta em putrescina. No ciclo de interconversédo, ocorre uma
acetlacdo da SPM ou SPD na posicdo N!, catalisada pela enzima
espermidina/espermina acetiltransferase (SSAT). Em seguida, a poliamina acetilada
sofre quebra oxidativa por acdo da enzima poliamina oxidase (PAO), liberando os
grupamentos aminopropil provenientes da S-adenosilmetionina descarboxilase
(SAM-D), para formar SPD e putrescina (MARTON and PEGG, 1995).

Estas reacfes de acetilacdo sao fisiologicamente importantes, pois € uma
maneira da célula diminuir a interacao das poliaminas com diferentes polianions. Um
aumento ou diminuicdo na excrecao de poliaminas acetiladas € um dos mecanismos
de controle das concentracdes intracelulares de poliaminas (MOINARD et al., 2005;
MORGAN, 1999).

As trés enzimas que regulam a biosintese de poliaminas sdo ODC, SAMDC e
SSAT. A atividade destas enzimas regulam os trés passos do metabolismo das
poliaminas: sintese, rota de interconversao e catabolismo (MORGAN, 1999; SEILER,
2004; SEILER and RAUL, 2005).
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O catabolismo das poliaminas ocorre através de reacdes de desaminacéo
oxidativa, pela agdo de amino-oxidases dependentes de cobre. Pela desaminagéo
oxidativa do grupamento amino primario, cada intermediario da interconversdo pode
ser transformado em um aldeido, que € posteriormente oxidado em um aminoacido
ou em um grupamento gama-lactamico. Os produtos finais do catabolismo bem

como poliaminas acetiladas sao excretadas por via renal (GUGLIUCCI, 2004;
SEILER, 2004).
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Figura 5. 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) (URDIALES et al., 2001).

1.8 Poliamina, NMDAr e memoria

As poliaminas sao importantes moduladores de alguns canais i6nicos, podendo
interagir com subtipos especificos de canais de K' e receptores glutamatérgicos,
incluindo o NMDAr (BURBAN et al.; GOMES et al., 2010; MASUKO et al., 2010;
MONY et al., 2011; WILLIAMS, 2009).

Evidéncias indicam que muitos efeitos bioldgicos das poliaminas, tais como
modulacdo de aprendizagem e de memoria (KISHI et al., 1998a;b; RUBIN et al.,
2004; RUBIN et al., 2000; RUBIN et al., 2001), envolvam a interagdo com o NMDAr
(COUGHENOUR and BARR, 2001; GOMES et al., 2010; GUERRA et al., 2011;
GUERRA et al., 2006; MARIANI et al., 2011; WALLACE, 2009).

Ramson e Stec mostraram que SPD e SPM aumentam a afinidade do NMDAr
pelo MK-801, efeito constatado na presenga ou na auséncia de concentragbes
saturantes de glutamato e de glicina, sugerindo assim que o efeito estimulatério das
poliaminas deve-se a sua ligacdo com o NMDAr (RANSOM and STEC, 1988).

As poliaminas atuam sobre o NMDAr de maneira bifasica, ou seja, em baixas
concentragbes potencializam a ligagdo do MK-801 no NMDAr, aumentando a
condutancia e a frequéncia de abertura do canal, enquanto que em altas
concentracdes inibem a ligacdo do MK-801. Estes efeitos podem ser mediados pela
ligacdo das poliaminas em diferentes sitios de ligacdo no NMDAr (RANSOM and
STEC, 1988; ROCK and MACDONALD, 1995; WILLIAMS, 1997; WILLIAMS et al.,
1989).

A acdo das poliaminas sobre o NMDAr consiste em componentes
estimulatorios e inibitérios. Quatro efeitos diferentes sdo propostos para a acdo das
poliaminas (Figura 6).

1- Estimulacdo independente de glicina: as poliaminas aumentam as correntes
induzidas pelo glutamato na presenca de concentracdes saturantes de glicina.
2- Estimulacdo dependente de glicina: as poliaminas aumentam a afinidade do

receptor pela glicina na presenca de concentracdes sub-saturantes de glicina.
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3- Inibicdo dependente de voltagem: por diminuicdo na condutancia do canal, devido
ao seu carater cationico. As poliaminas bloqueiam a entrada do poro ou no interior
do canal aberto como faz o Mg**.

4- Inibicdo da afinidade do receptor pelo glutamato.
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Figura 6. Esquema das a¢Bes modulatdrias da espermina sobre o receptor NMDA (adaptado de
Williams, 1997). (+) Agéo estimulatéria das poliaminas; () acao inibitoria das poliaminas.

Alguns estudos tentaram esclarecer o mecanismo de acgédo das poliaminas,
partindo da ideia de que os protons extracelulares sdo potentes inibidores
alostéricos do NMDAr, e pequenas variacbes no pH extracelular podem impactar
significativamente nas amplitudes deste receptor. Sendo assim, estes estudos
demonstraram que a SPM é capaz de potencializar as subunidades NR2B do
NMDAr, através da inibicdo tdnica de protons (indicado pelo nimero 5 na figura 6)
(TRAYNELIS et al., 1995).

Estudos bioquimicos e eletrofisiolégicos recentes sugerem um mecanismo de
modulacdo alostérica positiva das poliaminas no NMDAr. As poliaminas ligam-se a
uma interface dos dominios das subunidades N-terminais (DNT) entre os dimeros
NR1 e NR2B, através de intera¢cdes com residuos b6-b8 de ambas as subunidades.
Isso é baseada no fato de que as poliaminas agem estabilizando as cargas

negativas presentes nos DNT dos lobos inferiores dos dimeros, impedindo o
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fechamento do DNT. Observou-se também que a potenciacédo induzida pela SPM
aumenta significativamente com a diminuicdo do pH extracelular. Bem como, o
NMDAr que contém as subunidades NR2B é fortemente potencializado (Oito vezes)
no pH acido, enquanto o NMDAr que contém as subunidades NR2A, NR2C e N2D
nao foram potencializadas (MONY et al., 2011).

Além disso, estudos demonstraram que a administracao sistémica (CAMERA et
al., 2007), intra-hipocampal (BERLESE et al., 2005; GOMES et al., 2010; GUERRA
et al., 2006; RUBIN et al., 2000) e intra-amigdala (RUBIN et al., 2004; RUBIN et al.,
2001) de SPD, melhorou o desempenho de ratos em tarefas como a esquiva
inibitéria, medo condicionado, reconhecimento social (CAMERA et al.,, 2007;
MIKOLAJCZAK et al., 2002) e facilitou a extingdo de memaria (GOMES et al., 2010).

O efeito facilitador da SPD na memoria parece depender da ativagdo do oxido
nitrico sintase (GUERRA et al., 2006) da PKA e da CREB no hipocampo de ratos
(GUERRA et al., 2011) bem como, da ativacdo sequencial de vias da PKC e da
PKA/CREB (GUERRA et al., 2012).

Também é notavel que os efeitos facilitadores da SPD na memodria sao
antagonizados por quantidades diminutas de arcaina, um antagonista do sitio de
ligagéo das poliaminas no NMDAr (RUBIN et al., 2004; RUBIN et al., 2000; RUBIN et
al., 2001). A arcaina é um andalogo das poliaminas, composta por uma cadeia
carbonada. Nas extremidades de cada cadeia carbonada, possui grupamentos
amino e uma molécula de &cido sulfarico (Figura 7) (REYNOLDS, 1990).

A administracéo sistémica e intra-amigdala de arcaina em doses mais altas do
que as necessarias para bloguear os efeitos facilitadores da SPD, prejudica a
memoria na tarefa de esquiva inibitéria (CERETTA et al., 2008; RUBIN et al., 2001) e
condicionamento do medo ao contexto (CAMERA et al., 2007; RUBIN et al., 2004),
sugerindo a modulagédo das poliaminas no processamento da memdria através do
NMDAr.
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Figura 7. Estrutura quimica da arcaina (REYNOLDS, 1990).

1.9 Persisténcia da memaoéria

Recentemente foi descrita por Bekinschtein e colaboradores (2007), uma nova
fase de consolidacdo, denominada de persisténcia da memoria (Figura 8). Na fase
da persisténcia da memaoria ocorrem eventos cruciais 12h apds a aquisicdo de uma
nova informacdo, na qual a sintese de novas proteinas e do fator neurotrofico
derivado do encéfalo (BDNF) sdo essenciais (BEKINSCHTEIN et al., 2007). Esta
nova fase permite a transferéncia de informacdes da regido CA1 do hipocampo para
a regido do neocortex, conduzindo o processo de manutencdo das memorias
(BEKINSCHTEIN et al., 2007).

Alguns estudos demonstraram que, a administracdo 12h pds-treino de
anisomicina, um inibidor de sintese protéica, ndo alterou a retencdo da memoéria de
dois dias, mas causou uma severa amnésia quando os animais foram testados uma
semana apoés o treino na tarefa de esquiva inibitéria e no condicionamento de medo
ao contexto. Estes experimentos indicam o envolvimento tardio de sintese protéica e
de BDNF no hipocampo de ratos (BEKINSCHTEIN et al.,, 2007). Em 2008,
Bekinschtein e colaboradores, também utilizando experimentos com a tarefa de
esquiva passiva, constataram que o BDNF é uma molécula chave envolvida na
manutenc¢ao do traco de memoria (BEKINSCHTEIN et al., 2008).

A persisténcia da memoria também parece envolver o aumento da fosforilagéo
de algumas quinases: MAPK, quinase regulada por sinais extracelulares (ERK)
(BEKINSCHTEIN et al., 2007; BEKINSCHTEIN et al., 2008), PKA (ROSSATO et al.,
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2009) e CREB (TAUBENFELD et al., 2001). Bem como, parece envolver um
aumento tardio, da CamKIll (BEKINSCHTEIN et al., 2010; IGAZ et al., 2004), ERK2
(BEKINSCHTEIN et al., 2010; IGAZ et al, 2004), proteina Homer la
(BEKINSCHTEIN et al., 2010; IGAZ et al., 2004), e dos fatores de transcricdo como
c-Fos (BEKINSCHTEIN et al., 2007; BEKINSCHTEIN et al., 2010) e Zif268
(BEKINSCHTEIN et al., 2007).

Também foi proposto que o sistema dopaminérgico e o NMDAr, estao
envolvidos no estabelecimento da persisténcia da memoéria. A administracdo 12h
pés-treino na area tegmental ventral, do antagonista do NMDAr, o AP5, prejudicou a
persisténcia da memoéria. No entanto, a infusdo do agonista do NMDAr, o NMDA,

melhorou a persisténcia da memaria em ratos (ROSSATO et al., 2009).
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Figura 8. Diferentes fases da memoéria. O processamento da memdria inicia com a aquisi¢cdo
de novas informacdes, que acontece durante o aprendizado. Logo ap@s a aquisicdo, comeca a fase
de consolidagdo/armazenamento. Em torno de 12h apds a aquisicdo, inicia a fase de persisténcia da
memdria. E por fim, as novas informacgdes passam pela fase da evocacgdo/recordacdo da memoria.
Fonte: Adaptado de Parfitt e colaboradores (PARFITT et al., 2012).

1.10 BDNF e persisténcia da meméoria

O BDNF consiste em uma pequena proteina dimérica, amplamente expresso
no cérebro de mamiferos adultos, e estruturalmente relacionado com o fator de

crescimento dos neurdnios (MURER et al., 2001). Desempenha fungcdes importantes
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no SNC, como regulacdo da memoria a longo prazo (BEKINSCHTEIN et al., 2008),
protecéo da degeneragdo neuronal (LINDHOLM et al., 1993), e da diferenciacéo do
hipocampo e dos neurdnios corticais (CROLL et al., 1994; MARTY et al., 1996).

Recentemente estudos demonstraram que 12h, mas ndo em 9 ou 24h apds um
treinamento na esquiva inibitéria, ha um aumento significativo na expressédo de
BDNF no hipocampo de ratos (BEKINSCHTEIN et al., 2007). Em seguida, observou-
se que a administracdo intra-hipocampal de anisomicina ou do anticorpo anti-BDNF
12h, mas ndo em 9 ou 24h ap6s o treinamento, prejudicou a MLD quando os ratos
foram testados no sétimo dias apos o treino (BEKINSCHTEIN et al., 2007).

Para confirmacédo do essencial papel do BDNF na persisténcia da memoria,
verificaram a expressdo deste, através da infusdo intra-hipocampal do BDNF
oligonucleotideo antisense (BDNF ASO), que antagoniza o seu efeito. Observaram
que, no periodo critico de 12h ap6s a infusdo do BDNF ASO, ocorreu uma reducéo
em torno de 56% da expressédo do BDNF em hipocampo de ratos. Assim como, na
tarefa comportamental da esquiva inibitoria, o BDNF ASO, diminuiu a persisténcia da
memoria dos animais testados no sétimo dia apos o treinamento (BEKINSCHTEIN et
al., 2007).

Além disso, dando maior suporte ao essencial papel do BDNF na persisténcia
da memodria, outros experimentos relataram que o BDNF exdgeno administrado
intra-hipocampal 12h apds o treinamento, foi capaz de reverter & amnésia do sétimo
dia induzida tanto pelo BDNF ASO (BEKINSCHTEIN et al., 2007) quanto pela
anisomicina (BEKINSCHTEIN et al., 2008).

Em conjunto, estes resultados sugerem que o BDNF € uma proteina chave
requerida durante uma janela de tempo limitada, em torno de 12h apds a aquisicédo
da memoria (BEKINSCHTEIN et al., 2007; BEKINSCHTEIN et al., 2008). Também é
proposto que a inducdo da expressdo do BDNF no critico tempo de 12h, é
importante para a iniciacdo de uma cascata de eventos moleculares e celulares que
levam a remodelacdo e crescimento de novas conexfes sinapticas que estao
envolvidas nas varias formas de MLD (BARCO et al.,, 2006; LAMPRECHT and

LEDOUX, 2004).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar o efeito da administracéo sistémica de espermidina sobre o processo

de persisténcia da memoaria, na tarefa de medo condicionado contextual.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar se a administracao sistémica de espermidina altera a persisténcia

da memoria, na tarefa de medo condicionado contextual.

2.2.2 Avaliar se a administracdo sistémica de arcaina altera a persisténcia da

memoria, na tarefa de medo condicionado contextual.

2.2.3 Avaliar o envolvimento dos receptores NMDA sobre a persisténcia da

memoria, na tarefa de medo condicionado contextual.



3. MANUSCRITO
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ABSTRACT

Persistence is the most characteristic attribute of long-term memory (LTM). For
memory persistence, a new event of consolidation is necessary, 12 hours after
the acquisition. The N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAr) is involved in the
persistence of memory. Spermidine is an endogenous polyamine that
modulates NMDAr function, and has been reported to facilitate memory
formation. In the current study we investigated whether spermidine and arcaine,
antagonist of polyamines binding site of NMDAr, alter the persistence of the
memory of contextual fear-conditioning task in rats. While 12 hours post-training
administration of spermidine (3, 10 and 30 mg/kg, i.p.) facilitated, arcaine (10
mg/kg, i.p.) impaired the memory of fear assessed 2 and 7 days after training.
Arcaine (0.1 mg/kg) prevented the facilitatory effect of spermidine (10 mg/kg,
i.p.), and spermidine (1 mg/kg), prevented the memory impairment induced by
arcaine (10 mg/kg, i.p.) when tested 2 and 7 days after training. These results
suggest that endogenous polyamines improve the formation and the

persistence of fear memory.

Keywords: Polyamines; Spermidine; Arcaine; NMDA receptor; Memory
persistence; Fear conditioning.



1. Introduction

Several lines of evidence suggest that memories are initially fragile, but
become more stable with time. In other words, memory takes time to stabilize or
consolidate (McGaugh, 1966; McGaugh, 2000).

Memories may last for hours (short-term memory, STM), days, weeks,
and even a lifetime (long-term memory, LTM). LTM requires, whereas STM
does not, a gene expression and protein synthesis-dependent stabilization
process, named consolidation, that takes place in restricted areas of the brain,
particularly in the hippocampus (Alberini, 2005; Alonso, Vianna, Depino,
Pereira, and Szapiro, 2002). Depending on the strength and/or saliency of the
information to be remembered, consolidated LTMs can persist for just 24-48
hours or for many days or weeks (Anagnostaras, Maren, and Fanselow, 1999;
Barco, Bailey, and Kandel, 2006). Little is known, however, about the
neurochemical mechanisms that occur for several hours or days after learning,
and mediate memory persistence. Current evidence suggests that it depends
on a new event of consolidation, which occurs 12 hours after the acquisition.
During this phase, de novo synthesis of proteins, particularly of brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), seems to be required (Bekinschtein, Cammarota,
lgaz, Bevilaqua, lzquierdo, and Medina, 2007). In addition, pharmacological
manipulation that facilitates memory persistence during this period also
increases mitogen activated kinases (MAPKs) and extracellular signal-
regulated kinase (ERK) phosphorylation, as well as the synthesis of
transcription factors Zif268 and c-Fos (Bekinschtein et al., 2007; Bekinschtein,
Cammarota, Igaz, Rossato, Izquierdo, Medina, Goldin, Katche, and 2008). In

this regard, delayed (12 hours post-training) activation of dopamine and N-
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methyl-D-aspartate receptors (NMDAr), as well as the cAMP-dependent protein
kinase (PKA), are also required for memory persistence (Rossato, Bevilagua,

Ivan lzquierdo, Medina, and Cammarota, 2009).

Polyamines are known to modulate learning and memory by interacting
with the polyamine-binding site at the NMDAr (Gupta, Zhang, and Liu, 2012;
Kishi, Ohno, and Watanabe, 1998a; b; Rubin, Berlese, Stiegemeier, Volkweis,
Oliveira, dos Santos, Fenili, and Mello, 2004; Rubin, Boemo, Jurach, Rojas,
Zanolla, Obregon, Souza, and Mello, 2000; Rubin, Stiegemeier, Volkweis,
Oliveira, Fenili, Boemo, Jurach, and Mello, 2001). Accordingly, the systemic
(Camera, Mello, Ceretta, and Rubin, 2007), intrahippocampal (Berlese,
Sauzem, Carati, Guerra, Stiegemeier, Mello, and Rubin, 2005; Gomes, Mello,
Rosa, Bochi, Ferreira, Barron, and Rubin, 2010; Guerra, Mello, Sauzem,
Berlese, Furian, Tabarelli, and Rubin, 2006; Rubin et al., 2000), and intra-
amygdalar (Rubin et al., 2004; Rubin et al., 2001) administration of spermidine
improves the performance of rats in tasks such as inhibitory avoidance, fear
conditioning, social recognition (Camera et al., 2007; Mikolajczak, Okulicz-
Kozaryn, Kaminska, Niedopad, Polanska, and Gebka, 2002) and facilitates
memory extinction (Gomes et al., 2010). In line with this view, the administration
of arcaine, an antagonist of the polyamine binding site at the NMDAr, impairs
the memory of inhibitory avoidance (Ceretta, Camera, Mello, and Rubin, 2008;
Rubin et al., 2001) and fear conditioning tasks (Camera et al., 2007; Rubin et
al., 2004), suggesting that endogenous polyamines physiologically modulate

memory processing.
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However, despite growing evidence suggesting a role for polyamines in
learning and memory processes, no study has addressed whether polyamines
alter memory persistence. Therefore, in the current study we investigated the
effect of the systemic administration of spermidine and arcaine on the fear

memory persistence in rats.

2. Materials and Methods

2.1. Animals

A total of 320 experimentally naive male Wistar rats (180-280 g), from
the animal house of the Federal University of Santa Maria were used. The
animals were housed four to a cage on a 12-h day/night cycle (lights on at 7:00
A.M.) at a temperature of 21°C with water and standard laboratory chow (Guabi,
Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil) ad libitum. All experimental procedures
were conducted in accordance with the policies on the use of animals and
humans in neuroscience research, revised and approved by the Society for
Neuroscience Research in January 1995 and with the institutional and national

regulations for animal research (process 068/2011).

2.2. Drugs

N-(3-aminopropyl)-1.4-butanediamine trihydrochloride (spermidine) was
obtained from Sigma-Aldrich Co (St. Louis, MO, USA); 1,4-Diguanidinobutane

sulfate (arcaine) was obtained from Pfaltz & Bauer (Waterbury, CT, USA). All
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drug solutions were prepared daily in saline (0.9% NaCl) and injections were
performed intraperitoneally (i.p.) in a 1-ml/kg injection volume. Doses were

selected based on previous studies (Camera et al., 2007) and pilot experiments.

2.3. Apparatus

Contextual fear training and testing took place in an identical observation
chamber (30x25x25 cm), located in a well-lit room. The front and ceiling walls
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 cage was cleaned with 30% ethyl alcohol before and after each

rat occupied it.

2.4. Behavioral and infusion procedures

Each animal was subjected to a single fear conditioning training session
as described by Rubin et al. (2004) with some modifications. In brief, the rat
was placed in the conditioning chamber and habituated to the apparatus for 3
min. The context constituted the conditioned stimulus (CS), which was followed
immediately by an unconditioned stimulus (US), three shocks (US; 1 s-0.4-mA
footshock), which were 40 s apart. After the last CS/US pairing, rats were
allowed to stay in the chamber for additional 60 s before returning to their home
cages. The animals received 12 hours post-training, an intraperitoneal injection

of vehicle, spermidine (0.1-30 mg/kg), or arcaine (0.1-10 mg/kg). In order to
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investigate whether arcaine prevents the facilitatory effect of spermidine on the
persistence of memory, the animals were injected 11:30 hours post-training with
arcaine (0.1 mg/kg, i.p.) and, 12 hours post-training, with spermidine (10 mg/kg)
in different flanks. In order to investigate whether spermidine prevents the
impairment of memory persistence induced by arcaine, the animals were
injected 11:30 hours post-training with spermidine (1 mg/kg, i.p.) and 12 hours
post-training with arcaine (10 mg/kg, i.p.) in different flanks.

Two or seven days after training, each rat was placed back in the
conditioning chamber and an 8-min test session was performed. During this
time, no shock was given, and every 4 s an instantaneous observation of the rat
was made to assess whether it was in freezing, or not. Behavior was judged as
freezing if there was an absence of any visible movement, except for that
required for breathing. The percentage of samples scored as freezing during

this 8-min was taken as a contextual fear conditioning measure.

2.5. Statistics

Statistical analysis was carried out by one- or two-way analysis of
variance (ANOVA), depending on the experimental design. Data were subjected
to arc sin transformation before analysis, in order to meet the assumptions for
ANOVA. Post hoc analyses were carried out by the Student—-Newman—Keuls

test, when indicated. A p<0.05 was considered significant.

3. Results
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Figs. 1A and 1B show the effect of the administration of spermidine (0.1-
30 mg/kg, i.p., 12 hours post-training) on the memory of fear assessed 2 or 7
days after training, respectively. Statistical analysis (one-way ANOVA) revealed
that spermidine, at the doses of 3, 10 and 30 mg/kg, increased the freezing
scores of animals tested at 2 days [Fes 28 = 27.42, p<0.05, Fig. 1A] and 7 days

after training [Fs 56 = 5.705, p<0.05, Fig. 1B].

Figs. 2A and 2B show the effect of the administration of arcaine (0.1-10
mg/kg, i.p., 12 hours post-training) on the memory of fear assessed 2 or 7 days
after training, respectively. Statistical analysis (one-way ANOVA) revealed that
arcaine, at the dose of 10 mg/kg, decreased the freezing scores of animals
tested at 2 days [Fs16 = 4,94, p <0.05, Fig. 2A] and 7 days after training [F33s =

3.61, p<0.05, Fig. 2B].

Figs. 3A and 3B show the effect of arcaine (0.1 mg/kg) on spermidine-
induced improvement of the memory of fear, assessed 2 or 7 days after
training, respectively. Statistical analysis (two-way ANOVA) revealed a
significant pretreatment (saline or arcaine) versus treatment (saline or
spermidine) interaction at 2 days [F116 = 14.18, p<0.05, Fig. 3A] and 7 days
after training [F156 = 5.47, p<0.05, Fig. 3B], indicating that arcaine prevented

spermidine-induced increase of freezing scores.

Figs. 4A and 4B show the effect of spermidine (1 mg/kg) on arcaine-
induced impairment of the memory of fear assessed 2 or 7 days after training,
respectively. Statistical analysis (two-way ANOVA) showed a significant
pretreatment (saline or spermidine) versus treatment (saline or arcaine) at 2

days [F116 = 25.26, p<0.05, Fig. 4A] and 7 days after training [F13s = 18.21,
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p<0.05, Fig. 4B], revealing that spermidine prevented arcaine-induced decrease

of freezing scores.

4. Discussion

In this study we showed that administration 12 hours after training of
spermidine and arcaine respectively improved (Fig. 1) and impaired (Fig. 2) the
persistence of memory of contextual fear conditioning. We also showed that
arcaine, at doses which had no effect per se on memory, prevented the
facilitatory effect of spermidine on of the memory of fear assessed 2 and 7 days
after training (Fig. 3). Accordingly, spermidine prevented the detrimental effect

of arcaine on memory persistence (Fig. 4) assessed 2 and 7 days after training.

Current evidence suggests that systemic administration of spermidine
immediately after training improves the context memory of fear (Camera et al.,
2007). Moreover, the early post-training administration of arcaine, an antagonist
of the polyamine binding site at the NMDA receptors, impairs the memory of
inhibitory avoidance task (Rubin et al., 2001) and contextual fear conditioning
(Camera et al., 2007; Rubin et al., 2004). Since the administration of spermidine
six hours post-training does not alter the memory of inhibitory avoidance task
(Berlese et al., 2005), it has been proposed that polyamines play a role in early
stages of memory consolidation. Nevertheless, whether polyamines alter late
stages of memory consolidation, related to persistence, it is still unknown. This

question is particularly relevant, considering the existence evidence for a role of
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polyamines as physiological modulators of NMDA receptors (Rubin et al., 2004;

Rubin et al., 2001).

In this context, Shimizu et al. (2000) have shown that reactivation of CA1
NMDA receptors in the following days and week(s) after learning is crucial for
the formation of the long term contextual fear memory (Shimizu, Tang, Rampon,
and Tsien, 2000). These findings suggest that persistent activity of NMDAr for
the first several days after training is important in establishing remote memories
and are in agreement with the findings that LTM persistence requires NMDAr
activation in the ventral tegmental area (VTA), late after training. Accordingly,
the intra-VTA infusion of the NMDAr antagonist AP5, 12 hours after training,
impairs long term memory at day 14, but not at day 2 post- training. Moreover,
the intra-VTA infusion of NMDA 12 hours after training enhances long-term
retention at day 14, but not at day 2 after training (Rossato et al., 2009). In line
with this view, pharmacological manipulation with nicotinic and muscarinic
antagonists and protein inhibitors 12 hours after training impairs inhibitory
avoidance performance at day 7, but not at day 2, post-training (Parfitt,
Campos, Barbosa, Koth, and Barros, 2012). These findings have led
investigators to propose that, as a general rule, late molecular events that take
place in the rat hippocampus 12 hours after acquisition of inhibitory avoidance
memory affect memory persistence at 7—-14 days but not at 2 days after training.
Our experiments, however, revealed that 12 hours post-training injections of
polyamine ligands altered memory at both day 2 and 7 after training,
contradicting the previously published results with AP5 and NMDA (Rossato et

al., 2009). A possible explanation of these results could be that spermidine and
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arcaine respectively improves and impairs the formation of LTM (Berlese et al.,
2005; Camera et al., 2007; Ceretta et al., 2008; Gomes et al., 2010; Guerra,
Mello, Bochi, Pazini, Fachinetto, Dutra, Calixto, Ferreira, and Rubin, 2011,
Guerra, Mello, Bochi, Pazini, Rosa, Ferreira, and Rubin, 2012; Guerra et al.,
2006; Rosa, Mello, Camera, Ceretta, Ribeiro, Signor, and Rubin, 2012; Rubin et
al., 2004; Rubin et al., 2000; Rubin et al., 2001). Notwithstanding, spermidine
administration 6 hours after training does not alter the performance of rats at
testing, performed 24 hours after training, in the inhibitory avoidance task
(Berlese et al., 2005). Therefore, it seems unlikely that a delayed injection, such
as the performed in the current study, improves the formation of LTM. As a
consequence, our results do not seem to fit in the current behavioral models
and interpretations that 12 hours after training injections do not alter the
performance of the animals when they are tested 48 hours after training. The
most striking difference between the current study and the literature is that we
have used the context fear conditioning task, while most of the other studies
have used the inhibitory avoidance task. Therefore, it is possible that, in some

aspects, the use of different tasks may have contributed for the current data.

In summary, this study shows that spermidine and arcaine, polyamine
binding site ligands at the NMDA receptor, respectively improves and impairs
the persistence of memory of contextual fear conditioning. These findings
suggest that polyamines modulate memory persistence, opening up a range of
possibilities for further studies on the functions of polyamines, including the
mechanisms by which spermidine facilitates memory persistence, which seems

to involve the NMDA receptor, but are still unknown.



46

Acknowledgements

This study was supported by CNPqg (306164/2010-8, 481664/2010-6,
476551/2009-9). C.F. Mello and M.A. Rubin are recipients of CNPq fellowships.
C. Signor and D.A. Ribeiro are recipients of CAPES fellowships. All the

experiments comply with the current laws of Brazil.

References

Alberini, C. M. (2005). Mechanisms of memory stabilization: are consolidation
and reconsolidation similar or distinct processes Trends Neurosci, 28,
51-56.

Alonso, M., et al. (2002). BDNF-triggered events in the rat hippocampus are
required for both short-and long-term memory formation. Hippocampus,
12, 551-560.

Anagnostaras, S. G., Maren, S., & Fanselow, M. S. (1999). Emporally graded
retrograde amnesia of contextual fear after hippocampal damage in rats:
within subjects examination. J Neurosci, 19, 1106-1114.

Barco, A., Bailey, C. H., & Kandel, E. R. (2006). Common molecular
mechanisms in explicit and implicit memory. J Neurochem, 97, 1520-
1533.

Bekinschtein, P., et al. (2007). Persistence of long-term memory storage
requires a late protein synthesis-and BDNF-dependent phase in the
hippocampus. Neuron, 53, 261-277.

Bekinschtein, P., et al. (2008). BDNF is essential to promote Persistence of
long-term memory storage. PNAS, 105, 2711-2716.

Berlese, D. B., et al. (2005). Time-dependent modulation of inhibitory avoidance
memory by spermidine in rats. Neurobiol Learn Mem, 83, 48-53.

Camera, K., et al. (2007). Systemic administration of polyaminergic agents
modulate fear conditioning in rats. Psychopharmacology (Berl), 192, 457-
464.

Ceretta, A. P., et al. (2008). Arcaine and MK-801 make recall state-dependent
in rats. Psychopharmacology (Berl), 201, 405-411.

Gomes, G. M., et al. (2010). Polyaminergic agents modulate contextual fear
extinction in rats. Neurobiol Learn Mem, 93, 589-595.



a7

Guerra, G. P., et al. (2011). Hippocampal PKA/CREB pathway is involved in the
improvement of memory induced by spermidine in rats. Neurobiology of
Learning and Memory, 96, 324—-332.

Guerra, G. P., et al. (2012). Spermidine-induced improvement of memory
involves a cross-talk between protein kinases C and A. Journal of
Neurochemistry, 122, 363—373.

Guerra, G. P., et al. (2006). Nitric oxide is involved in the memory facilitation
induced by spermidine in rats. Psychopharmacology (Berl), 186, 150-
158.

Gupta, N., Zhang, H., & Liu, P. (2012). Chronic difluoromethylornithine
treatment impairs spatial learning and memory in rats. Pharmacology,
Biochemistry and Behavior, 100, 464-473.

Kishi, A., Ohno, M., & Watanabe, S. (1998a). Concurrent activation of
hippocampal glycine and polyamine sites of the N-methyl-D-aspartate
receptor synergistically reverses working memory deficits in rats.
Neurosci Lett, 257, 131-134.

Kishi, A., Ohno, M., & Watanabe, S. (1998b). Spermidine, a polyamine site
agonist, attenuates working memory deficits caused by blockade of
hippocampal muscarinic receptors and mGIluRs in rats. Brain Res, 793,
311-314.

McGaugh, J. L. (1966). Time-dependent processes in memory storage.
Science, 8, 153:1351.

McGaugh, J. L. (2000). Memory--a century of consolidation. Science, 287, 248-
251.

Mikolajczak, P., et al. (2002). Effects of acamprosate and some polyamine site
ligands of NMDA receptor on short-term memory in rats. European
Journal of Pharmacology, 444, 83-96.

Parfitt, G. M., et al. (2012). Participation of hippocampal cholinergic system in
memory persistence for inhibitory avoidance in rats. Neurobiology of
Learning and Memory, 97, 183-188.

Rosa, M. M., et al. (2012). Opioide mechanisms are involved in the disruption of
arcaine-induced amnesia by context pre-exposure. Neurobiology of
Learning and Memory, 97, 294-300.

Rossato, J. I., et al. (2009). Dopamine controls persistence of long-term
memory storage. Science, 5943, 1017-1020.

Rubin, M. A., et al. (2004). Intra-amygdala administration of polyamines
modulates fear conditioning in rats. J Neurosci, 24, 2328-2334.

Rubin, M. A., et al. (2000). Intrahippocampal spermidine administration
improves inhibitory avoidance performance in rats. Behavioural
Pharmacology, 11, 57-61.

Rubin, M. A., et al. (2001). Intra-amygdala spermidine administration improves
inhibitory avoidance performance in rats. European Journal of
Pharmacology, 423, 35-39.

Shimizu, E., et al. (2000). NMDA receptor-dependent synaptic reinforcement as
a crucial process for memory consolidation. Science, 290, 1170-1174.

Figures and legends



48

>

100+

%

k3
°E3

o
<

S
o
1

Freezing (%)

)
<

o

0 01 03 1 3 10 30
Spermidine (mg/kg)

[
%

- *

Freezing (%)

20+

0 01 03 1 3 10 30

Spermidine (mg/kg)

Fig. 1. Effect of 12 hours post-training intraperitoneal administration of
spermidine on the memory of fear, assessed 2 (A) or 7 (B) days after training.
*p<0.05 compared with vehicle by the SNK. Data are the means+SEM of

percentage of freezing for 5 (A) and 5-12 (B) animals in each group.
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Fig. 2. Effect of 12 hours post-training arcaine on the memory of fear, assessed
2 (A) or 7 (B) days after training. *p<0.05 compared with vehicle by the SNK.
Data are the means+SEM of percentage freezing for 5 (A) and 10 (B) animals in

each group.
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4. CONCLUSOES
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4. CONCLUSOES:

Com os resultados do presente estudo podemos concluir que:

1. A administracdo sistémica de espermidina melhorou a persisténcia da

memoaria em ratos, na tarefa de medo condicionado contextual.

2. A administracao sistémica de arcaina prejudicou a persisténcia da memoria

em ratos, na tarefa de medo condicionado contextual.

3. Sugerimos um envolvimento dos receptores NMDA na persisténcia da

memoria, na tarefa de medo condicionado contextual.

4.2 Concluséo geral

As poliaminas estdo envolvidas com a persisténcia da memaoria em ratos.



5. PERSPECTIVAS DE CONTINUIDADE DO ESTUDO
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5. PERSPECTIVAS DE CONTINUIDADE DO ESTUDO

Estudar o mecanismo de acdo das poliaminas na persisténcia da memoria.
5.1. Avaliar o efeito da administracéo intra-hipocampal de SPD na persisténcia
da memoria.

5.2. Avaliar o efeito da administracao intra-hipocampal de ARC na persisténcia
da memoria.

5.3. Avaliar o efeito da administracdo intra-hipocampal de AP5 na persisténcia
da memoria.

5.4. Investigar envolvimento da atividade e expressdo da PKA, CREB e do
BDNF sobre o efeito das poliaminas na persisténcia da memoaria.
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