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RESUMO
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A memoria pode ser estudada de acordo com as suas fases, que sdo a aquisi¢céo, a
consolidacédo e a evocacdo. As memorias, uma vez consolidadas, ndo podem mais
ser modificadas, porém quando reativadas, ou seja, quando recuperadas, muitas
destas voltam a se tornar instaveis e vulneraveis e para que persistam precisam
passar por um novo processo de estabilizacdo, chamado reconsolidacdo. Tém sido
descrito que as poliaminas enddgenas, espermidina e espermina, que se ligam e
modulam a atividade do receptor NMDA, estdo envolvidas na aquisicdo e na
consolidacdo da memoria. Contudo, ndo ha trabalhos mostrando o efeito destas
substancias na reconsolidacdo da memoria. Desta forma, o objetivo deste estudo foi
verificar o efeito das poliaminas na reconsolidacdo da memoria de medo em ratos.
Para isso, ratos machos adultos foram treinados na tarefa de medo condicionado
contextual, onde receberam trés choque de 0,4 mA, com intervalo de 40 seg entre
cada choque e, 24 horas apds, os animais foram recolocados no aparelho do treino
por um periodo de 3 min, na auséncia de choque, para reativar a memoria. Apos a
reativacdo foi administrado, pela via intraperitoneal, salina, espermidina (1-30
mg/kg), arcaina (0,1-10 mg/kg) ou espermidina mais arcaina e vinte e quatro horas
apos, os animais foram testados, onde foi avaliado a imobilidade destes durante 6
min. Foram realizados experimentos controles para avaliar a especificidade das
drogas no processo de reconsolidacdo. Além disso, foi avaliado se o possivel efeito
da arcaina na reconsolidacdo poderia ser explicado por dependéncia de estado.
Assim, enquanto a espermidina (3 e 10 mg/kg) melhorou, a arcaina (1 e 10 mg/kg)
piorou a reconsolidacdo da memoria. Estas drogas ndo tiveram efeito sobre a
memoéria quando foram administradas na auséncia da reativacdo ou 6 horas apés. A
arcaina (0,1 mg/kg) preveniu a melhora da reconsolidacdo da meméria induzida pela
espermidina (3 mg/kg) e por sua vez, a espermidina (1 mg/kg) preveniu o prejuizo da
reconsolidacdo da memoria induzido pela arcaina (10 mg/kg). O efeito amnésico da
arcaina nao foi revertido pela administracdo da mesma dose de arcaina antes do
teste, descartando a hipotese de dependéncia de estado para o efeito da arcaina na
reconsolidacdo. Estes resultados sugerem que a administragdo sistémica dos
ligantes do sitio de ligacdo das poliaminas do receptor NMDA modulam a
reconsolidacdo da memdria, todavia sdo necessarios mais estudos a fim de elucidar
0 mecanismo pelo qual as poliaminas modulam a reconsolidacao da memoria.
Palavras-chave: Memoria. Reconsolidacdo. Receptor NMDA. Espermidina.
Arcaina. Medo condicionado contextual.
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The memory may be studied according with memory's phases, which is acquisition,
consolidation and recall. Memories once consolidated, are no more susceptible to
interventions, but when reactivated, some of these memories again become labile
and vulnerable, and to persist need to have a new stabilization process called
reconsolidation. Previous studies described that endogenous polyamines, spermine
and spermidine, which bind and modulate the activity of NMDA receptors are
involved in memory acquisition and consolidation. However there are no studies
showing the effect of these drugs on memory reconsolidation. Accordingly, the aim of
this study was investigate the effect of polyamines on fear memory reconsolidation in
rats. Male Wistar rats were trained in a fear conditioning apparatus using a 0.4 mA
footshock as unconditioned stimulus. Twenty four hours after training, animals were
re-exposed to the apparatus in the absence of shock (reactivation session).
Immediately after the reactivation session, SPD (1-30 mg/kg, i.p.), the antagonist of
the polyamine binding site at the NMDA receptor, arcaine (0.1-10 mg/kg, i.p.) or
spermidine plus arcaine were injected, and the animals were tested in the same
apparatus 24 h later. Freezing scores at testing were considered a measure of
memory. While SPD (3 and 10 mg/kg) improved, arcaine (1 and 10 mg/kg) impaired
memory reconsolidation. These drugs had no effect on memory if they were
administered in the absence of reactivation, or 6 h after reactivation session. Arcaine
(0.1 mg/kg, i.p.) prevented SPD (3 mg/kg)-induced improvement of memory
reconsolidation. Accordingly, SPD (1 mg/kg) prevented arcaine (10 mg/kg)-induced
impairment of memory reconsolidation. The amnesic effect of arcaine was not
reversed by arcaine administration prior to test, ruling out state dependence in this
effect. These results suggest that systemic administration of polyamine binding site
ligands modulate memory reconsolidation, however further studies are required to
elucidate the mechanism by which polyamines modulate memory reconsolidation.

Keywords: Memory. Reconsolidation. NMDA receptor. Spermidine. Arcaine.
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 artigo cientifico publicado no
periodico Neurobiology of Learning and Memory. A sessdo conclusdo apresenta
interpretacdes gerais sobre a mesma. As referéncias bibliograficas, encontradas ao
final desta dissertacdo, referem-se somente as citacdes que aparecem na

introducéo.
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INTRODUCAO

1. Membria

Do ponto de vista pratico, a memoria dos homens e dos animais € o
armazenamento e a evocagao, ou seja, a recuperagao de informagdes adquiridas
através de experiéncias. De acordo com Ivan Izquierdo “somos aquilo que
recordamos”, literalmente. Nao podemos fazer aquilo que ndo sabemos como fazer,
nem comunicar nada que desconhecamos, isto €, nada que ndo esteja em nossa
memoria (IzQUIERDO, 2002; 2011).

Para que uma memoria seja formada é necessario que ocorra a aquisicdo de
uma informacéo, ou seja, o aprendizado. Esta informacao sera processada e retida
temporariamente e se esta for (til para o desenvolvimento e sobrevivéncia do
individuo, ela ser4 armazenada, de forma mais estavel, através de um processo
chamado consolidacdo. Uma vez armazenada esta informacéo pode ser recuperada
sempre que necessario (BADDELY AND NAVARRO, 1999; 1zQUIERDO, 2002).

Devido a sua complexidade, a memoria pode ser classificada de acordo com
0 seu conteudo e o seu tempo de duracgédo (figura 1). Quanto ao contetdo, podemos
classificar as memodrias em declarativas (explicitas) ou ndo declarativas
(procedurais). As memodrias que registram fatos, eventos ou conhecimentos séo
chamadas declarativas. S8o aquelas memoérias que podem ser evocadas pelo
consciente e as quais conseguimos verbalizar. As memdérias declarativas podem ser
divididas em episdédicas e semanticas. Aquelas referentes a eventos aos quais
assistimos ou dos quais participamos, como a lembranca de nossa formatura, de um
rosto ou de um filme sdo denominadas episddicas e as de conhecimentos gerais,
como o conhecimento de portugués, medicina ou do perfume das rosas, sao
memorias denominadas seméanticas. Denominam-se memorias ndo declarativas ou
de procedimento as memoérias de capacidades ou habilidades motoras ou
sensoriais, sdo aguelas memorias evocadas pelo inconsciente e que nao
conseguimos verbalizar, como o fato de sabermos andar de bicicleta, nadar, saltar

(IZQUIERDO, 2002; SQUIRE ET AL., 1993; STICKGOLD, 2005).
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Em relacdo ao tempo de duracéo, ou seja, de acordo com o tempo em que
permanecem disponiveis para a evocacao apds serem adquiridas, as memarias
podem ser classificadas como de curta duracdo, que duram minutos ou poucas
horas ap0s serem adquiridas, ou como de longa duracéo, que podem durar meses

ou anos (IZQUIERDO ET AL., 1998; MCGAUGH, 1966; 2000).

17 Memoria l

Conteudo Duracgéao

Declarativa Nao Declarativa Giifta . T
(Explicita) (Procedural) 9
/\ 1 |

Episédicas Semantica Habilidades Minutos/poucas
(fatos) (conhecimentos) motoras/sensoriais horas

Meses/anos

Figura 1- Desenho esquemético dos tipos de memoéria (adaptado de IZQUIERDO, 2002).

As memdrias ndo sdo formadas instantaneamente. Como pode ser visto na
figura 2, logo apds o aprendizado ocorrem modificagBes moleculares e celulares que
culminam em uma progressiva estabilizacdo dessas informacfes apos elas terem
sido adquiridas. Este processo, conhecido como consolidacao, inicia imediatamente
apos o aprendizado e é dependente do tempo (DuDAI, 2004; MCGAUGH, 1966; 2000).
Durante este processo de estabilizacdo, as memadrias encontram-se labeis, ou seja,
instaveis, estando susceptiveis a intervencdes por diferentes meios, incluindo
agentes farmacolégicos, fazendo com que a informacao adquirida possa ser alterada
(McGAUGH, 1966; 2000).

Durante décadas acreditou-se que as memoarias, uma vez consolidadas, nao
poderiam mais ser modificadas (MCGAUGH, 2000). Estudos posteriores, no entanto,
mostram que memodarias consolidadas tornam-se novamente labeis e susceptiveis a

intervencdes quando reativadas, ou seja, quando recuperadas, e para que persistam
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precisam passar por um novo processo de estabilizagdo, conhecido como
reconsolidacdo (NADER ET AL., 2000; SARA, 2000).

Modificacdes moleculares e celulares >
progressiva estabilizacao

A

[ \
AQUIS» comsm> REAT» momso}

Novo processo de
estabilizagao

Susceptiveis a modificacdes

Figura 2- Fases da memodria (adaptado de TRONSON E TAYLOR, 2007).

2. Reconsolidacdo da meméria

A ideia de reconsolidacao foi primeiramente proposta pelo grupo de Donald
Lewis em 1968. Os animais submetidos ao treino de condicionamento aversivo eram
reexpostos ao mesmo aparelho vinte e quatro horas apos (reativacdo da memoria) e
logo em seguida recebiam o tratamento com choque eletroconvulsivo, para
posteriormente serem testados para retencdo da memoria. O choque era capaz de
prejudicar a memoria de medo dos animais, porém se este choque fosse
apresentado na auséncia da reativagdo, tal prejuizo ndo ocorria, mostrando que a
reativacdo poderia induzir a memodria a um estado instavel e susceptivel a
interferéncias.

Devido a forte crenca no meio cientifico, naquela época, de que uma vez
consolidada a memadria ndo seria mais susceptivel a mudancas, este trabalho ndo
teve a repercussao merecida. O tema voltou a tona em 2000, com um trabalho

publicado na Nature (NADER ET AL., 2000), onde foi demonstrado que a infusédo na
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amigdala de anisomicina, um inibidor de sintese proteica, apés a sessdo de
reativagdo, prejudicava a memoria de ratos quando testados na tarefa de medo
condicionado, mesmo uma memaria consolidada a duas semanas. Assim como no
trabalho de Lewis (1968), a memdria tinha que ser reativada para tornar-se sensivel
ao tratamento.

Com a evocacdo da memoria podem ocorrer dois processos distintos que,
metodologicamente, dependem do tempo de reativacdo da memoria, que sdo a
reconsolidacdo e a extingdo. Caso a reativagcdo seja por um periodo curto, a
memo©ria serd labilizada e consequentemente reconsolidada, porém, se a reativagao
for por um periodo longo, ou seja, tempo suficiente para formar uma nova memoéria
inibitéria e competitiva com a original, o processo que prevalecera sera o de extingao
da memoria (PEDREIRA ET AL., 2004; SUZUKI ET AL., 2004).

Para entendermos melhor a diferenga entre o processo de reconsolidagao e o
de extincdo, imaginemos a seguinte situacdo: o animal é submetido a um
treinamento em que ele é exposto a um tom e recebe um choque logo em seguida,
assim, o animal aprende a associar o tom ao choque e ho momento em que ele for
reexposto ao mesmo tom por um periodo curto, porém dessa vez sem o choque, 0
tom ird gerar uma resposta de medo no animal. Esta breve exposi¢do permite que a
memoéria seja labilizada e consequentemente reconsolidada, possibilitando um
fortalecimento da memoria evocada; entretanto, se a reexposicdo ao tom for
prolongada, o animal passara a associar o tom a auséncia do choque, formando
uma nova memoria, que substituird a anterior, fendbmeno conhecido como extingdo
(LEE ET AL., 2006; QUIRK AND MUELLER, 2008).

Muitas pesquisas com o objetivo de determinar os mecanismos envolvidos na
reconsolidacdo da memdria tém encontrado semelhancas entre os processos de
consolidacdo e reconsolidacdo, como por exemplo, a necessidade de sintese
proteica (DEBIEC ET AL., 2002; NADER ET AL., 2000), a ativagéo do fator de transcricdo
como a proteina ligante do elemento responsivo ao AMPc (CREB) (KIDA ET AL., 2002)
e a ativacdo da cinase reguladora de sinalizacédo extracelular (ERK) (KELLY ET AL.,
2003).

Apesar de envolverem mecanismos semelhantes, a reconsolidagdo néo é
uma simples reiteracdo da consolidagcdo. Um dos primeiros estudos que apoiam a
hipotese da reconsolidacdo e da consolidacdo serem processos distintos foi o

realizado por Taubenfeld e colaboradores (2001), que mostra que a memodria na
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esquiva inibitoria pode ser prejudicada pela administracdo sistémica de um inibidor
de sintese proteica ap0s a reativacdo, porém, quando o mesmo € infundido no
hipocampo ndo tem efeito, evidenciando que a sintese proteica no hipocampo é
crucial para a consolidacdo (QUEVEDO ET AL., 1999), mas nao para a reconsolidacao.
Além disso, neste mesmo estudo eles demonstraram que a expressdo do fator de
transcricado C/EBPB no hipocampo € importante apenas para a consolidacdo da
memoria na tarefa de esquiva inibitoria, jA& que a infusdo de oligonucleotideos
antisenso para C/EBPB nao interferiu com a consolidagcdo da memoaria reativada.
Entretanto, um estudo realizado posteriormente mostrou que a expressao do
C/EBPB na amigdala € importante para a reconsolidagdo da memadria nesta mesma
tarefa (MILEKIC ET AL., 2007).

Outros trabalhos também tém demonstrado que a consolidacdo e a
reconsolidacdo da memadria ndo envolvem os mesmos mecanismos (ALBERINI, 2005;
DEBIEC AND LEDOUX, 2004; DUDAI, 2004). Lee e colaboradores (2004) mostraram que
a consolidacdo e a reconsolidacdo sdo processos dissociaveis, pois utilizam
substratos cerebrais diferentes. Foi demonstrado que a consolidacdo do medo
contextual envolve o fator neurotrofico BDNF, porém nédo o fator de transcri¢cdo Zif-
268 no hipocampo. A reconsolidacéo, ao contrério, requer Zif- 268, mas ndo BDNF.
Esta diferengca entre os papéis do BDNF e do Zif-268 ndo sé esclarece a
necessidade destas proteinas em fases distintas da memoria dependente do
hipocampo, mas também mostra que os mecanismos envolvidos na reconsolidacao
da memoéria de medo ndo sdo idénticos aos da consolidacdo. Sendo assim, o
processo de reconsolidacdo pode ser encarado como uma janela de oportunidades
para a manutencao, o fortalecimento e a atualizacdo do traco mneménico evocado
(NADER ET AL., 2000).

Diversos estudos tém utilizado inibidores da sintese de proteinas para
investigar a natureza do processo de reconsolidacdo da meméria (DEBIEC ET AL.,
2002; MILEKIC AND ALBERINI, 2002; NADER ET AL., 2000; Suzukl ET AL., 2004). Estes
estudos tém demonstrado que a administracdo de inibidores de sintese proteica,
apos a reativacdo de uma memoria consolidada, prejudica a memdéria original e
reafirmam a hipotese de que a evocacdao de uma memoéria consolidada induz um
novo periodo de instabilidade que requer um processo que estabilize e mantenha a
memoéria para uma futura recuperagédo (TRONSON AND TAYLOR, 2007). Além disso, 0s

inibidores de sintese proteica também tém sido utilizados para mostrar a dissociacao
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gue existe entre o0 processo de reconsolidacdo e o de extingdo, uma vez que a
infusdo de inibidores da sintese proteica na amigdala causa prejuizo da
reconsolidacdo, mas ndo da extincdo, de uma memoaria de medo ao tom (DUVARCI ET
AL., 2006).

Além da utilizacdo de inibidores de sintese proteica, estudos utilizando
injecdes sistémicas ou intracerebrais de distintos agentes farmacoldgicos tém
mostrado que a reconsolidacdo pode ser prejudicada ou facilitada quando as drogas
sdo administradas durante a reativacdo da memdria. Entre estas substancias,
destacam-se as drogas que prejudicam a reconsolidagdo da memoria, como
agonista (clonidina) (GAMACHE ET AL., 2012) e antagonista dos receptores
noradrenérgicos (propranolol) (ACHTERBERG ET AL., 2012; DEBIEC AND LEDOUX, 2004;
PRZYBYSLAWSKI ET AL., 1999), antagonista dos receptores de glicocorticoides
(mifepristona) (TRONEL AND ALBERINI, 2007) e antagonistas do receptor N-Metil-D-
Aspartato (NMDA) [dizocilpina (MK-801) e acido (x)3-(2-carboxipiperazina-4-il-
)propil-1-fosfénico (CPP)] (CHARLIER AND TIRELLI, 2011; LEE ET AL., 2006; SUzUKI ET
AL., 2004), além de drogas que facilitam a reconsolidacdo, como benzodiazepinico
(clonazepam) (RODRIGUEZ ET AL., 2013) e agonista (D-cicloserina) (LEE ET AL., 2006;
PORTERO-TRESSERRA ET AL., 2012) do receptor NMDA, entre outros.

3. Receptor NMDA

Diferentes sistemas de neurotransmissores tém sido implicados na
reconsolidacdo da memoria, entre eles o receptor NMDA tem um papel importante
neste processo (NADER AND HARDT, 2009; SARA, 2000; TRONSON AND TAYLOR, 2007).

O receptor NMDA é um subtipo de receptor glutamatérgico, amplamente
distribuido no Sistema Nervoso Central (SNC). Este receptor € um tetramero
formado pelas subunidades denominadas NR1 (possui oito isoformas), NR2 (NR2A-
D) e raramente pela NR3 (NR3A-B), que agrupadas formam um canal idnico que
apresenta alta permeabilidade aos fons célcio (Ca?*), sédio (Na*) e potassio (K"
(CIABARRA ET AL., 1995; MORI AND MISHINA, 1995; NISHI ET AL., 2001; SCHULER ET AL.,
2008).

A subunidade NR1 pode formar receptores homoméricos (compostos pelas
mesmas subunidades) in vitro, porém o0s receptores NMDA funcionais sao

heteroméricos (compostos por subunidades diferentes) (RIEDEL ET AL., 2003), sendo
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a maioria deles formados pelas subunidades NR1 e NR2, as quais formam um
complexo tetramérico de duas subunidades NR1 e duas subunidades NR2 (MONY ET
AL., 2009).

Além de ser um canal ibnico dependente de ligante, é também dependente
de voltagem devido a presenc¢a de um ion magnésio, que tem como funcao bloquear
o canal deste receptor. No potencial de repouso da célula, o canal estd bloqueado
pelo magnésio, impedindo a passagem de outros ions pelo canal (RIEDEL ET AL.,
2003).

Para que o receptor NMDA seja ativado deve haver dois fendmenos
simultaneos, que é a despolarizagcdo da célula, pois este canal é bloqueado pelo ion
magnésio de maneira voltagem-dependente, e concomitante a isto € necessario a
ligacdo do agonista glutamato e do co-agonista glicina (CuLL-CANDY AND
LESzKIEWICZ, 2004). O glutamato e a glicina ndo competem pela mesma subunidade
do receptor, em funcdo deles se ligarem a sitios distintos; o glutamato liga-se a
subunidade NR2, enquanto o sitio de ligacdo da glicina se encontra na subunidade
NR1 (SCHELL ET AL., 1997). Ambos, quando ligados ao receptor NMDA, modulam
positivamente a sua atividade (CuLL-CANDY AND LESZKIEWICZ, 2004).

Como pode ser visto na figura 3, a ativagdo do receptor NMDA inicialmente
ocorre com um impulso nervoso com consequente despolarizacdo da membrana do
neurbnio pré-sinaptico e liberacdo do glutamato das vesiculas por exocitose. O
glutamato liberado se liga aos receptores glutamatérgicos acido a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol propidnico (AMPA) e cainato, fazendo com que ocorra influxo de
fons Na'’. Desta forma, vai ocorrer uma despolarizacdo na membrana do neurdnio
pos-sinaptico, fazendo com que o magnésio seja deslocado e o receptor NMDA
possa ser ativado pelo agonista glutamato e pelo seu co-agonista glicina, resultando
no influxo de fons Na* e Ca?* e no efluxo de fons K+ (OzAwWA ET AL., 1998; PAOLETTI
AND NEYTON, 2007; ScATTON, 1993). O influxo de Ca*" aumenta a intensidade e
prolonga a duracdo da despolarizacdo da membrana do neurbnio pés-sinaptico,
promove a ativacdo de proteinas cinases responsaveis por algumas respostas
celulares, como o0 aumento da expresséo dos fatores de transcricdo e 0 aumento da
transmissdo de informacdes entre os neurdnios (plasticidade sinaptica) que sao
importantes para a formacédo da memoria (BLISS AND COLLINGRIDGE, 1993; ELGERSMA

AND SILVA, 1999; 1ZQUIERDO AND MEDINA, 1997).
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Figura 3- Ativacdo do receptor NMDA (adaptado de GOLAN ET AL., 2011).

O receptor NMDA possui varios sitios de ligagdo (figura 4) para compostos
gue modulam sua atividade, tais como glutamato/NMDA, sitio onde se liga a 0 MK-
801, sitio modulatério para a glicina, zinco, bem como sitio de ligacdo para as
poliaminas (RANSOM AND STEC, 1988; RIEDEL ET AL., 2003; WILLIAMS ET AL., 1991).
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Figura 4- Estrutura do receptor NMDA (adaptado de SQUIRE ET AL., 2002).

4. Poliaminas

As poliaminas sdo aminas alifaticas simples que estdo presentes em todas as
células vivas, incluindo plantas e animais, entretanto, apenas as poliaminas
putrescina, espermidina e espermina sao sintetizadas pelos mamiferos (THOMAS AND
THOMAS, 2001). A quantidade de poliaminas na célula aumenta a medida que ocorre
a proliferacao celular (IGARASHI AND KASHIWAGI, 2010).

As poliaminas sao sollveis em &gua, possuem baixo peso molecular e
encontram-se completamente protonadas em pH fisiol6gico, devido aos
grupamentos amino primario nas extremidades da cadeia carbonada (CARTER,
1994). A putrescina, a espermidina e a espermina sdo compostas por uma, duas ou
trés cadeias carbonadas flexiveis, respectivamente, as quais sdo conectadas por
atomos de nitrogénio. Como mostra a figura 5, a putrescina (1,4-dianobutano) € uma

diamina, a espermidina (mono-N-3-aminopropil-1,4-dianobutano) é uma triamina e a
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espermina (bis-N-3-aminopropil-1,4-dianobutano) é uma tetraamina (TETI ET AL.,
2002).

+
+ /\/\/ NH?:
HsN
Putrescina

+
+ +
PV

Pl N
H H

Espermidina

H, M =
+/\/\+/\/\/N\/\/NH3
H:N /N\ 4
H H

Espermina

Figura 5- Estrutura quimica das poliaminas (adaptado de TETI ET AL., 2002).

As poliaminas estdo amplamente distribuidas no SNC de seres humanos,
sendo as maiores concentracdes de espermidina, seguida pela espermina e
putrescina, cada qual estando distribuida diferentemente em cada regido. As
concentracfes de putrescina sao maiores no coértex temporal e occipital (1,0 e 1,2
nmol/mg de proteina, respectivamente), e menores no cortex cerebelar e talamo (0,3
e 0,5 nmol/mg de proteina, respectivamente). Ja as concentracdes de espermidina
séo especialmente altas na substancia branca (20 nmol/mg de proteina), porém
também foram encontradas concentracdes altas de espermidina no talamo (9,3
nmol/mg de proteina). Para a espermina a maior concentracdo foi encontrada no

cortex cerebelar (3,4 nmol/mg de proteina) (MORRISON AND KisH, 1995).
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4.1 Metabolismo das poliaminas

As poliaminas encontradas nos seres humanos sao sintetizadas no organismo
ou provém da flora gastrintestinal capaz de metabolizar os aminoacidos
provenientes da dieta (TETI ET AL., 2002). Distinguem-se duas maiores rotas de
metabolismo das poliaminas: a via da producdo (sinteses de novo) ou da
interconversado e a via do catabolismo final das poliaminas. O aminoacido ornitina é
o principal precursor das poliaminas endégenas. No encéfalo, a ornitina € formada a
partir da clivagem hidrolitica do aminoacido arginina, através da enzima arginase
(SEILER, 1981).

Como pode ser visto na figura 6, a ornitina é descarboxilada, através da
enzima ornitina descarboxilase, formando a putrescina. A putrescina serve como
precursor imediato para a sintese das outras duas poliaminas, espermidina e
espermina. Para que a putrescina forme a espermidina deve haver a doagéo de um
grupamento aminopropil para a putrescina, o qual é derivado da descarboxilacdo da
S-adenosilmetionina através da acdo da enzima S-adenosilmetionina
descarboxilase. A enzima espermidina sintase, uma enzima aminopropil transferase,
catalisa a transferéncia do grupamento aminopropil para a putrescina, formando a
espermidina. A espermina é formada pela doacdo de um segundo grupamento
aminopropil para a espermidina, catalisada pela outra enzima transferase, a
espermina sintase, formando entdo a espermina (MOINARD ET AL., 2005; TABOR AND
TABOR, 1984).

Embora as reacbes catalisadas pelas aminopropil-transferases sejam
irreversiveis, a espermina e a espermidina podem ser convertidas em espermidina e
putrescina, respectivamente, na rota de interconversdo. O encéfalo contém a enzima
espermidina/espermina acetiltransferase (SSAT) que acetila a espermina ou
espermidina na posicdo N1, transformando as poliaminas em derivados monoacetil.
Através da acao da SSAT, a espermina € transformada em N1-acetilespermina e a
espermidina em N1l-acetilespermidina. As poliaminas acetiladas sofrem, entdo, uma
clivagem oxidativa, catalisada pela enzima poliamina oxidase (PAO), liberando os
grupamentos aminopropil, e formando a espermidina e putrescina, respectivamente
(PEGG, 2009; SEILER, 1987; URDIALES ET AL., 2001).

O catabolismo final das poliaminas € realizado por amino-oxidases

dependentes de cobre. Cada intermediario da rota de interconversdo pode ser
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transformado em um aldeido, através da desaminag¢do oxidativa do grupamento
amino primario, o qual é posteriormente oxidado a um aminoacido ou a um
grupamento gama-lactamico. Os produtos finais do catabolismo das poliaminas nao
podem ser reconvertidos em poliaminas novamente, sendo entdo excretados atraves
da urina como poliaminas inalteradas, na forma de produtos acetilados e oxidados
(CARTER, 1994; SEILER ET AL., 1996; SEILER AND KNODGEN, 1983; TETI ET AL., 2002;
URDIALES ET AL., 2001).

As enzimas chaves na regulacdo da biossintese das poliaminas sdo a ornitina
descarboxilase (meia-vida de 10 min-1h), a S-adenosilmetionina descarboxilase e a
espermidina/espermina N-acetiltransferase (meia-vida de 20-40 min). Estas enzimas
regulam os mecanismos envolvendo os trés passos do metabolismo das poliaminas,
gue sao a sintese, a rota de interconversdo e o catabolismo, os quais regulam os

niveis de poliaminas no organismo (MORGAN, 1999; SEILER, 2004).
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Figura 6- Metabolismo das poliaminas. Arginina descarboxilase (ADC); ornitina
descarboxilase (ODC); S-adenosil-metionina descarboxilase (SAMDC);
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espermidina/espermina N1 acetil-transferase  (SSAT); poliamina oxidase (PAO);
metiltioadenosina (MTA) (adaptado de URDIALES ET AL., 2001).

4.2 Funcdes das poliaminas

Devido a sua carga positiva, as poliaminas interagem com sitios aniénicos de
diversas macromoléculas, como o DNA, RNA, proteinas e lipidios de membrana,
sendo estas interagBes eletrostaticas responsaveis pela maioria de suas funcgdes
(OUAMEUR AND TAIMIR-RIAHI, 2004). Estudos também mostram que elas podem agir
como neurotransmissores e neuromoduladores, devido ao fato delas serem
armazenadas em vesiculas sinpticas e liberadas de maneira calcio-dependente,
através de um estimulo quimico ou elétrico (CARTER, 1994; MONY ET AL., 2009;
WILLIAMS ET AL., 1991).

As poliaminas também tém sido implicadas em processos como modulacdo
do crescimento e diferenciacao celular, apoptose, regulagédo da expressao génica,
além de interagirem com diversos canais ibnicos, tais como canais de K"
retificadores de entrada, receptores AMPA permeéaveis ao Ca?*, receptores cainato e
o receptor NMDA (AIZENMAN ET AL., 2002; CELANO ET AL., 1989; IGARASHI AND
KASHIWAGI, 2010; MOTT ET AL., 2003; TABOR AND TABOR, 1984; THOMAS AND THOMAS,
2001). Um dos principais interesses do estudo das poliaminas se deve a sua
interacdo com o sitio de ligacdo das poliaminas do receptor NMDA (COUGHENOUR
AND BARR, 2001).

A arcaina (sulfato 1,4-diguanidinobutano) é um antagonista competitivo do
sitio de ligacdo das poliaminas do receptor NMDA (LYNCH ET AL., 1995). Ela € um
analogo das poliaminas, possuindo estrutura semelhante a estas (Figura 7)
(REYNOLDS, 1990).
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Figura 7- Estrutura quimica da arcaina (adaptado de REYNOLDS, 1990).

5. Receptor NMDA, poliaminas e memoéria

Estudos mostram que a espermidina e a espermina aumentam a afinidade do
receptor NMDA pela dizocilpina, na presenca e na auséncia de concentracdes
saturantes de glutamato e glicina, sendo proposto que o efeito estimulatério das
poliaminas seja devido a sua ligagdo no receptor NMDA (RANSOM AND STEC, 1988;
WILLIAMS ET AL., 1991). Também foi demonstrado que as poliaminas agem sobre o
receptor de maneira bifasica, ou seja, em baixas concentracfes a espermina e a
espermidina potencializam a ligagdo do MK-801 no receptor NMDA, enquanto em
altas concentragdes elas ndo sao eficazes (JOHNSON, 1996; ROCK AND MACDONALD,
1995; WiLLiams, 1997). A arcaina, antagonista das poliaminas, provoca o
deslocamento da curva de ligacdo do MK-801, produzida pela espermidina, para a
direita, mostrando sua competitividade com as poliaminas pelo sitio de ligacdo do
receptor NMDA (LYNCH ET AL., 1995; SACAAN AND JOHNSON, 1990).

Estudos mostram que as poliaminas ndo agem diretamente no receptor
NMDA, e sim potencializando ou inibindo as respostas induzidas pelo glutamato
(JOHNSON, 1996). As poliaminas podem apresentar um efeito estimulatério ou
inibitdrio sobre o receptor NMDA, como pode ser visto na figura 8. Os efeitos

estimulatérios sobre o receptor podem ser independentes de glicina, onde a
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espermina aumenta as correntes de ions pelo receptor induzidas pelo glutamato, na
presenca de concentracfes saturantes de glicina (sitio 1), ou podem ser
dependentes de glicina, onde a espermina aumenta a afinidade do receptor pela
glicina na presenca de concentracdes subsaturantes de glicina (sitio 2). Ja os efeitos
inibitérios das poliaminas sobre o receptor NMDA podem ser através de uma
inibicdo dependente de voltagem, devido a um bloqueio do canal, semelhante ao
realizado pelo Mg?* (sitio 3), ou ainda devido a uma diminuicdo da afinidade do
receptor pelo glutamato (sitio 4) (IGARASHI AND KASHIWAGI, 2010; JOHNSON, 1996;
MONY ET AL., 2009; WILLIAMS, 1997).
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Figura 8- A¢des modulatorias da espermina sobre o receptor NMDA. + efeito estimulatorio
das poliaminas; - efeito inibitério das poliaminas; 1-4: sitios 1-4 (adaptado de JOHNSON,
1996).

A ativacdo do receptor NMDA esta associada com diferentes formas de
plasticidade sinaptica, como Potenciacdo de Longa Duracdo, aprendizado e
memoria (LEE AND SILVA, 2009). Existem varios estudos que mostram o envolvimento
das poliaminas e do receptor NMDA em diferentes tarefas cognitivas (BERLESE ET

AL., 2005;: CAMERA ET AL., 2007; GUERRA ET AL., 2006: KISHI ET AL., 1998; MIKOLAJCZAK
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ET AL., 2003; RUBIN ET AL., 2004; RUBIN ET AL., 2000; RUBIN ET AL., 2001; SHIMADA ET
AL., 1994; TADANO ET AL., 2004).

As poliaminas possuem um efeito bifasico sobre a memdéria, ou seja, em
baixas doses elas melhoram a memdéria, enquanto em altas doses elas prejudicam o
desempenho dos animais em tarefas cognitivas. Assim, altas doses de poliaminas
(125-250 nmol), administradas pela via intracerebroventricular, causam dano
hipocampal, déficit de aprendizado, além de potencializar o déficit de meméria
causado pelo MK-801 em ratos, nas tarefas do labirinto aquatico de Morris e do
labirinto em T de 14 bragos (CoONwAY, 1998; SHIMADA ET AL., 1994). Por outro lado,
baixas doses de espermidina séo eficazes em atenuar o déficit de memaria induzido
pelos antagonistas do receptor NMDA, MK-801 e CPP, bem como pelo antagonista
muscarinico escopolamina e pelo antagonista do sitio da glicina no receptor NMDA,
acido 7-cloroquinurénico (KisHI ET AL., 1998; MEYER ET AL., 1998; NISHIGA AND KAMEI,
2003). Além disso, baixas doses de espermina revertem a piora da memoria
induzida por acido quinolinico (VELLOSO ET AL., 2009).

Foi demonstrado que a administracdo sistémica, intra-hipocampal e intra-
amigdala de espermidina melhora o desempenho de ratos nas tarefas de esquiva
inibitoria (BERLESE ET AL., 2005; GUERRA ET AL., 2006; RUBIN ET AL., 2000; RUBIN ET AL.,
2001) e de medo condicionado (CAMERA ET AL., 2007; RUBIN ET AL., 2004), sendo que
este efeito facilitatério na esquiva é tempo-dependente, uma vez que a espermidina
modula a aquisicdo e o inicio da consolidacdo, ndo apresentando efeito sobre a
consolidacéo tardia e a evocacdo da memoria (BERLESE ET AL., 2005). Ainda, foi visto
que a administragdo sistémica (CAMERA ET AL., 2007) e intra-amigdala (RUBIN ET AL.,
2004) de arcaina prejudica a memoria de medo dos animais e que em uma dose que
ndo apresenta efeito per se, reverte a melhora da memdéria causada pela
espermidina, mostrando o envolvimento do sitio de ligacdo das poliaminas do
receptor NMDA no efeito destas drogas.

Estudos recentes do nosso grupo mostraram que a administracao intra-
hipocampal de espermidina facilita a extingdo da memodria de medo e que 0s
antagonistas do receptor NMDA arcaina, ifenprodil e traxoprodil prejudicam e
revertem o efeito facilitatorio da espermidina sobre a extingdo (GOMES ET AL., 2010).
Outras evidéncias também sugerem que a melhora da memdéria induzida pela

espermidina na esquiva inibitéria envolve ativacdo sequencial das vias da proteina
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cinase C (PKC) e proteina cinase A (PKA)/CREB no hipocampo (GUERRA ET AL.,
2011; GUERRAET AL., 2012).

Além disso, outros trabalhos do nosso grupo mostraram que o efeito
amneésico causado pela administracdo sistémica de arcaina apos o treino, na tarefa
de esquiva inibitéria, é revertido pela administracdo da mesma droga antes do teste,
sugerindo que este efeito seja causado por dependéncia de estado (CERETTA ET AL.,
2008; MARIANI ET AL., 2011). A dependéncia de estado € caracterizada como um
fendbmeno que ocorre fisiologicamente em situacdes de medo, estresse ou extrema
aversao, onde ha uma forte liberacdo de horménios do estresse. O conjunto destas
alteracdes neuro-humorais incorporam-se ao aprendizado, tornando-se, entédo, parte
da experiéncia vivida e sendo memorizados junto com ela, assim sendo os animais e
as pessoas acabam evocando melhor uma memdria de aversdo ou estressante
quando colocados novamente em uma situacéo similar & do aprendizado (1zQUIERDO,

2002).

6. Receptor NMDA e reconsolidacdo da memoria

O envolvimento dos receptores NMDA no processo de reconsolidacdo da
memoria € bem descrito. Przybyslawski e Sara (1997) demonstraram que a
reativacdo de uma memoria espacial consolidada desencadeia eventos celulares
que dependem do receptor NMDA durante até 2h apds a reativacdo. Neste estudo
eles mostraram que o bloqueio do receptor NMDA com o antagonista né&o
competitivo MK-801 causa um prejuizo na memoria dos ratos quando a droga é
administrada até 90 minutos apoés a reativacdo da memoria no labirinto radial de oito
bracos. Apenas os animais cujo tratamento com o MK-801 foi adiado por 120 min ou
mais foram capazes de realizar a tarefa normalmente 24h mais tarde.

O prejuizo da reconsolidacdo da memoria, através do bloqueio do receptor
NMDA com MK-801 também foi encontrado em caranguejos Chasmagnathus, em
gue o efeito amnésico da droga so6 foi visto quando os animais foram reexpostos ao
mesmo contexto de treinamento. Neste mesmo trabalho foi mostrado que o MK-801
prejudica a reconsolidagcao quando administrado dentro de uma janela de tempo que
varia de 1h até 2h apods a reativacdo, confirmando o envolvimento do receptor
NMDA neste periodo (PEDREIRA ET AL., 2002).
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Além desses trabalhos, outros estudos posteriores também demonstraram o
envolvimento dos receptores NMDA no processo de reconsolidacdo da memoria,
utilizando diferentes tarefas experimentais (BEN MAMOU ET AL., 2006; BUSTOS ET AL.,
2010; CHARLIER AND TIRELLI, 2011; FLINT ET AL., 2013; MILTON ET AL., 2013; MILTON ET
AL., 2012; TORRAS-GARCIA ET AL., 2005; WANG ET AL., 2009).

Diversos estudos mostram que os antagonistas do receptor NMDA, como MK-
801, AP5 e CPP prejudicam, enquanto o agonista parcial D-cicloserina melhora a
reconsolidacdo da memoria de medo em camundongos e ratos (CHARLIER AND
TIRELLI, 2011; FLINT ET AL., 2013; LEE AND HYNDS, 2013; LEE ET AL., 2006; SUzUKI ET
AL., 2004). Além disso, um estudo recente mostrou que o efeito amnésico do MK-801
na reconsolidacdo da memoria é revertido pela administracdo da mesma droga
antes do teste, mostrando evidéncias para um efeito de reconsolidacdo dependente
de estado (FLINT ET AL., 2013).

Ainda, tem sido descrito que o receptor NMDA, particularmente a subunidade
NR2B desempenha um papel importante na reconsolidacdo da memoria. Foi
relatado que esta subunidade é fundamental para que as memdérias de medo ao
tom, consolidadas e estaveis, retornem a um estado labil durante a reativacgao.
Assim, Ben Mamou e colaboradores (2006) demonstraram que a anisomicina
prejudica a reconsolidacdo da memoria de medo ao tom e que a administracdo de
ifenprodil, um antagonista seletivo da subunidade NR2B, previne a piora da memoaria
causada pela anisomicina. Este resultado foi confirmado por Milton e colaboradores
(2013) que mostraram que a subunidade NR2B é necessaria para a
desestabilizacdo da memoéria de medo ao tom consolidada, enquanto a subunidade
NR2A para a reestabilizacao.

No entanto, ndo € sempre que o processo de reconsolidacdo ocorre, ha
condi¢cdes em que ele parece ndo ocorrer, como por exemplo, quando é utilizado um
protocolo de treinamento forte (WANG ET AL., 2009). Neste trabalho foi mostrado que
as memoérias de medo fortes, ou seja, animais submetidos a protocolos de
treinamento intenso (utilizando pareamentos de tom com choque de alta
intensidade), precisam de um tempo maior para serem labilizadas e
consequentemente reconsolidadas. Neste caso, a anisomicina, que ja € conhecida
por prejudicar a reconsolidacdo da memoria, ndo tem efeito quando a memoria é
reativada 7 dias ap6s o treino, ela s6 tem efeito amnésico quando a memdria é

reativada 30 e 60 dias apods o treino, confirmando a teoria de que as memoarias fortes
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precisam de um tempo maior para serem reativadas e reconsolidadas. Além disso,
neste trabalho foi mostrado que o treino forte diminui a expressao da subunidade
NR2B na amigdala de ratos, o que pode estar relacionado com a dificuldade de

labilizar e reconsolidar este tipo de memoria.

7. Medo condicionado

O medo condicionado é bastante utilizado para avaliar a base neural da
memoria emocional. Esta tarefa utiliza memoria associativa, onde o animal é
exposto, no dia do treino, a um estimulo condicionado (EC) neutro, como um
contexto, e este EC é pareado com um estimulo incondicionado (El), que pode ser
aversivo, como um choque nas patas. Quando o animal aprender esta associacao
(EC-EI), e for exposto apenas ao estimulo condicionado, ou seja, ao contexto, ele vai
responder com comportamentos defensivos, congelando os movimentos, seu pélo
fica ericado, ocorre aumento dos batimentos cardiacos e de sua pressao sanguinea,
que sdo reacgles caracterizadas como respostas de medo do animal. Esse teste &
utilizado para avaliar memorias de medo (MAREN, 2005).

As respostas emocionais a situacbes aversivas, constrangedoras ou
ameacadoras, como 0 medo e a ansiedade sdo bastante comuns em seres
humanos, possuindo grande importancia para a sua sobrevivéncia. Entretanto,
guando de forma excessiva, essas emocdes podem ocasionar patologias, como
ocorre nos transtornos de ansiedade, afetando significativamente a qualidade de
vida do individuo (GRoss AND HEN, 2004). O medo condicionado pode ser utilizado
para investigar os mecanismos de aprendizado e memadria nos mamiferos e para o
conhecimento das origens dos disturbios relacionados ao medo em humanos (Kim
AND JUNG, 2006).

Embora tenha sido mostrado o envolvimento dos receptores NMDA na
reconsolidacdo da memaoria, nenhum estudo relatou se as poliaminas, moduladores
enddgenos da atividade destes receptores, agem na reconsolidagdo da memoria de
medo. Portanto, no presente estudo foram investigados os efeitos da espermidina e

da arcaina na reconsolidacdo da memoria de medo em ratos.
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OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da administracdo sistémica do agonista poliaminérgico,

espermidina, e do antagonista do sitio de ligacdo das poliminas, arcaina, na

reconsolidacdo da memoéria de medo condicionado contextual em ratos.

2.1-

2.2-

2.3-

2.4-

2.5-

Objetivos especificos

Avaliar o efeito da administracdo sistémica de espermidina em diferentes
doses, logo apoés a reativacdo, sobre a reconsolidacdo da memodria de medo

condicionado contextual.

Avaliar o efeito da administracéo sistémica do antagonista do sitio de ligacéo
das poliaminas do receptor NMDA, arcaina, em diferentes doses, logo apés a
reativacdo, sobre a reconsolidacdo da memoéria de medo condicionado

contextual.

Verificar o efeito da administracédo sistémica de espermidina e de arcaina, na
dose que teve melhor efeito na reconsolidacdo da meméria, na auséncia da
sessdo de reativacdo sobre a reconsolidagdo da memoéria de medo

condicionado contextual.

Verificar o efeito da administracdo sistémica de espermidina e de arcaina, na
dose que teve melhor efeito na reconsolidacdo da memoria, 6 horas apos a
sessdo de reativacdo sobre a reconsolidacdo da memoria de medo

condicionado contextual.

Analisar se a espermidina, em uma dose sem efeito per se, previne a piora da
reconsolidacdo da memdria causada pela arcaina e se a arcaina, em uma
dose sem efeito per se, previne a melhora da reconsolidacdo da memoria

causada pela espermidina.
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2.6- Avaliar se o efeito prejudicial da administracdo de arcaina ap0s a sessao
reativacdo pode ser revertido pela administragcdo da mesma dose de arcaina

antes do teste de medo condicionado contextual.
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‘When consolidated memories are reactivated, they become labile and, to persist, must undergo a new
stabilization process called reconsolidation. During reactivation, memory is susceptible to pharmacolog-
ical interventions that may improve or impair it. Spermidine (SPD) is an endogenous polyamine that
physiologically modulates the N-methyl-p-aspartate (NMDA) receptor in mammals by binding on the
polyamine-binding site at the NMDA receptor. While polyamine agonists and antagonists of the poly-
amine binding site on the NMDA receptor respectively improve and impair early consolidation, it has
not been defined whether these agents alter memory reconsolidation. Male Wistar rats were trained in
a fear conditioning apparatus using a 0.4 mA footshock as unconditioned stimulus. Twenty four hours
after training, animals were re-exposed to the apparatus in the absence of shock (reactivation session).
Immediately after the reactivation session, SPD (1-30 mg/kg, i.p.) or the antagonist of the polyamine-
binding site at the NMDA receptor, arcaine (0.1-10 mgfkg, ip.), were injected, and the animals were
tested in the same apparatus 24 h later. Freezing scores at testing were considered a measure of memory.
While SPD (3 and 10 mg/kg) improved, arcaine (1 and 10 mg/kg) impaired memory reconsolidation.
These drugs had no effect on memory if they were administered in the absence of reactivation, or 6 h after
reactivation session. Arcaine (0.1 mg/kg, i.p.) prevented SPD (3 mg/kg)}induced improvement of memory
reconsolidation. Accordingly, SPD (1 mg/kg) prevented arcaine (10 mg/kg)-induced impairment of mem-
ory reconsolidation. The amnesic effect of arcaine was not reversed by arcaine administration prior to
test, ruling out state dependence in this effect. These results suggest that systemic administration of poly-

amine binding site ligands modulate memory reconsolidation.

@© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Memories are not formed instantaneously. After learning
(acquisition), a series of molecular and cellular changes occur in
different brain regions, such as hippocampus, striatum and amyg-
dala, that lead to a progressive memory stabilization (McGaugh,
2000). This process, which initiates immediately after learning
and is time-dependent, has been named “consolidation” (Dudai,
2004; McGaugh, 1966, 2000). During consolidation, memories are
labile and susceptible to positive or negative modulation by differ-
ent means, including pharmacological agents (McGaugh, 1966,
2000). For decades, prevailed the general belief that consolidated
memories could not be modified (McGaugh, 2000). Several studies,
however, have shown that reactivating or retrieving consolidated
memories renders them labile again, thus requiring a new stabil-
ization process, called reconsolidation (Dudai, 2004; Nader, Schafe,
& Le Doux, 2000; Sara, 2000).

# Corresponding author. Fax: +55 55 3220 8978.
E-mail address: maribel.rubin@gmail.com (M.A. Rubin).
! These authors contributed equally to this work.

1074-7427 5 - see front matter © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
htep://dx.doi.org/10.1016/j.nlm.2013.04.008

Different neurotransmitter systems have been implicated in
memory reconsolidation (Mader & Hardt, 2009; Sara, 2000;
Tronson & Taylor, 2007). Notwithstanding, convincing pharmaco-
logical and neurochemical evidence supports that glutamate
NMDA receptors, particularly those containing a NR2B subunit,
play a major role in this process (Wang, de Oliveira Alvares, &
Nader, 2009). Accordingly, while NMDA receptor antagonists MK-
801, AP5 and ifenprodil disrupt, the NMDA receptor agonist n-
cycloserine improves fear memory reconsolidation in mice and rats
(Ben Mamou, Gamache, & Nader, 2006; Lee, Milton, & Everitt,
2006; Przybyslawski & Sara, 1997; Suzuki et al., 2004). In this re-
gard, it is worth noticing that spermidine (SPD) and spermine,
endogenous polyamines that bind to and modulate NR2B subunit
activity, have been implicated in memory acquisition and consoli-
dation (Johnson, 1996; Shimada, Spangler, London, & Ingram,
1994; Williams, 1997; Williams, Romano, Dichter, & Molinoff,
1991).

Current evidence suggests that polyamines modulate consolida-
tion by interacting with the polyamine-binding site on the NMDA
receptor (Kishi, Ohno, & Watanabe, 1998; Rubin et al., 2004, 2000,
2001; Shimada et al.,, 1994). In line with this view, the systemic
(Camera, Mello, Ceretta, & Rubin, 2007), intrahippocampal (Berlese
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et al.,, 2005; Gomes et al., 2010; Guerra et al., 2006; Rubin et al.,
2000), and intra-amygdalar (Rubin et al.,, 2004, 2001) administra-
tion of SPD improves the memory of different tasks in rats. SPD-
induced memory facilitation of the inhibitory avoidance task
involves the sequential activation of PKC and PKA/CREB pathways
in the hippocampus (Guerra et al,, 2011, 2012).

Although the involvement of NR2B-containing NMDA receptors
in memory reconsolidation has been shown, no study has ad-
dressed whether polyamines, endogenous agonists of these recep-
tors, modulate memory reconsolidation. Therefore, in the current
study we investigated whether SPD and arcaine, respectively an
agonist and an antagonist of the polyamine binding site on the
NMDA receptors, alter fear memory reconsolidation.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Experimentally naive male Wistar rats (260-360g), 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
during the light phase of the cycle (from 11:00 am. to 4:00
p.m.). All experimental procedures were conducted in accordance
with the policies on the use of animals and humans in neurosci-
ence research, revised and approved by the Society for Neurosci-
ence Research in January 1995 and with the institutional and
national regulations for animal research (process 068/2011).

2.2. Drugs

Animals were injected with saline (0.9% NaCl), 1,4-diguanidin-
obutane sulfate (arcaine; Pfaltz & Bauer, Waterbury, CT, USA), or
N-(3- aminopropyl)-1.4-butanediamine trihydrochloride (spermi-
dine; Sigma, St. Louis, MO). All drugs solutions were prepared daily
in saline 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. Conditioning apparatus

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

2.4. Behavioral procedure

24.1. Contextual fear conditioning

In the conditioning trial 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 (conditioned stimulus, CS) and habitu-
ated to the apparatus (CS) for 3 min. Immediately after habitua-
tion, three 1s, 0.4 mA footshocks (unconditioned stimulus, US)
were delivered. The shocks 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.

2.4.2. Reactivation session

Twenty four hours after the conditioning session, the rats were
re-exposed to the conditioning apparatus for 3 min, but no foot-
shocks were delivered. During this time, the rat was observed
every 4 s to assess whether it was in freezing, or not, by a trained
observer who was unaware of the experimental treatment condi-
tions. Behavior was judged as freezing if there was an absence of
any visible movement, except for that required for breathing. Data
were converted to the percentage of samples scored as freezing.

2.4.3. Test session

Twenty-four hours after reactivation, each rat was placed back
in the conditioning chamber and a 6-min test was performed. Dur-
ing this time, the rat was observed every 4 s to assess whether it
was in freezing, or not, as described above, and data were con-
verted to the percentage of samples scores as freezing.

2.5. Experimental groups

2.5.1. Experiment 1

This experiment was designed to investigate the effect of SPD
on memory reconsolidation. Animals were trained in the fear con-
ditioning apparatus, as described above. Twenty-four hours later,
the animals were subjected to the reactivation session. Immedi-
ately after reactivation session, the animals were injected with sal-
ine or SPD (1, 3, 10 or 30 mg/kg) and, 24 h later, tested in the fear
conditioning apparatus where their freezing responses were
scored, as described above.

2.5.2. Experiment 2

This experiment was designed to investigate the effect of
arcaine on memory reconsolidation. Animals were trained in the
fear conditioning apparatus, as described above. Twenty-four after
training, the animals were subjected to the reactivation session.
Immediately after reactivation session, the animals were injected
with saline or arcaine (0.1, 1 or 10 mg/kg) and, 24 h later, tested
in the fear conditioning apparatus where their freezing responses
were scored, as described above.

2.5.3. Experiment 3

To evaluate whether the systemic administration of SPD and ar-
caine are specific for reconsolidation of contextual fear memories
two control experiments were performed. In the first, animals were
trained in the fear conditioning apparatus, as described above, but
were not subjected to the memory reactivation session 24 h later
(“no reactivation” control). The animals were injected with saline,
SPD (3 mg/kg) or arcaine (10 mg/kg) 24 h after training and, 24 h
later, were tested in the fear conditioning apparatus and had their
freezing responses scored, as described above. The doses of spermi-
dine and arcaine used in this experiment were chosen based on the
dose-response curve experiments (Experiments 1 and 2), which
determined fully effective and non-effective doses for both
compounds.

In order to confirm the specificity of enhanced or disrupted
reconsolidation by SPD and arcaine, respectively, a second control
experiment was performed. The animals were trained in the fear
conditioning apparatus and 24 h later they were subjected to the
reactivation session, as described above. Six hours after reactiva-
tion session (“‘delayed infusion” control), the animals were injected
with saline, SPD (3 mg/kg) or arcaine (10 mg/kg). Twenty-four
hours after reactivation, the animals were tested in the fear condi-
tioning apparatus and their freezing responses were scored, as
described above.
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Fig. 1. Postreactivation administration of SPD improves reconsolidation of contex-
tual fear memories. (a) Schematic of the experimental design. Rats received an ip.
injection of SPD (1-30 mg/kg) or saline (0.9% NacCl, 1 ml/kg), immediately after a
reactivation session, and were tested for memory reconsolidation 1 day later. The
dose of 3 and 30 mg/kg (b) was effective at enhancement memory reconsolidation.
*p<0.05 compared with vehicle by the SNK Test. Data are the means +SEM
percentage of freezing in reconsolidation testing session (n=9-10 animals in each
group).

2.5.4. Experiment 4

In order to investigate the involvement of polyamine-binding
sites on the NMDA receptor in the effect of polyamines, we initially
administered the polyaminergic agonist, SPD (at a non-effective
dose, determined by the dose-effect curve showninFig. 1)to prevent
the deleterious effect of the polyaminergic antagonist arcaine. The
animals were trained in the fear conditioning apparatus and, 24 hla-
ter, they were subjected to the reactivation session, as described
above. Immediately after reactivation session, the animals were in-
jected with saline or SPD (1 mg/kg) and 15 min later they were in-
jected with saline or arcaine (10mg/kg) in different flanks.
Twenty-four hours after reactivation, the animals were tested in
the fear conditioning apparatus and their freezing responses were
scored, as described above.

In order to confirm the involvement of polyamine-binding sites
on the NMDA receptor in the effect of polyamines, we administered
the polyaminergicantagonist arcaine (at a non-effective dose, deter-
mined by dose-effect curve shown in Fig. 2) to prevent the facilita-
tory effect of SPD. The animals were trained in the fear
conditioning apparatus and, 24 h later, they were subjected to the
reactivation session, as described above. Immediately after reactiva-
tion session, the animals were injected with saline or arcaine
(0.1 mg/kg), immediately after reactivation, and saline or SPD
(3 mg/kg) 15 min later, in different flanks. Twenty-four hours after
reactivation, the animals were tested in the fear conditioning appa-
ratus and their freezing responses were scored, as described above.

2.5.5. Experiment 5

This experiment was designed to investigate whether the effect
of arcaine on memory reconsolidation involved state dependence.
Animalswere trained in the fear conditioning apparatusand, 24 hla-
ter, they were subjected to the reactivation session, as described
above. Immediately after reactivation and 30 min before testing,
the animals were injected with saline or arcaine (10 mg/kg).
Twenty-four hours after reactivation session, the animals were

tested in the fear conditioning apparatus, where their freezing re-
sponses were scored, as described above.

2.6. Statistics

The data were converted to the percentage of samples scored as
freezing and analyzed by one- or two-way analysis of variance
(ANOVA), depending on the experimental design. Post hoc analyses
were carried out by the Student-Newman-Keuls test, when indi-
cated. A p <0.05 was considered significant.

3. Results

3.1. Postreactivation SPD improves reconsolidation of contextual fear
memories biphasically

Fig. 1 shows the effect of SPD (1-30 mg/kg, i.p.) immediately
post-reactivation on the reconsolidation of fear conditioning. As
expected, statistical analysis (one-way ANOVA) of reactivation ses-
sion freezing scores revealed no difference among groups
[F(4,45) =039, p > 0.05], indicating that animals’ behavior was
similar between groups before drug administration. Statistical
analysis (one-way ANOVA) of test freezing scores revealed a signif-
icant effect of drug treatment [F(4,44) =4.71, p <0.05]. Post hoc
analysis (SNK) revealed that while 3 and 10 mg/kg SPD increased,
1 and 30 mg/kg SPD had no effect on freezing scores at test. These
results suggest that SPD facilitates memory reconsolidation in a bi-
phasic manner.

3.2. Postreactivation administration of arcaine impairs reconsolidation
of contextual fear memories in a dose-dependent manner

Fig. 2 shows the effect of arcaine (0.1-10 mg/kg, i.p.) immedi-
ately post-reactivation on fear conditioning reconsolidation. One-
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Fig. 2. Postreactivation administration of arcaine impairs the reconsolidation of
contextual fear memories. (a) Schematic of the experimental design. Rats received
an i.p. injection of arcaine (0.1-10mg/kg) or saline (0.9% NaCl, 1 ml/kg), immedi-
ately after a reactivation session, and were tested for memory reconsolidation 1 day
later. *p < 0.05 compared with vehicle by the SNK Test. Data are the means + SEM
percentage of freezing in reconsolidation testing session (n=8 animals in each
group).
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Fig. 3. SPD and arcaine are specific for reconsolidation of contextual fear memories. (a) Schematic of the experimental design in the absence of reactivation session. Rats
received an i.p. injection of SPD (3 mg/kg), arcaine (ARC, 10 mg/kg) or saline (0.9% NaCl, 1 ml/kg), 24 h after training in the absence of reactivation session, and were tested for
memory reconsolidation 1 day later (b). (¢) Schematic of the experimental design in the delayed administration of SPD and arcaine. Rats received an ip. injection of SPD
(3 mg/kg), arcaine (ARC, 10 mg/kg) or saline (0.9% NaCl, 1 ml/kg), 6 h after reactivation session, and were tested for memory reconsolidation 1 day later (d). Data are
means + SEM percentage of freezing in the testing session (n =7-10 animals in each group).

way ANOVA of reactivation session freezing scores did not reveal
significant differences among groups [H3,28) = 0.59, p > 0.05]. Sta-
tistical analysis of test session freezing scores revealed a significant
effect of pharmacological treatment [F(3,28) =9.15, p < 0.05]. Post
hoc analysis (SNK) revealed that while 1 and 10 mg/kg arcaine de-
creased, 0.1 mg/kg arcaine did not alter freezing scores. These re-
sults suggest that arcaine impairs memory reconsolidation in a
dose-dependent manner.

3.3. SPD and arcaine specifically modulate contextual fear
reconsolidation

Fig. 3 shows the effect of SPD (3 mg/kg, i.p.) and arcaine (10 mg/
kg, i.p.) 24 h after training, in the absence of reactivation session
and 6 h after reactivation session, on contextual fear conditioning.
Statistical analysis (one-way ANOVA) revealed that SPD and ar-
caine did not alter contextual fear conditioning in the absence of
reactivation [F(2,18) = 0.41, p > 0.05, Fig. 3b] and that the delayed
injection of SPD and arcaine did not alter contextual fear condition-
ing [F(2,26) = 0.84, p > 0.05, Fig. 3d]. Again, as expected, statistical
analysis of reactivation freezing scores revealed no differences
among groups [F2,26) =0.28, p > 0.05, Fig. 3d].

3.4. Involvement of polyamine-binding sites at the NMDA receptor in
the effect of polyamines on reconsolidation of contextual fear
memories

Fig. 4b shows the effect of SPD, at a non-effective dose (1 mg/kg,
immediately post-reactivation) on the impairment of reconsolida-
tion induced by arcaine (10mg/kg, 15 min post-reactivation).
Fig. 4d shows the effect of arcaine, at a non-effective dose
(0.1 mg/kg, immediately post-reactivation), on the improvement
of reconsolidation of contextual fear conditioning induced by SPD
(3 mg/kg, 15 min post-reactivation). Statistical analysis (one-way
ANOVA) of reactivation freezing scores revealed no differences
among the groups in both experiments [F(3,16)=1.20, p>0.05;
F(3,16) = 1.60, p > 0.05, Fig. 4b and d respectively]. On the other
hand, statistical analysis of test freezing scores (two-way ANOVA)
presented in Fig. 4b revealed a significant pretreatment (saline or
SPD) wversus treatment (saline or arcaine) interaction

[A1,16)=57.67, p<0.05]. Post hoc analysis (SNK) revealed that
SPD prevented the impairment of fear conditioning reconsolidation
induced by arcaine. Statistical analysis of test freezing scores
(two-way ANOVA) presented in Fig 4d revealed a significant pre-
treatment (saline or arcaine) versus treatment (saline or SPD)
interaction [F(1,16) = 13.50, p <0.05]. Post hoc analysis (SNK) re-
vealed that arcaine prevented SPD-induced improvement of con-
textual fear conditioning reconsolidation.

3.5. Effect of arcaine on reconsolidation was not caused by state
dependence

Fig. 5 shows the effect of arcaine immediately post-reactivation
and 30 min before testing on contextual fear conditioning scores at
test. Again, statistical analysis of reactivation freezing scores (one-
way ANOVA) revealed no differences among groups [F3,16) = 0.23,
p>0.05]. On the other hand, statistical analysis of freezing scores
at test (two-way ANOVA) revealed only a significant effect of post-
reactivation pharmacological treatment [ 1,16)=0.46, p > 0.05].
Post hoc analysis (SNK) confirmed that administration of arcaine
immediately after reactivation impaired reconsolidation regardless
whether arcaine was injected again before test or not. These results
rule out state dependence as a possible explanation for the currently
reported arcaine-induced impairment of reconsolidation.

4. Discussion

The current study showed that while the polyamine SPD im-
proves, arcaine, an antagonist of the polyamine binding site at
the NMDA receptor, impairs the reconsolidation of contextual fear
conditioning.

In a general sense, the current finding that arcaine disrupts the
reconsolidation of the memory of contextual fear conditioning task
corroborates those studies that have shown that NMDA receptor
antagonists impair memory reconsolidation (Charlier & Tirelli,
2011: Lee et al., 2006: Pedreira, Perez-Cuesta, & Maldonado,
2002). Early studies by Przybyslawski and Sara (1997) have shown
that blocking NMDA receptor with MK-801 up to 1 h after the reac-
tivation session impairs memory reconsolidation, when memory is
assessed 24 h or 48 h later, suggesting that NMDA modulators have
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Fig. 4. Involvement of polyamine-binding sites on the NMDA receptor in the effect of polyamines on reconsolidation. (a) Schematic of the experimental design to prevent the
amnesic effect of arcaine by SPD. Rats received an i.p. injection of SPD (1 mg/kg) or saline (0.9% NacCl, 1 ml/kg) immediately and saline (0.9% NacCl, 1 ml/kg) or arcaine (ARC,
10mg/kg) 15 min after the reactivation session, and were tested for memory reconsolidation 1day later (b). (c) Schematic of the experimental design to prevent the
fadilitatory effect of SPD by arcaine. Rats received an i.p. injection of arcaine (ARC, 0.1 mg/kg) or saline (0.9% NaCl, 1 ml/kg) immediately and SPD (3 mg/kg, i.p.) or saline (0.9%
NacCl, 1 mlfkg) 15 min after the reactivation session, and were tested for memory reconsolidation 1 day later (d). *p <0.05 compared with vehicle by the SNK. Data are
means + SEM percentage of freezing in the testing session (n=>5 animals in each group).
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Fig. 5. Effect of arcaine on reconsolidation was not caused by state dependence. (a)
Schematic of the experimental design. Rats received an ip. injection of arcaine
(ARC, 10 mg/kg) or saline (0.9% NaCl, 1 ml/kg) immediately after reactivation and
30min before testing, and were tested for memory reconsolidation. *p <0.05
compared with vehicle by the SNK Test. Data are the means + SEM percentage of
freezing in the testing session (n =5 animals in each group).

a limited time window to interfere with memory reconsolidation.
More recently, additional evidence has been gathered indicating
that NR2B-containing NMDA receptors are critical for reconsolida-
tion. Mamou et al. (2006), have shown that NR2B subunits are nec-
essary for transforming stable fear conditioning memories into
labile ones during reactivation in the basolateral amygdala (BLA),
and Wang et al. (2009) have shown a relationship between NR2B
expression and the ability of an auditory fear memory to undergo

reconsolidation in the BLA. Interestingly, the deleterious effect of
arcaine on memory reconsolidation was fully prevented by a
non-effective dose of SPD. This is in full agreement with the view
that arcaine and SPD compete for the same binding site at the
NMDA receptor (Reynolds, 1990). Notwithstanding, arcaine inhib-
its [3H]MK801 binding in the absence of added polyamines, imply-
ing a constitutive role of ligand occupation of the polyamine site
for NMDA receptor function (Reynolds, 1990). Therefore, since ar-
caine may alter NMDA receptor function in the absence of poly-
amines, one must be cautious while presuming a physiological
role for endogenous polyamines on memory based only on data
obtained with arcaine.

In the current study we also showed that SPD improves memory
reconsolidation. These results are also in agreement with those from
Lee et al. (2006) and Yamada, Zushida, Wada, and Sekiguchi (2009),
who have shown that enhancing NMDA receptor-mediated gluta-
matergic transmission with p-cycloserine (DCS), a NMDA receptor
partial agonist, facilitates the reconsolidation of fear conditioning
memory. The currently described biphasic effect of SPD on memory
reconsolidation is also in agreement with the view that polyamines
modulate the NMDA receptor biphasically (Rock & Macdonald,
1995; Williams, 1997; Williams et al.,, 1991). Accordingly, poly-
amines, at low micromolar concentrations, enhance [3H]MK-801
and [3H]|TCP binding to the NMDA receptor channel, whereas higher
concentrations of polyamines do not alter the binding of these li-
gands, resulting in a biphasic concentration dose-response curve
(Ransom & Stec, 1988; Sacaan & Johnson, 1990; Williams, 1997).
Accordingly, low concentrations of polyamines enhance NMDA-
evoked currents, whereas higher concentrations of polyamines pro-
duce less enhancement of, or inhibit, NMDA receptor currents
(McGurk, Bennett, & Zukin, 1990; Rock & Macdonald, 1995; Sprosen
& Woodruff, 1990: Williams, Dawson, Romano, Dichter, & Molinoff,
1990). Moreover, these results agree with previous studies that
have shown that intrahippocampal or intra-amygdala administra-
tion of SPD improves the memory of the inhibitory avoidance task
(Berlese et al., 2005; Rubin et al., 2000) and fear conditioning (Rubin
et al, 2004) in a biphasic manner.

One must also outline that the facilitatory role of SPD was fully
prevented by the administration of a non-effective dose of arcaine,
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providing pharmacological evidence that SPD effects involve the
polyamine binding site at the NMDA receptor.

Since we have previously shown that intrahippocampal SPD
facilitates the extinction of fear conditioning (Gomes et al., 2010),
some important methodological differences between the experi-
mental protocols used to investigate extinction and reconsolidation
must be emphasized. Reconsolidation protocols demand a brief
exposure of the animal to the conditioning context (Sara, 2000).
Such a short exposure strengths the association between context
and shock, as context brings about the vivid recall of the traumatic
shock experience. In this case, the duration of exposure is not en-
ough for the animal realize that the conditioned stimulus (CS) does
not predict the unconditioned stimulus (US) anymore. Accordingly,
longer periods of re-exposure to the training context allow such a
dissociation between CS and US. The dissociation between context
and shock implies a new learning (Ji & Maren, 2007; Myers & Davis,
2002; Szapiro, Vianna, McGaugh, Medina, & Izquierdo, 2003) and,
consequently, the formation of a different memory (engram). In this
context, it is reasonable that SPD facilitates extinction of fear condi-
tioning (Gomes et al., 2010), because it depends on the activation of
NMDA receptors (Myers & Davis, 2002), particularly those contain-
ing the NR2B subunit (Sotres-Bayon, Diaz-Mataix, Bush, & LeDoux,
2009). Therefore, one might argue that our results (this study and
Gomes et al., 2010) constitute pharmacological evidence supporting
the involvement of the NMDA receptor in fear conditioning recon-
solidation and extinction, as proposed by different authors (Bustos,
Giachero, Maldonado, & Molina, 2010; Lee et al., 2006; Sotres-Ba-
yon, Bush, & LeDoux, 2007; Suzuki et al., 2004; Weber, Hart, & Rich-
ardson, 2007; Yamada et al., 2009).

It is also interesting that the facilitatory effect of SPD on memory
reconsolidation did not occur when this polyamine was adminis-
tered 6 h after the reactivation session. This time window for the ef-
fect of SPD on reconsolidation is similar to that determined for SPD
on early consolidation of inhibitory avoidance (Berlese et al., 2005).
Nader et al. (2000) have shown that reconsolidation is sensitive to
protein synthesis inhibition also at a restricted time window (less
than 6 h), suggesting that both consolidation and reconsolidation
have time windows within which protein synthesis is required. Not-
withstanding, it is not known whether the facilitatory effects of SPD
on memory depend on protein synthesis, and which cerebral struc-
tures are affected by SPD and arcaine, as well. In this context, micr-
oinfusion studies may provide experimental evidence to answer
these questions.

At last, since previous studies have shown that arcaine causes
state-dependent learning (Ceretta, Camera, Mello, & Rubin, 2008;
Marianietal., 2011) one might question whether the effect ofarcaine
on memory reconsolidation is a form of state dependence, i.e., that
retrieval is dependent on a physiological/pharmacological state
present during acquisition (Izquierdo & Dias, 1983a,b,c, 1985; Over-
ton, 1964; Shulz, Sosnik, Ego, Haidarliu, & Ahissar, 2000). However,
the deleterious effect of arcaine on memory reactivation was not re-
versed by the administration of arcaine before testing (Fig. 5), ruling
out state-dependent learning in the currently reported effects of
arcaine.

In summary, this study showed that while the systemic injection
of SPD immediately after reactivation improves, the injection of ar-
caine impairs memory reconsolidation. We also showed that sys-
temic injection of arcaine prevents the improvement of memory
reconsolidation induced by SPD and that the injection of SPD pre-
vents arcaine-induced impairment of memory reconsolidation.
These findings suggest that ligands of the polyamine binding site
at the NMDA receptor modulate memory reconsolidation. Moreover,
arcaine-induced impairment of reconsolidation is not related to
state dependence. These results indicate a role for polyamines on
memory reconsolidation.
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CONCLUSOES

Com os resultados do presente estudo podemos concluir que:

A espermidina melhorou a reconsolidacdo da memoria de medo condicionado
contextual em ratos de maneira bifasica, facilitando a reconsolidacdo nas
doses de 3 mg/kg e 10 mg/kg e nao tendo efeito nas doses de 1 mg/kg e 30
mg/kg.

A arcaina prejudicou a reconsolidacdo da memoria de medo condicionado
contextual em ratos de maneira dose-dependente, prejudicando a
reconsolidacao nas doses de 1 mg/kg e 10 mg/kg e ndo tendo efeito na dose
de 0,1 mg/kg.

O efeito da espermidina e da arcaina foi especifico para a reconsolidacdo da
memaoria, uma vez que estes compostos ndo apresentaram efeito na auséncia
da reativagdo ou quando foram administrados 6 horas apds a reativacdo da

memoria.

O efeito da espermidina e da arcaina na reconsolidacdo da memoaria envolveu
o sitio de ligacéo das poliaminas do receptor NMDA, uma vez que a arcaina,
em uma dose sem efeito per se, preveniu a melhora da reconsolidacdo da
memoria induzida pela espermidina e a espermidina, sem efeito per se,

preveniu o prejuizo da reconsolidacdo da memdria induzido pela arcaina.

O efeito amnésico da arcaina na reconsolidacdo da memdéria ndo € causado
por dependéncia de estado, uma vez que este efeito ndo foi revertido pela

administracdo da mesma dose de arcaina antes do teste.

Concluséo geral

As poliaminas modulam a reconsolidagcdo da memoéria de medo em ratos.
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