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RESUMO

Evidéncias sugerem que a via de sinalizacao NO/GMPc/PKG tem papel chave
no processamento da memdria, entretanto a atuacdo desta cascata de sinalizagéao
no hipocampo durante a consolidagdo de memorias declarativas, tais como a de
reconhecimento de objetos (RO), permanece desconhecida. Aqui sera mostrado que
a aquisicdo da memoria associada ao treino na tarefa de reconhecimento de objetos
aumenta a atividade da 6xido nitrico sintase neuronal (NOSn) na regiao CA1 do
hipocampo dorsal de ratos. Ainda mais, quando infundido nesta regido do cérebro
imediatamente, mas nao 180 ou 360 min apds o treino na tarefa de RO, o inibidor da
NOSn, L-NN, prejudica a retencdo da memoéria em questdo, sem afetar a
locomocgéao, o comportamento exploratério, nem o estado de ansiedade dos animais
ou causar lesdo ao hipocampo. O efeito amnésico do L-NN néo se deve a inducéo
de dependéncia de estado e € mimetizado pela infusdo intra-hipocampal do inibidor
da guanilil-ciclase soluvel (GCs), LY83583 ou do inibidor da proteina cinase G
(PKG), KT5823. Ainda, a infusdo pds-treino do analogo nao-hidrolizavel do GMPc, 8-
Br-GMPc, reverte o efeito de L-NN e LY5823, mas ndo o de KT5823. A
noradrenalina (NA) regula a ativagdo da via NO/GMPc/PKG em distintas
preparagdes. Em concordancia com este fato a amnésia induzida pela administragao
intra-hipocampal do antagonista 3-adrenérgico, timolol, imediatamente apds o treino
na tarefa de RO nao é revertida pela co-infusdo de 8-Br-GMPc e do doador de NO,
SNAP. Quando administrada na regiao CA1 do hipocampo dorsal juntamente com
LY-83583, KT-5823 ou L-NN, a NA reverte o efeito amnésico destes agentes.
Nossos dados indicam que a ativacao da cascata de sinalizacdo NO/GMPc/PKG na
regiao CA1 do hipocampo dorsal é fundamental para a normal consolidagdo da
meméria de reconhecimento de objetos e sugerem que o0s receptores -
adrenérgicos desempenham um papel fundamental na regulagcéo destes eventos.

Palavras-chave: Memaria declarativa, hipocampo, noradrenalina, timolol, L-NN.



ABSTRACT

Evidence suggests that the NO/cGMP/PKG pathway plays a key role in
memory processing but the actual participation of this signaling cascade in the
consolidation of declarative memory, such as object recognition (OR), remains
unknown. Here we show that consolidation of long-term object recognition memory
enhances the nitric oxide synthase neuronal activity (nNOS) in the CA1 region of the
dorsal hippocampus of rats. Indeed, when infused immediately after but not 180 and
360 min after training in the OR task, the nNOS inhibitor, L-NN, hindered long-term
memory retention without affecting locomotion, exploratory behavior, anxiety state or
hippocampal functionality. The amnesic effect of L-NN was not due to state-
dependency and was equally produced by the hippocampal infusion of soluble
guanylyl cyclase (sGC) inhibitor, LY83583, and by the protein kinase G (PKG)
inhibitor, KT5823. Furthermore, post-training infusion of the non-hydrolysable analog
of cGMP, 8Br-cGMP, reversed the L-NN and LY83583 effect but not that induced by
KT5823. The noradrenaline (NA) regulate NO/sGC/PKG pathway activation in
distinct preparations. In accordance with this fact, the amnesia induced by intra-
hippocampal administration of antagonist $-adrenergic receptor, timolol, immediately
after training in the OR task is not reversed by co-infusion of 8-Br-cGMP or of NO
donator, SNAP. When administrated in the CA1 region of the dorsal hippocampus
together with LY-83583, KT-5823 or L-NN, NA reversed the amnesic effect of these
compounds. Our results indicate that the activation of NO/cGMP/PKG pathway in the
CA1 region of the dorsal hippocampus is essential for consolidation of OR memory
and suggests that the B-adrenergic receptors, has a fundamental participation on
regulation of these events.

Key-words: Declarative memory, hippocampus, noradrenaline, timolol, L-NN.
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1 INTRODUGCAO

1.1 Definicao e Classificacao das Memorias

A memodria caracteriza-se pela aquisicao, formacao, conservagao e evocagcao
de informacdes, sendo que o acervo de memérias € que faz de cada individuo um
ser Unico, em que o conjunto de memoarias, proporcionadas pela experiéncia de vida,
determina o que chamamos de personalidade (Izquierdo, 2002; Squire e Kandel,
2003). O conjunto de memdrias é que faz com que sejamos aquilo que recordamos,
pois s6 podemos fazer e expressar algo que temos conhecimento, que estd em
nossa memoria.

Entretanto, de todas as informacdes processadas pelo sistema nervoso,
apenas algumas sao de fato retidas por longos periodos. A maioria nem sequer €
adquirida, sendo filtrada por mecanismos atencionais e emocionais. Dentre aquelas
que sao adquiridas, apenas algumas sao consolidadas como memdérias de longa
duracédo, e mesmo dentre estas, muitas sdo esquecidas. Apenas 0s aspectos mais
relevantes para a cogni¢cdo, mais marcantes emocionalmente, mais focalizados pela
atencao ou mais fortes sensorialmente perduram por um tempo maior e fazem com
que o acervo de informacgdes, que constituem a memoéria se diferencie de acordo
com diversos critérios, como funcdo, conteludo e tempo de duragao, sendo que
quanto ao tempo que permanecem armazenadas, as memorias sao ditas de curta
duracdo, com duragdo de poucas horas; de longa duracdo, com permanéncia de
horas ou dias; ou ainda memdrias remotas, que sdo as memoarias de longa duragéao

que persistem por muitos meses ou anos (Tabela 1).
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Tempo de L.
L. Caracteristicas
permanéncia

Retém a breve impressao de um estimulo ap6s este ter desaparecido,

Memorias
. Poucos segundos. ou seja, depois que o sistema sensorial correspondente deixa de
Sensoriais o _ ]
enviar informagéo ao cérebro.
Memorias de

. Permite manter “na mente” e em um estado ativo e facilmente
Curta Duragdo Menos de 3 horas. i ) . .
(MCD) acessivel, uma pequena quantidade de informacgao.

. Contém itens informacionais de diversas indoles altamente
Memorias de ] ] )
. Dias, meses, interconectados entre si 0s quais se encontram armazenados de
Longa Duracéao

(MLD) anos, avidatoda. maneira mais ou menos permanente constituindo um sistema de

arquivo dinamico.

2O'(I)'g)bela 1 Classificacao das memorias de acordo com o tempo que perduram. (lzquierdo, 2002; ver também McGaugh,

Quanto ao seu conteudo, as memoérias sdo chamadas declarativas ou
explicitas se forem referentes a fatos, eventos ou conhecimentos que possam ser
contados ou relatados por nés e sao adquiridas com plena intervencdo da
consciéncia; e nao-declarativas ou implicitas, quando forem referentes a
capacidades ou habilidades motoras ou sensoriais dificeis de serem declaradas ou
descritas (Tabela 2). Andar de bicicleta, dirigir um automoével e digitar sdo exemplos
de memdrias procedimentais. As memorias declarativas podem ser subdivididas em
episddicas ou semanticas. As episbédicas sdo aquelas referentes a eventos aos
quais assistimos ou participamos, ou seja, sdo as memdérias autobiograficas. As
memdérias semanticas carregam informacoes que sao de conhecimento geral, como
o conhecimento em medicina, lingua portuguesa ou histéria. As memérias, no
entanto, ndo sdo adquiridas imediatamente na sua forma definitiva, e durante os
primeiros minutos ou horas sao suscetiveis a interferéncia por outras experiéncias,

drogas ou tratamentos (McGaugh, 2000; lzquierdo et al., 2002).
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Caracteristicas Subdivisées e caracteristicas

Guardam informagdo acerca de

Episddicas o
nossas proprias vidas e eventos.
Informacgodes que
Explicitas/ usualmente sabemos que . -
Armazenam informagbes acerca do
Declarativas possuimos e a qual temos .
L mundo que nos rodeia, mas que
acesso consciente. Semanticas

lembramos sem saber como, quando
e onde as adquirimos.

Representacbes (imagens, sons)
Representacdo  sem significado aparente conhecido,

perceptual mas Uteis como dicas facilitatorias da
Informagdes as quais ndo evocacdo de informagdes inerentes;
temos acesso consciente, memoria pré-consciente (priming).
tal como a informagéo
Implicitas/ obtida a partir de Procedimentos  Habitos, habilidades, regras.

Nao- aprendizados simples

. . Associa dois ou mais estimulos
declarativas como aqueles derivados

pelo treino em tarefas de (condicionamento classico), ou um

- . Associativa estimulo a uma resposta
condicionamento classico

condicionamento operante).
e habituagéo. ( P )

Atenua uma resposta (habituagéo) ou
Né&o associativa a aumenta (sensibilizagdo) através
da repetigdo de um mesmo estimulo.

Tabela 2 Classificagdo das memorias de longa duracao de acordo com o conteudo. (Izquierdo, 2002).

A formacgado desses dois tipos de memdérias depende de distintas estruturas
encefdlicas. Enquanto as memdérias explicitas requerem a integridade do lobo
temporal medial, que compreende o hipocampo, o giro denteado e o complexo
subicular, juntamente com os cértices entorrinal, perirrinal e para-hipocampal; as
memo©rias implicitas envolvem diferentes estruturas como a amigdala, os ganglios da
base e o cerebelo (Albright et al., 2000; Lees e Jones, 2000; Izquierdo, 2002; Squire
et al., 2007).

1.2 O hipocampo e seu envolvimento na formacao de memorias

O hipocampo é uma estrutura encefalica bilateral localizada no lobo temporal

e € um importante componente do sistema limbico, desempenhando um papel
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fundamental na formagdo de memorias de curto e longo prazo (lzquierdo et al.,
1998a), sendo que diferentes areas corticais aferentes e eferentes interagem com
esta estrutura para regular a aquisicdo e o armazenamento de novas informacgdes
(Izquierdo et al., 1998b).

A formacdo de uma meméria de longa duracdo envolve uma série de
processos metabdlicos no hipocampo e em outras estruturas cerebrais, processos
estes que compreendem diversas fases e que requerem entre trés e oito horas.
Enquanto esses processos nao estiverem concluidos, as memoérias de longa
duracao encontram-se labeis. O conjunto desses processos e o seu resultado final
sdo chamados consolidagdo. Os mecanismos neurofisioldégicos e neuroquimicos que
subjazem os processos mneménicos sdao um dos temas mais fascinantes das
neurociéncias e objeto de estudo de pesquisadores ha muito tempo.

Acredita-se que a formacdo de memoérias e o aprendizado envolvam
alteracdes na representacdo neural, através de eventos plasticos que modificam a
comunicacao entre os neurdnios (Dudai et al., 1989). Estes eventos plasticos podem
incluir alteracées na estrutura, na distribuicdo € no nimero de sinapses e também

alteracoes morfoldgicas (Rusakov et al., 1997; Woolf, 1998; Geinisman, 2000).

1.3 A tarefa de Reconhecimento de Objetos

A memoria de reconhecimento permite discriminar caracteristicas, elementos,
situacoes e/ou artefatos familiares e novos, sendo que estas podem ser de um item
individual como um objeto ou de um ambiente completo ou mesmo de uma cena
constituida de um arranjo espacial de muitos itens, uma capacidade obviamente
significativa no que diz respeito a sobrevivéncia (Wan et al., 1999).

Berlyne em 1950, destacou fatores como novidade e curiosidade como
provaveis determinantes do comportamento exploratério de roedores. Anos mais
tarde, Ennaceur e Delacour (1988) basearam-se nestas observacdes para propor
um paradigma para o estudo da formacado deste tipo de memodrias. Este novo
paradigma, o Reconhecimento de Objetos (RO), baseia-se na observacdo de um
comportamento exploratério inato destes animais, sem depender de nenhum
sistema de recompensa. Neste paradigma nao se faz necessario um treinamento
preliminar extenso ja que o aprendizado se da apds uma Unica sessao.

Recentemente foi descrito um protocolo especifico de treinamento na tarefa de RO
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que, ao contrario de grande parte dos protocolos utilizados previamente, mostrou-se
capaz de induzir a formacao de uma memaria robusta em animais normais, capaz
de durar até 120 horas (Rossato et al., 2007).

Este protocolo provou ser muito Util para a avaliacao da retencado da memoria
de reconhecimento de longa duracdo, possuindo varias vantagens como, nao
depender de nenhum sistema de recompensa; ndao possuir estimulos aversivos
(como choque); nado requerer restricdo a alimento ou agua, poder utilizar uma
grande variedade de aparatos e objetos, ser feita tanto com ratos como
camundongos; e nao necessitar de um treinamento preliminar extenso ja que o
aprendizado se da ap6s uma unica sessao.

Andlises neurofisiolégicas de pacientes acometidos de amnésia e
experimentos comportamentais realizados em animais de laboratério sugerem que a
integridade funcional do lobo temporal, mais especificamente da formacéo
hipocampal, € essencial para codificar e armazenar memorias de reconhecimento
(Ennaceur e Delacour, 1988; Logothetis e Sheinberg, 1996; Clark et al., 2000;
Riesenhuber e Poggio, 2002), como na Doenca de Alzheimer (DA) em que a
dificuldade para reconhecer itens familiares ou para discrimina-los de novos
elementos, é um dos sintomas iniciais do declinio cognitivo (Laatu et al., 2003; Lee
et al., 2003; Dudas et al., 2005; Budson et al., 2005). Em concordancia com estas
observacdes, estudos prévios mostraram que a consolidagdo da memoria de
reconhecimento de objetos depende da sintese de proteinas e da iniciacdo do
processo de transcricdo do DNA a RNAm (Myskiw et al., 2007; Rossato et al., 2007).

Por esta razdo, paradigmas de aprendizado baseados no RO, sao

importantes para entender a neurobiologia das memorias declarativas.

1.4 A atividade do oxido nitrico

O 6xido nitrico (NO, do inglés nitric oxide) tem sido aceito como um novo
mensageiro neuronal no cérebro (Garthwaite, 1991; Moncada et al., 1991; Bredt e
Snider, 1992; Dawson et al.,, 1992), que tem demonstrado atuar como mensageiro
retrdgrado nos receptores NMDA, mediando a potenciacao de longa duragao (LTP,
do inglés long term potentiation), a qual € considerada um modelo sinaptico de

certas formas de memodria (Bliss e Collingridge, 1993).
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O NO é um radical livre, gasoso, inorganico sintetizado a partir da L-arginina
por um grupo de enzimas denominadas 6xido nitrico sintases (NOS) (NOS1-3;
também conhecida como NOS neuronal, ou NOSn, NOS endotelial ou NOSe, e NOS
induzivel ou NOSi) e modulam diferentes processos fisiolégicos, incluindo
progressao do sistema imune (Coleman, 2001), inflamacao (Sharma et al., 2007),
homeostasia do sodio (Pollock e Pollock, 2008) também o fluxo sanguineo e a
liberagdo de oxigénio aos tecidos (Buerk, 2007). No sistema nervoso, o NO atua
como mensageiro retrégrado (Son et al, 1996) regulando a liberacdao de
neurotransmissores e neuropeptideos de uma maneira dependente de sua atividade
(Hanbauer et al., 1992).

Em muitas células alvo, o NO se liga ao ferro no sitio ativo da enzima guanilil
ciclase soluvel (GCs), levando a producdao de GMPciclico (GMPc), um segundo
mensageiro que exerce seus efeitos através de canais ibnicos, proteinas cinases,
fosfodiesterases e que também contribui na plasticidade sinaptica hipocampal (Zhuo
et al., 1994a; Arancio et al., 2001; Monfort et al., 2002). A geracdo de GMPc pela
GCs parece ser um passo crucial na sinalizacao de NO no cérebro (Boulton et al.,
1994; Ahern et al., 2002; Monfort et al., 2004; Makhinson et al., 2006).

A regulagéo exercida pelo GMPc sobre diversas proteinas é bem conhecida,
incluindo a proteina cinase G (PKG, do inglés protein kinase G), cujo papel principal
foi sugerido pela descoberta de que inibidores da PKG sao capazes de bloquear a
LTP, enquanto que seus ativadores sao capazes de facilitar a LTP em resposta a um
estimulo tetanico fraco (Zhuo et al., 1994a).

A LTP pode ser definida como um aumento estavel e duradouro na eficiéncia
da transmissao sinaptica. Esta forma de plasticidade sinaptica parece ser o substrato
fisiologico da memdéria e aprendizado (Bliss e Collingridge, 1993). O NO esta
envolvido no processamento de varias formas de plasticidade sinaptica, dentre
estas, a LTP e a depresséao de longa duracao (LTD, do inglés long term depression)
(Garthwaite e Boulton, 1995; Daniel et al., 1998; Prast e Philippu, 2001; Koylu et al.,
2005; Edwards e Rickard, 2007), sendo que na LTP atua como mensageiro
retrégrado nos receptores NMDA (O’Dell et al., 1991).

Estudos tém demonstrado que inibidores da NOS, dentre eles o L-
nitroarginina (L-NoArg), L-NO-monometilarginina (LMeArg ou L-NMMA), e L-NC-
nitroarginina-metil-éster (L-NAME) bloqueiam a indugdo da LTP hipocampal
(Mizutani et al, 1993; Zorumski e Izumi, 1993), assim como inibidores da GCs.
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Contrariamente, analogos do GMPc produzem um aumento duradouro do potencial
pds-sinaptico excitatério, associado com um aumento na atividade da PKG (Arancio
et al., 1995).

Experimentos investigando o papel do NO hipocampal, nos processos
relacionados a meméria tém evidenciado que a inibicdo da NOS no hipocampo de
ratos prejudica a memoéria de trabalho na tarefa de mdultipla escolha (Ohno et
al.,1993) e a retencdo da memoaria na tarefa de esquiva inibitéria (Bernabeu et al.,
1995; Fin et al., 1995; Huang e Lee, 1995). Além disso, a administracao periférica de
inibidores da NOSn prejudicam (Prickaerts et al., 1997) enquanto, doadores de NO
aumentam (Pitsikas et al., 2002) a retencdo da memoria de curta duracdo no RO.

Com relacdo ao papel do GMPc na formacdo de memorias, experimentos
usando a tarefa de esquiva inibitéria em ratos, demonstraram um aumento nos
niveis de GMPc no hipocampo imediatamente apds o treino, e a administragdo de
um andlogo do GMPc no hipocampo imediatamente ap6s o treino aumentou a
retencdo da memdéria (Bernabeu et al., 1996), também foi observado um aumento da
atividade da PKG imediatamente apds o treino (Bernabeu et al., 1997).

A degeneracao do locus ceruleus (LC), ponto de onde saem inervacoes
noradrenérgicas para o0 hipocampo, é uma das primeiras caracteristicas da
patogénese da DA (Haglund et al, 2006; Weinshenker, 2008). Embora as
conseqléncias funcionais da diminuicao de noradrenalina (NA) na progressao da DA
nao seja clara, evidéncias indicam que a administracdo de bloqueadores de
receptores [B-adrenérgicos aumentam os déficits de memdérias declarativas em
pacientes cognitivamente prejudicados (Gliebus e Lippa, 2007), sugerindo que a
sinalizagcdo por NA ¢é importante para elucidar processos referentes a estas
memorias.

A ativacado noradrenérgica da amidala basolateral modula a consolidacéo da
memoéria de RO (Roozendaal et al., 2008). Uma vez que o NO regula a liberagédo de
NA no hipocampo (Lonart et al., 1992; Lonart e Johnson, 1995; Satoh et al., 1996), a
descoberta de novidades aumenta a liberagdo hipocampal de NA (lhalainen et al.,
1999) e esta catecolamina modula a expressdo de proteinas relevantes para a
memoéria (Kobayashi e Yasoshima, 2001), dentre elas o BDNF (do inglés brain-
derived neurotrophic factor) (Hutter et al., 1996; Haenisch et al., 2008).

Assim, considerando que as memodrias declarativas constituem memorias de

grande relevancia, por permitirem que recordemos de fatos e eventos relativos a
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experiéncias; se torna de grande importancia a descoberta de vias de sinalizacao
gue possam estar envolvidas na aquisicao e consolidagéao deste traco. Dessa forma,
decidimos verificar a participacdo da via de sinalizacdo, NO/GMPc/PKG, na tarefa de
reconhecimento de objetos no hipocampo e analisar a possivel ligagcdo entre a
ativacao da NOS e a sinalizacao através da NA e BDNF durante este processo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a participacédo da via de sinalizacdo da NO/GMPc/PKG no processo
de formacao da memdéria de reconhecimento de objetos (RO) e analisar a possivel
ligacao entre a ativagdo da NOS e a sinalizagao através da NA e BDNF durante este

processo.

2.2 Objetivos Especificos

Buscar responder as seguintes questdes:

- Estudar o efeito do inibidor da enzima éxido nitrico sintase neuronal (NOSn),
L-NN, quando administrado na regido CA1 do hipocampo dorsal, na retencao da
memoria de RO.

- Estudar o efeito do inibidor da enzima guanilil ciclase soluvel (GCs), LY-
83583, quando administrado na regido CA1 do hipocampo dorsal na retencéo da
meméria de RO.

- Estudar o efeito do inibidor seletivo da PKG hipocampal, KT-5823, quando
administrado na regiao CA1 do hipocampo dorsal na retengcdo da meméria de RO.

- Estudar o efeito do L-NN no estabelecimento do fendmeno de dependéncia de
estado.

- Investigar se o possivel efeito amnésico causado pela infusédo intra-CA1 de
LY-83583, KT-5823, L-NN ¢é revertido com a co-infusdo de um analogo nao-
hidrolisavel do GMPc, 8-Br-GMPc, imediatamente pds-treino.

- Estudar o efeito do antagonista B-adrenérgico nao-seletivo, timolol, quando
administrado na regiao CA1 do hipocampo dorsal, na retencdo da meméria de RO.

- Verificar se o possivel efeito amnésico causado pela infusdo intra-CA1 de
timolol, é revertido com a co-infusdo de SNAP e 8-Br-GMPc, imediatamente pés-
treino.

- Verificar se o possivel efeito amnésico causado pela infuséo intra-CA1 de LY-
83583, KT-5823, L-NN é revertido com a co-infusdo de um agonista adrenérgio,

noradrenalina (NA), imediatamente pés-treino.
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- Estudar o efeito do anticorpo anti-BDNF, quando administrado na regiao
CA1 do hipocampo dorsal, na retengdo da memdéria de RO. E verificar se BDNF é
capaz de reverter o efeito amnésico de L-NN e timolol.

- Verificar um possivel aumento na expressao de BDNF em distintos tempos
apoés o treino na tarefa de RO.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 2,5 a 3 meses de idade, pesando
em media 300 g. Os animais foram mantidos em caixas moradias em numero de 5
por caixa, em ambiente climatizado (temperatura de 21-23° C), submetidos a um
ciclo claro/escuro de 12 horas, com agua e comida ad libitum; e adquiridos da
Fundacao Estadual de Producdo e Pesquisa em Saude (FEPPS) e mantidos no
biotério do Centro de Memdéria do Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS.

3.2 Cirurgia Estereotaxica

Os animais utilizados foram submetidos a cirurgia estereotaxica para
implantacdo de canulas guia de 0,2 mm de calibre, posicionadas 1,0 mm acima da
regiao CA1 do hipocampo dorsal, seguindo as coordenadas (A -4,2, L £3,0, V -2,0
mm) segundo o Atlas de Paxinos e Watson (1986) (Figura 1).
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Figura 1 Desenho esquematico do cérebro de rato mostrando o local de implantacao das canulas de infusao na regiao
CA1 do hipocampo dorsal (Paxinos e Watson, 1986).

Todo o procedimento foi realizado com os animais previamente anestesiados
com ketamina (“Francotar”; Virba, ou “Vetanarcol”; Kénig) juntamente com Xilazina,
que € um sedativo/miorrelaxante/analgésico (“Coopazine”; Coopers), administrados
intra-peritonealmente (i.p.), nas doses de 75 mg/Kg e 10 mg/Kg, respectivamente
(Figura 2).

Uma vez recuperados da anestesia, os animais foram recolocados em suas
caixas-moradia, € ndo houve troca entre os animais em cada caixa ao longo de todo

0 experimento.
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Figura 2 Foto do animal sendo submetido a cirurgia estereotaxica para a implantacéo de canulas de infusao na regiao
CA1 do hipocampo dorsal. No detalhe, vista geral do equipamento estereotaxico.

3.3 Manipulacao dos animais

Quatro dias apds a cirurgia, os animais passaram por duas sessoes de
manipulagdo. Durante cada sesséo os animais foram levados do biotério até a sala
onde os experimentos seriam conduzidos, retirados da gaiola e manuseados durante

5 minutos.

3.4 O paradigma do reconhecimento de objetos

Quando roedores sao apresentados a objetos familiares e novos, eles
despendem um tempo maior para explorar o objeto novo. Este comportamento tipico
tem sido utilizado no desenho de um paradigma comportamental conhecido como
tarefa de RO (Ennaceur e Delacour, 1988), o qual vem sendo amplamente utilizado
para avaliar os mecanismos envolvidos na formacdo de memorias declarativas
(Reed et al.,, 1999; Mandolesi et al., 2003; Moses et al., 2005).

O aparato para estudar reconhecimento de objetos consiste de um campo
aberto retangular com 60 cm de comprimento por 40 cm de profundidade e 50 cm de
altura o qual se encontra em uma sala com baixa luminosidade e isolada
acusticamente. A parte frontal do campo aberto é construida de vidro, para a melhor
observacédo do animal. Antes de serem submetidos a tarefa de reconhecimento, os
animais passaram por um processo de habituacdo ao dispositivo experimental que
teve duragao de 4 dias e foi constituida de uma sessdao comportamental diaria de 20
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minutos, na qual os animais eram colocados individualmente no campo aberto para
explorarem livremente (Kelly et al., 2003; Akirav e Maroun, 2006).

Os objetos-estimulo utilizados na tarefa de reconhecimento eram
confeccionados em metal, vidro ou cerdmica. Nenhum dos objetos possuia
significancia comportamental para o0s animais experimentais, 0s quais nao
demonstraram preferéncia por nenhum deles, como comprovado em estudos piloto.
Cada objeto foi preso ao assoalho do campo aberto pela base. A arena do campo
aberto, assim como os objetos-estimulo foram limpos com uma solucao de etanol a
30% entre a passagem de cada animal para garantir a auséncia de pistas olfativas.
Foram considerados como comportamentos exploratérios os atos de cheirar ou tocar
os objetos de estimulo com o focinho ou as patas dianteiras. Sentar-se no obijeto,
usa-lo como apoio para explorar o ambiente ou permanecer ao redor dele ndo foram
considerados comportamentos exploratérios. O tempo gasto explorando cada objeto
foi medido por um observador e os dados expressos como percentagem do tempo
total de exploracao (Figura 3).

Figura 3 Fotografia de um animal sendo treinado na tarefa de Reconhecimento de Objetos.

No dia 1 (Sess&o de treino), os ratos foram individualmente colocados no
campo aberto contendo dois objetos diferentes (A e B) para explorarem liviemente
durante 5 min. O teste de retencgao foi realizado 24 h ap6s a sessao de treino (para
analisar a memoéria de longa duracado). Nestas sessdes de teste de 5 min de
duragdo, os ratos foram individualmente re-introduzidos no campo aberto onde um
dos objetos apresentados durante o treino havia sido aleatoriamente substituido por
um objeto novo (C). A infusdo dos farmacos estudados ocorreu nos seguintes
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momentos: imediatamente, 180 ou 360 min apds a sessdao de treino; nos
experimentos que visaram avaliar os efeitos dos farmacos sobre a retencdo da
memoria de longa duracdo. Imediatamente apds o treino e 15 minutos antes do
teste, nos experimentos que objetivaram avaliar um possivel efeito de

estabelecimento de dependéncia de estado.

3.5 Campo Aberto

Para avaliar a atividade locomotora e o comportamento exploratério dos
animais utilizou-se um paradigma conhecido como campo aberto. O aparelho
empregado para tal fim consiste em uma caixa de madeira com dimensdes de 60 x
40 x 50 cm (comprimento x profundidade x altura) com a sua parede frontal de vidro
transparente. O assoalho da caixa é dividido em 12 quadrantes com igual area de
superficie. Durante o experimento, o animal foi gentilmente colocado na arena do
campo aberto, a qual ele pode explorar livremente por 5 min. Durante este tempo
registraram-se o numero de linhas cruzadas e o numero de elevagdes sobre as
patas traseiras (em inglés rearings), comportamentos que nos roedores denotam
exploracao (Bonini et al., 2006; da Silva et al., 2006) (Figura 4).

Figura 4 Fotografia de um rato explorando o Campo Aberto. Observe-se o comportamento de elevagao sobre as patas
traseiras (“rearing”).

3.6 Labirinto em Cruz Elevado

Para avaliar o estado de ansiedade dos animais, utilizou-se a tarefa do

labirinto em cruz elevado. Este labirinto consiste em uma plataforma em cruz com 40
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centimetros de comprimento em cada brago, posicionada a 1 metro de altura; dois
bragcos contra laterais do labirinto possuem paredes elevadas, sendo denominados
fechados, e os outros dois nao possuem paredes, sendo denominados abertos. Os
animais foram colocados no centro do labirinto e deixados livres para explora-lo por
5 minutos. Registrou-se o tempo de permanéncia € o numero de entradas nos
bracos abertos e fechados. Quanto mais ansioso estiver o animal, maior o tempo de
permanéncia nos bracos fechados e o nimero de entradas nestes bracos (Bevilaqua
et al., 2003; Kerr et al., 2005; da Silva et al., 2006) (Figura 5).

Figura 5 Fotografia de um rato sendo submetido ao Labirinto em Cruz Elevado.

3.7 Esquiva Inibitéria

Para verificar se as intervengcdes farmacoldgicas realizadas durante os
experimentos no RO poderiam afetar de forma permanente a funcionalidade do
hipocampo (em lugar de agir especificamente sobre o processo de consolidagdo da
memoria) animais previamente tratados com estas substancias foram submetidos a
tarefa de esquiva inibitéria, paradigma onde a meméria para ser formada, depende
do hipocampo (Rossato et al, 2006; da Silva et al., 2008). Assim, o aparelho
utilizado para o treino na tarefa de esquiva inibitéria de uma Unica sessao consiste
de uma caixa de madeira de 50,0 x 25,0 x 50,0 cm, com a parte frontal feita de
acrilico. O assoalho do aparelho é formado por barras de bronze paralelas e no lado
esquerdo da caixa, ha uma plataforma de 5,0 cm de altura por 7,0 cm de largura.
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Durante a sessao de treino, os animais foram cuidadosamente colocados
sobre a plataforma elevada (Figura 6). Quando desciam desta, e colocavam as
quatro patas na grade de barras de bronze eletrificaveis, recebiam um choque
elétrico de 0,4 mA por 2 seg (Cammarota et al., 2003) sendo imediatamente
recolocados nas caixas-moradia. Para avaliar a retencdo da memdria de esquiva de
longa duracéo, os animais foram submetidos a uma sessao de teste comportamental
24 h apos o treino. O procedimento utilizado na sessao de teste foi idéntico aquele
empregado na sessdo de treino, exceto que ao descer da plataforma o animal nao
recebia choque. Para ambas as sessbes, foram adotados tempos limite para a
descida, sendo 30 seg para a sessao de treino e 300 seg para a sessao de teste.
Aqgueles animais que durante a sessao de treino ndo desceram da plataforma antes
de transcorridos 30 seg foram eliminados do estudo.

Figura 6 Fotografias da caixa de Esquiva Inibitéria. Note-se o animal sobre a plataforma.

3.8 Tratamento farmacoloégico

Os compostos farmacolégicos testados ou os veiculos utilizados na diluicao
dos mesmos foram infundidos bilateralmente na regido de interesse em diferentes
tempos apods o treino na tarefa do RO (no Dia 1) com auxilio de uma micro-seringa
Hamilton, ou 24 h antes do treino na El, Campo Aberto ou Labirinto em Cruz
Elevado. O volume administrado foi 1 pl/lado. As canulas de infusdo foram mantidas
dentro das céanulas-guia por pelo menos 60 seg apds o fim da administracdo da
droga, a fim de evitar o refluxo de liquido.

L-NN (N,-Nitroarginina-2,4-L-diaminobutirico amido di(trifluoroacetato), KT-
5823, 8-Br-GMPc (8-bromoguanosina-3’,5’-monofosfato ciclico), noradrenalina,
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timolol, BDNF (brain-derived neurotrophic factor) e anticorpo anti-BDNF foram
obtidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), LY-83583 (6- Anilinoquinolina-5,8-
quinona) e SNAP (S-nitroso-acetilpenicilamina) obtidos da Calbiochem (La Jolla, CA,
USA). Os farmacos foram dissolvidos em DMSO 2% ou solugédo salina 0,9% e
guardados protegidos da luz a -20°C até o uso. A infusdo dos compostos foi
realizada a temperatura ambiente e em uma sala com baixa luminosidade. As doses
utilizadas foram determinadas com base em experimentos pilotos e em estudos
prévios que mostraram o efeito destes farmacos sobre o aprendizado e a meméria

de ratos, e em outras variaveis comportamentais e fisioldgicas.

Figura 7 Infusdo de farmacos através das canulas-guia esterotaxicamente implantadas. A canula de infusdo, 1,0 mm
maior em comprimento do que a canula-guia é introduzida na luz desta, atingindo a regido-alvo onde se deseja que o farmaco
ou salina sejam infundidos.

3.9 Controle histolégico da regiao estudada

A verificacdo do posicionamento anatdémico das canulas implantadas e do
local atingido pela infusdo foi realizada post mortem. Para isso, depois dos
procedimentos comportamentais aos quais os animais foram submetidos, estes
receberam a infusdo de 1 ul de uma solucdo de azul de metileno 0,1% através das
mesmas canulas utilizadas para aplicagdo das drogas. Quinze minutos depois da
infusdo, os animais foram sacrificados por decapitacao, seus cérebros removidos e
colocados em uma solucdao de formol 4% por um periodo de quatro dias.
Posteriormente, procedeu-se a analise histolégica. Somente animais com a
localizacdo correta das canulas foram considerados na analise estatistica dos dados
(Figura 1).
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3.10 Experimentos bioquimicos

Nos experimentos bioquimicos foram utilizados 2 grupos controles: 1)
Controle Absoluto total: animais que nao receberam nenhum estimulo experimental
e que foram utilizados como referéncia em todos os experimentos bioquimicos; 2)
Controle: animais que ndo receberam nenhum estimulo experimental; 3) animais

treinados e sacrificados em diferentes tempos apdés o treino.

3.11 Imunoblot

A separacao eletroforética de proteinas foi realizada através de técnicas
convencionais. A deteccdo imunolégica das proteinas eletrotransferidas a
membranas de PVDF foi realizada utilizando anticorpos secundérios acoplados a

peroxidase e um sistema quimioluminescente.

3.12 Medida da atividade da NOS

Para a medida da atividade da 6xido nitrico sintase (NOS) no hipocampo foi
utilizado o método colorimétrico empregando o Reagente de Griess. O método se
resume em medir colorimetricamente a producdo de anion nitrito (NO2) no meio,

uma vez que a auto-oxidacao do 6xido nitrico gera como produto final, nitrito.

3.13 Analise Estatistica

Para a andlise estatistica dos dados obtidos na tarefa de reconhecimento de
objetos, utilizou-se o teste t de Student para amostra unica (valor de referéncia 50).
Para as tarefas do campo aberto, do labirinto em cruz elevado e da esquiva
inibitéria, assim como a para a atividade da 6xido nitrico sintase foi utilizado teste t
de Student. Para a analise estatistica dos niveis de BDNF foi utilizado ANOVA
seguido de contraste adequado. Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

A andlise estatistica foi realizada em um computador Pentium IV 2.8 GHz
utilizando o software Prism Graph-Pad 5.1.
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4 RESULTADOS

4.1 A infusao intra-hipocampal de L-NN apdés o treino, impede a
consolidacao da memdria de reconhecimento de objetos.

Em primeiro lugar decidimos investigar se a atividade da NOSn é requerida
para a formacdo da meméria de reconhecimento associada a tarefa do RO. Para tal,
treinamos ratos na tarefa de reconhecimento de objetos (ver Metodologia) e,
imediatamente, 180 ou 360 min, eles foram infundidos bilateralmente com L-NN
(0.01-1 pg/lado), um inibidor especifico da NOSn, ou Veiculo (Veh) na regiao CA1 do
hipocampo dorsal. A retencdo da memodria foi avaliada 24 h apds o treino. Durante
esta sessdo de teste, 0os animais foram expostos durante 5 minutos a um dos objetos
que havia sido apresentado durante o treino juntamente com um objeto novo. Como
se pode observar na figura 8A, os animais que receberam veiculo (Veh) exploraram
0 objeto novo por tempo significativamente maior que o objeto conhecido, mostrando
que retiveram a meméria de longa duragéo para o objeto apresentado na sessao de
treino. Entretanto os ratos que receberam infusdo de L-NN na dose maior (1 pg/lado)
passam a mesma quantidade de tempo explorando o objeto novo e o familiar
durante a sesséao de teste (Fig. 8A).

Em concordancia com estes dados, o treino no RO aumentou a atividade das
NOS na regiao CA1 do hipocampo dorsal, imediatamente apés o treino (Fig. 8B).

Porém, quando o L-NN foi infundido na regido CA1 do hipocampo dorsal 180
ou 360 min apo6s o treino, ndo se observou efeito significante sobre a inibicdo da
retencdo da memdéria de RO (Fig. 8C).
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Figura 8 A infusao do inibidor da NOSn, L-NN, imediatamente mas nao 180 ou 360 min apos o treino, impede a
retengao da memoria de longa duragao da tarefa de reconhecimento de objetos; o treino no RO aumenta a atividade da
NOS. Ratos Wistar machos com canulas estereotaxicamente posicionadas na regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados
na tarefa de Reconhecimento de Objetos. Para tanto, no Dia 1 (Treino; Tr), os ratos foram expostos a dois objetos distintos (A e
B) por 5 min. (A) Imediatamente ap6s o treino os animais receberam infusao bilateral (1 pl/lado) de veiculo (Veh; 0,1% DMSO
em salina) ou L-NN (0,01 — 1 pg/lado) na regiao CA1 do hipocampo dorsal. No Dia 2 (Teste), os animais foram expostos a um
objeto familiar (A) e um objeto novo (C) por 5 min, para avaliagdo da retengdo da memdria de longa duragdo. Os dados (média
+ erro padrdo) sao representados como porcentagem do tempo total de exploragdo. ***p<0,01 e **p<0,05 em teste ¢ de
Student. (n=10 por grupo). (B) Imediatamente apds o treino no RO os animais foram sacrificados e a regiado CA1 hipocampal
removida para a avaliagéo da atividade da NOS mediante o uso do Reagente de Griess. Os dados (média * erro padrao) estao
representados em relagdo ao naive. ***p<0,01 e **p<0,05 em teste t de Student (n=4 por grupo). (C) Os animais foram
treinados e testados como em A, porém a infusdo de L-NN (1ug/lado) ocorreu 180 ou 360 min apds o treino. Os dados (média
+ erro padrdo) sao representados como porcentagem do tempo total de exploragcdo. ***p<0,01 e **p<0,05 em teste ¢ de
Student. (n=10 por grupo).
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O termo dependéncia de estado refere-se a um fendmeno em que a evocacao
de uma memoria previamente adquirida € mais facil se o individuo encontra-se no
mesmo estado neuro-humoral em que se encontrava no momento da aquisi¢ao.
Neste sentido, o estado neuro-humoral participaria da aquisicdo da memaéria como
mais um fator contextual do aprendizado, agindo como um estimulo condicionado.
Tal acontecimento pode ser observado para diversas substancias enddégenas, como,
por exemplo, os horménios do estresse, e algumas exdgenas, como morfina e
alcool. Relatos tém descrito que a inibicdo da NOS hipocampal induz um déficit na
mem©éria de reconhecimento, devido a este fenébmeno (Blokland et al., 1988) e que o
NO modula uma amnésia estado-dependente causada pela administracéo pré-treino
de morfina e litio (Khavandgar et al., 2003; Zarrindast et al., 2007). Por esta razédo
estudamos se os efeitos negativos do L-NN poderiam dever-se a indugédo de um
fenbmeno deste tipo. Para responder esta questdo treinamos animais que foram
subdivididos em quatro diferentes grupos: 1) animais que receberam infusdo de L-
NN imediatamente apds o treino e Veh 15 min antes do teste; 2) animais que
receberam infusdo de L-NN imediatamente apds o treino e L-NN 15 min antes do
teste; 3) animais que receberam infusdo de Veh imediatamente ap6s o treino e Veh
15 antes do teste; 4) animais que receberam infusdo de Veh imediatamente apds o
treino e L-NN 15 min antes do teste. Como pode se observar na figura 9, a infusao
de L-NN imediatamente ap6s o treino (como demonstrado anteriormente) induz
amnésia e esta ndo é revertida pela infusdo de L-NN 15 min antes do teste o que
indica que o efeito amnésico da inibicdo da NOSn n&o ocorreu devido ao fenébmeno
de dependéncia de estado. Além disso, a infusdo de L-NN 15 min antes do teste nédo

exerce qualquer efeito sobre a formacgao deste tipo de memodria.
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Figura 9 O efeito amnésico causado pela inibicao da NOSn nao ocorreu devido a dependéncia de estado. Ratos Wistar
machos com canulas posicionadas estereotaxicamente na regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados na tarefa de
Reconhecimento de Objetos. Para tanto, no Dia 1 (Treino; Tr), os ratos foram expostos a dois objetos distintos (A e B) por 5
min e imediatamente apds o treino foram divididos em quatro grupos distintos que receberam diferentes combinagdes de
infusées com veiculo (Veh; 0,1% DMSO em salina) ou L-NN (1 ug/lado) na regiao CA1 do hipocampo dorsal: 1) animais que
receberam infusdo de L-NN imediatamente apds o treino e Veh 15 min antes do teste; 2) animais que receberam infusédo de L-
NN imediatamente apds o treino e L-NN 15 nin antes do teste; 3) animais que receberam infusio de Veh imediatamente apds o
treino e Veh 15 antes do teste; 4) animais que receberam infusdo de Veh imediatamente apds o treino e L-NN 15 min antes do
teste. No Dia 2 (Teste), os animais foram expostos a um objeto familiar (A) e um objeto novo (C) por 5 min, para avaliagdo da
retencdo da memoria de longa duragéo. Os dados (média * erro padrao) sdo representados como porcentagem do tempo total
de exploragdo. **p<0,05 em teste t de Student. (n=10 por grupo).

Para averiguar se a infusao intra-hipocampal de L-NN exerceria alguma acao
tardia no estado de ansiedade ou na atividade exploratéria dos animais que pudesse
mascarar a evocagdo da MLD de reconhecimento de objetos, infundimos
bilateralmente VEH ou L-NN e submetemos os animais a uma sessao

comportamental no campo aberto ou no labirinto em cruz elevado 24 horas apés a
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infusdo. Como pode se observar na tabela 3, o L-NN ndo afetou o numero de
entradas totais, 0 numero de entradas nos bragos abertos nem o tempo total gasto
nos bracos abertos durante uma sessao de 5 min no labirinto em cruz elevado.
Similarmente, o L-NN nao alterou nem o numero de cruzamentos nem o nimero de
elevacoes durante uma sessdo comportamental de 5 min de duracdo num campo
aberto. Em conjunto, estes resultados indicam que quando infundida no hipocampo
24 h antes da avaliagcdo comportamental, L-NN ndo modifica nem o estado de
ansiedade nem a atividade motora dos animais (Tab. 3).

Para assegurar que o efeito amnésico causado por L-NN néo se devia a um
possivel efeito permanente de perda da funcionalidade do hipocampo, ratos
infundidos bilateralmente na regido CA1 com L-NN (1 pg/lado) ndo mostraram
nenhum déficit remanescente na sua capacidade de aprendizado ap6s 24 horas. De
fato, como se pode observar na tabela 3, quando infundidos bilateralmente na regido
CA1 do hipocampo dorsal com L-NN 24 h antes do treino na tarefa da esquiva
inibitéria de sessdo Unica, os ratos aprenderam normalmente a resposta

condicionada aversiva (Tab. 3).

VEH L-NN
A) Labirinto em cruz-elevado
Total de entradas 155+1.3 14.5+1.8
% de tempo nos bragos abertos 40.2 = 3.1 37.6+4.8
B) Campo aberto
Cruzamentos 35.9+5.2 39.0+55
Elevacoes 122125 12.8 £ 2.1
C) Esquiva inibitéria
Laténcia de descida na sessao de 10.2+£1.9 11.5 £ 3.1
treino (seqQ)
Laténcia de descida na sessao de 201.1 £30.5 228.7 £28.9
teste (seg)

Tabela 3 A infusao de L-NN nao afetou o desempenho dos animais na tarefa de campo aberto, labirinto em cruz
elevado e esquiva inibitoria. Ratos Wistar machos com canulas posicionadas estereotaxicamente na regido CA1 do
hipocampo dorsal receberam 24 h antes das tarefas, infusdo bilateral de veiculo (Veh; 0,1% DMSO em salina) ou L-NN
(1ug/lado). (A) Os animais foram submetidos a tarefa do labirinto em cruz elevado para verificar o estado de ansiedade. Os
dados (média * erro padrao) sdo representados como numero de eventos e % de tempo. **p<0,05 em teste t de Student. (n=10
por grupo). (B) Ratos foram submetidos a tarefa de campo aberto para verificar se L-NN afetaria a atividade locomotora. Os
dados (média + erro padrao) sé@o representados como numero de eventos. **p<0,05 em teste t de Student. (n=10 por grupo).
(C) Os animais foram submetidos a tarefa de esquiva inibitéria para verificar a funcionalidade do hipocampo. Os dados (média
+ erro padrdo) sao representados como tempo em seg. **p<0,05 em teste t de Student. (n=10 por grupo).
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4.2 A infusao intra-hipocampal de LY83583 ou KT5823 apds o treino
impede a consolidacao da memaéria de reconhecimento de objetos e a infusao
intra-hipocampal de 8-Br-GMPc é capaz de reverter o efeito amnésico causado
por L-NN e LY83583 sobre a consolidacao da memoria de reconhecimento de
objetos, mas nao é capaz de reverter o efeito amnésico de KT5823.

Uma vez que a via de sinalizagcdo NO/GMPc/PKG esta envolvida em muitas
das respostas fisiologicas do NO, em diferentes preparagdoes experimentais
(Bouallegue et al., 2007; Haghikia et al., 2007; Prieto-Castell6 et al., 2007; Spolidoério
et al., 2007;), e ja que encontramos que a inibicdo da NOSn prejudica a formacéo da
mem©éria de reconhecimento de objetos, resolvemos investigar a participacao desta
cascata de sinalizacdo na formagdao dessa meméria. Para tal, treinamos animais
como descrito anteriormente e, em diferentes tempos apds a sessao de treino, eles
foram infundidos bilateralmente com o inibidor da GCs, LY83583 (0,002 - 0,2
ug/lado; Fig. 10A) ou com o inibidor da PKG, KT5823 (0,001 - 0,1 ug/lado; Fig. 10B)
ou Veiculo (Veh) imediatamente apds o treino, na regiao CA1 do hipocampo dorsal.
A retencdo da memédria foi avaliada 24 h apés o treino. Como se pode observar na
Fig.10, os animais que receberam veiculo (Veh) exploraram o objeto novo por tempo
significativamente maior que o objeto conhecido, mostrando que retiveram a
memdéria de longa duracdo para o0 objeto apresentado na sessdo de treino.
Entretanto os ratos que receberam infusdo de LY83853 ou KT5823 na dose maior
(0,2 e 0,1 pg/lado respectivamente) passaram a mesma quantidade de tempo
explorando o objeto novo e o familiar durante a sessdo de teste. LY83583 e KT5823
nao afetaram a memdéria de longa duracao do RO quando infundidos em CA1, 180
ou 360 min apos o treino (dados ndo mostrados).

Apbs termos realizado experimentos onde verificamos que a atividade da
NOSn, bem como da GCs e da PKG hipocampais se fazem necessarias para a
formacao da memoria de reconhecimento de longa duracao decidimos investigar se
0 analogo néo-hidrolisdvel do GMPc, o 8-Br-GMPc, teria a capacidade de reverter o
efeito amnésico causado por L-NN, LY83583 e KT5823. Para tanto, treinamos
animais como descrito na metodologia e imediatamente ap6s o treino realizamos a
infusdo de 8-Br-GMPc (5 ug/lado) com L-NN (1 pg/lado), LY83583 (0,2 ug/lado) ou
KT5823 (0,1 ug/lado), como pode se observar na figura 10C, 8-Br-GMPc reverteu o
efeito amnésico de L-NN e LY83583, mas nao aquele induzido por KT5823.
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Figura 10 A infusdo do inibidor da GCs, LY83583 ou do inibidor da PKG, KT5823, imediatamente apds o treino
impedem a retencao da memoria de longa duracao de reconhecimento de objetos. Ratos Wistar machos com canulas
posicionadas estereotaxicamente na regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados na tarefa de Reconhecimento de
Objetos. Para tanto, no Dia 1 (Treino; Tr), os ratos foram expostos a dois objetos distintos (A e B) por 5 min. (A) Imediatamente
apos o treino, os animais receberam infusao bilateral (1 pl/lado) de veiculo (Veh; 0,1% DMSO em salina) ou LY83583 (2 - 200
ng/lado) na regido CA1 do hipocampo dorsal. (B) Imediatamente apds o treino, os animais receberam infusédo bilateral (1
pl/lado) de veiculo (Veh; 0,1% DMSO em salina) ou KT5823 (1 - 100 ng/lado) na regido CA1 do hipocampo dorsal. (C)
Imediatamente apés o treino, os animais receberam infusao bilateral (1 pl/lado) de veiculo (Veh; 0,1% DMSO em salina) ou a
co-infusdo de L-NN (1 pg/lado), de LY83583 (0,2 pg/lado) e de KT5823 (0,1 ug/lado) com 8-Br-GMPc (5 ug/lado). No Dia 2
(Teste), os animais foram expostos a um objeto familiar (A) e um objeto novo (C) por 5 min, para avaliagdo da retengdo da
memoria de longa duragdo. Os dados (média + erro padrdao) sdo representados como porcentagem do tempo total de
exploragdo. ***p<0,01 e **p<0,05 em teste t de Student. (n=10 por grupo).
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4.3 A infusao de timolol imediatamente ap6s o treino impede a retencao
da memoria de longa duracao de reconhecimento de objetos e 8-Br-GMPc e
SNAP nao sao capazes de reverter seu efeito amnésico. Porém a NA é capaz
de reverter o efeito amnésico causado por L-NN, LY83583 e KT5823.

Ainda que os efeitos fisiologicos da via NOS/GMPc/PKG no hipocampo nao
tenham sido inteiramente elucidados, inumeros relatos indicam que a liberacédo de
NA é um importante fator situado abaixo dessa cascata de sinalizacdo. Com relacao
a isto, tem-se demonstrado que a inibicdo de NOSn impede a diminuicdo de NA
hipocampal induzida pelo bloqueador de NA, DSP-4 (Sz6ké et al., 2001), e que
doadores de NO estimulam a liberacao de NA em fatias hipocampais (Lonart et al.,
1992; Satoh et al, 1996; 1997) e potenciam a liberacdo obtida por 3,4-
diaminopiridina (Lauth et al., 1993) e NMDA (Jones et al., 1994, 1995; Stout e
Woodward, 1995).

Para verificarmos a acado dos receptores [B-adrenérgicos nesta via de
sinalizacao, administramos na regiao CA1 do hipocampo dorsal, timolol (1 ug/lado),
um bloqueador dos receptores B-noradrenérgicos, que como podemos observar na
figura 11 prejudicou a retengdo da MLD do RO. Seu efeito amnésico nao foi revertido
pela co-infusdo de 8-Br-GMPc (5 ug/lado) ou do doador de NO, SNAP (5 ug/lado)
(Fig. 11).
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Figura 11 A infusao de timolol imediatamente apds o treino impede a retencao da memoria de longa duracao de
reconhecimento de objetos e 8-Br-GMPc e SNAP nao sao capazes de reverter seu efeito amnésico. Ratos Wistar
machos com canulas posicionadas estereotaxicamente na regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados na tarefa de
Reconhecimento de Objetos. Para tanto, no Dia 1 (Treino; Tr), os ratos foram expostos a dois objetos distintos (A e B) por 5
min. Imediatamente ap6s o treino, os animais receberam infuséo bilateral (1 wl/lado) de veiculo (Veh; 0,1% DMSO em salina)
ou de timolol (1 pg/lado), além da co-infusao de timolol (1 pg/lado) com 8-Br-GMPc (5 pg/lado) ou SNAP (5 pg/lado). Os dados

(média + erro padréo) séo representados como porcentagem do tempo total de exploragdo. ***p<0,01 e **p<0,05 em teste f de
Student. (n=10 por grupo).
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Entretanto, a amnésia causada pela infusado intra-CA1 de L-NN, LY83583 e
KT5823 foi revertida pela co-administracdo de NA (1 pg/lado) (Fig. 12), indicando
que a estimulacao de receptores B-adrenérgicos hipocampais € essencial para a
consolidacdo da meméria de longa duragdo no RO, e que este processo esta
intimamente ligado a ativacédo da via de sinalizagao NOS/GMPc¢/PKG.

Estes resultados indicam que a ativacdo dos receptores B-noradrenérgicos é
importante para a formacao da memoria de reconhecimento de objetos e por sua vez
ocorre posteriormente a ativacao da via NO/GMPc/PKG, ja que a infusao de NA é
capaz de reverter o efeito amnésico induzido pelos inibidores desta via.
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Figura 12 A amnésia causada pela infusao intra-CA1 de L-NN, LY83583 e KT5823 é revertida pela co-administracao de
NA. Ratos Wistar machos com canulas posicionadas estereotaxicamente na regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados
na tarefa de Reconhecimento de Objetos. Para tanto, no Dia 1 (Treino; Tr), os ratos foram expostos a dois objetos distintos (A e
B) por 5 min. Imediatamente apds o treino, os animais receberam a infuséo bilateral (1 pl/lado) de veiculo (Veh; 0,1% DMSO
em salina) ou a co-infusdo de NA (1 pg/lado) com L-NN (1 pg/lado), LY83583 (0,2 pg/lado) ou KT5823 (0,1 ug/lado). No Dia 2
(Teste), os animais foram expostos a um objeto familiar (A) e um objeto novo (C) por 5 min, para avaliagido da retengdo da
memoria de longa duragdo. Os dados (média + erro padrdao) sdo representados como porcentagem do tempo total de
exploragdo. ***p<0,01 e **p<0,05 em teste t de Student. (n=10 por grupo).
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4.4 A infusao intra-hipocampal de Anti-BDNF apo6s o treino impede a
consolidacao da memoéria de reconhecimento de objetos. E a infusao intra-
hipocampal de BDNF nao é capaz de reverter o efeito amnésico induzido por L-
NN ou timolol apés o treino na tarefa de reconhecimento de objetos.

Descobertas recentes sugerem que, através de mecanismos dependentes de
GMPc e NA, o NO aumenta a expressdao de BDNF (Chen e Russo-Neustadt, 2007),
uma neurotrofina que apresenta papel essencial na formacao e persisténcia de
memb©érias (Bekinschtein et al., 2008; Lu et al., 2008). Assim, resolvemos investigar a
possivel existéncia de uma ligacdo entre a ativacdo da NOS, a estimulagdo de
receptores -adrenérgicos e a expressdao de BDNF durante a formagao da memoria
de RO. Para tal treinamos animais na tarefa do RO como descrito anteriormente e
em diferentes tempos apds o treino os animais foram sacrificados e a regiao CA1 do
hipocampo dorsal dissecada para analises posteriores. Como podemos observar,
quando treinamos animais na tarefa do RO e os submetemos a infusao bilateral na
regiao CA1 do hipocampo dorsal do anticorpo Anti-BDNF (0,5 pg/lado)
imediatamente apos o treino, observamos um claro prejuizo na retencao da memoria
de RO (Fig. 13A). Ainda, a co-infusdo de BDNF, em uma dose previamente
mostrada por reverter a amnésia induzida por inibidores de sintese protéica em
memdérias de medo (Beckinschtein et al, 2007), ndo previne o efeito amnésico
causado por L-NN ou timolol (Fig. 13B). Além disso, o treino na tarefa do
reconhecimento de objetos induz um aumento nos niveis de BDNF na regido CAT1
hipocampal, apresentando um maximo em 120 min apds o treino (Fig.13C) e quando
administrado na regiao CA1 do hipocampo dorsal, imediatamente apos o treino, L-
NN e timolol blogueiam, enquanto SNAP e NA levam ao aumento de BDNF
desencadeado pelo RO (Fig. 13D).
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Figura 13 A) A infusao intra-CA1, do anticorpo Anti-BDNF prejudica a retencdo da meméria do RO. Ratos Wistar machos
com canulas posicionadas estereotaxicamente na regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados na tarefa de
Reconhecimento de Objetos. Para tanto, no Dia 1 (Treino; Tr), os ratos foram expostos a dois objetos distintos (A e B) por 5
min e imediatamente apds o treino, os animais receberam a infusdo bilateral (1 ul/lado) de veiculo (Veh; 0,1% DMSO em
salina) ou a infusao do anticorpo Anti-BDNF (0,5 pg/lado). No Dia 2 (Teste), os animais foram expostos a um objeto familiar (A)
e um objeto novo (C) por 5 min, para avaliagdo da retengcdo da memdria de longa duragéo. Os dados (média * erro padrao) séo
representados como porcentagem do tempo total de exploragédo. ***p<0,01 e **p<0,05 em teste t de Student. (n=10 por grupo).
B) A infusdao de BDNF nao reverte o efeito amnésico de L-NN ou timolol quando administrados imediatamente apos o
treino. Ratos Wistar machos com canulas posicionadas estereotaxicamente na regido CA1 do hipocampo dorsal foram
treinados e testados como em A, porém receberam infuséo bilateral (1 pl/lado) de veiculo (Veh; 0,1% DMSO em salina), L-NN
(1 pg/lado), timolol (1 pg/lado) ou a combinagdo de L-NN ou timolol com de BDNF (0,25 pg/lado). Os dados (média + erro
padréo) séo representados como porcentagem do tempo total de exploragdo. ***p<0,01 e **p<0,05 em teste t de Student.ws
(n=10 por grupo). C) O treino no RO induz um aumento nos niveis de BDNF na regido CA1 hipocampal. Ratos Wistar
machos foram treinados na tarefa de Reconhecimento de Objetos. Para tanto, no Dia 1 (Treino; Tr), os ratos foram expostos a
dois objetos distintos (A e B) por 5 min e imediatamente, 30 ou 120 min apds o treino os animais foram sacrificados e a regiao
CA1 do hipocampo dorsal removida. Os niveis da proteina BDNF foram verificados mediante técnica de Western-Blot. Os
dados (média + erro padrao) sao representados como porcentagem em relagdo ao grupo controle absoluto total. ***p<0,01 e
**p<0,05 em teste ANOVA seguido de Dunnet. (n=4 por grupo). D) Quando administrados na regiao CA1 do hipocampo
dorsal, imediatamente apos o treino, L-NN e timolol (TIM) bloqueiam, enquanto SNAP e noradrenalina (NA) aumentam
os niveis de BDNF na tarefa do RO. Ratos Wistar machos foram treinados na tarefa de Reconhecimento de Objetos. Para
tanto, no Dia 1 (Treino; Tr), os ratos foram expostos a dois objetos distintos (A e B) por 5 min e imediatamente ap6s o treino os
animais receberam a infusdo de L-NN (1 pg/lado), TIM (1 pg/lado), NA (1 pg/lado) ou SNAP (5 pg/lado), e foram sacrificados
120 min apo6s e a regido CA1 do hipocampo dorsal removida. Os niveis da proteina BDNF foram verificados mediante técnica
de Western-Blot. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo. **p<0,01 e #p<0,05 e sdo representados como
porcentagem em relagdo ao grupo controle (naive), em teste ANOVA seguido de Tukey (n=4 por grupo). ***p<0,01 sao
representados como porcentagem em relagao ao grupo treinado 120 min, em teste ANOVA seguido de Tukey (n=4 por grupo).

Nossos experimentos indicam que a neurotrofina BDNF é necessaria para
que ocorra a formacao da memdaria de reconhecimento, uma vez que o treino nesta
tarefa induz a um aumento nesta proteina e que a infusdo de anti-BDNF prejudica a
retencao desta memoria.

No entanto, apesar de ser necessario, 0 BNDF nao é suficiente para formacao
deste tipo de memodria, ja que ndo é capaz de reverter o efeito amnésico causado

pela inibicdo da NOSnh e pelo bloqueio dos receptores B-adrenérgicos.
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que:

1) A infusdo do inibidor da 6xido nitrico sintase neuronal, L-NN,
imediatamente apds o treino na tarefa de RO, impede a formacdo da memdéria de
longa duragéo.

2) A infusdo do inibidor da guanilil ciclase soluvel (GCs), LY-83583,
imediatamente apds o treino na tarefa de RO, impede a formacdo da meméria de
longa duragéo.

3) A infusdo do inibidor seletivo da PKG, KT-5823, imediatamente apds o
treino na tarefa de RO, impede a formacao da memdéria de longa duracéo.

4) O efeito amnésico causado pelo inibidor da NOS, L-NN, na regiao CA1 do
hipocampo dorsal, imediatamente apds o treino na tarefa de RO ndo se deve ao
estabelecimento de dependéncia de estado.

5) O efeito amnésico causado pela infusao intra-CA1 de LY-83583 e L-NN é
revertido com a co-infusdo do analogo nao-hidrolisavel do GMPc, 8-Br-GMPc, porém
o efeito amnésico ocasionado pela infusdo de KT5823 ndo é revertido,
imediatamente pds-treino na tarefa de RO.

6) O antagonista B-adrenérgico nao-seletivo, timolol, bloqueia a retengao da
meméria de RO.

7) O efeito amnésico causado pela infusdo intra-CA1 de timolol, ndo é
revertido com a co-infusdo de SNAP e 8-Br-GMPc, imediatamente apds o treino.

8) O efeito amnésico causado pela infusdo intra-CA1 de LY-83583, KT-5823,
L-NN ¢é revertido com a co-infusdo do agonista adrenérgico, noradrenalina,
imediatamente apds o treino.

9) A infusdo do anticorpo Anti-BDNF, imediatamente apds o treino na tarefa
de RO, impede a formacao da memdria de longa duracdo. E BDNF nao é capaz de
reverter o efeito amnésico induzido por L-NN ou timolol ap6s o treino na tarefa de
reconhecimento de objetos.

10) Observa-se um aumento na expressao de BDNF 120 min apés o treino na
tarefa de RO.
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Os resultados mostrados corroboram com resultados previamente descritos
sobre o envolvimento da via de sinalizagdo durante o processamento da informacéao.
Sabe-se que a inibicdo da atividade da NOS prejudica a memoria em diferentes
modelos experimentais, incluindo galinhas (Rickard et al., 1998), peixes (Xu et al.,
2007), camundongos (Baratti e Kopf, 1996) e ratos (Myslivecek et al., 1996)
enquanto que ativadores da NOS e doadores de NO sao conhecidos por aumentar a
retencdo de memoérias (Telegdy e Kokavszky, 1997; Khavandgar et al, 20083;
Pitsikas et al., 2005). Além disso, drogas que reduzem a atividade da GCs e da PKG
também reduzem a retencdo de memarias enquanto que, drogas que aumentam os
niveis de GMPc, melhoram a retencao de memorias (Bernabeu et al., 1996; 1997;
Chien et al., 2005). Entretanto, quase todos os estudos relativos ao papel do NO no
processamento de memérias empregam motivacdo com medo ou alguma tarefa que
envolva um aprendizado condicionado ao medo, mas pouco se sabe sobre a
participacdo da cascata de sinalizacdo NO/GMPc/PKG em memdrias declarativas.

Paradigmas de aprendizado baseados no reconhecimento de objetos (RO)
sao importantes para entender a neurobiologia das memodrias declarativas e por
esse motivo foi empregado neste trabalho para analisar a participacdo da via de
sinalizagdo NO/GMPc/PKG na formacao destas memorias.

Assim, os resultados apresentados demonstram que o inibidor da NOSn, L-
NN, administrado intra-CA1 imediatamente apds o treino na tarefa de RO prejudica a
retencdo da memoria 24 h apds o treino. Porém quando a infusdao ocorre 180 ou
360 min apéds o treino, esse efeito jA ndo € mais observado. Esses resultados séo
confirmados quando se observa que a atividade da NOSn apresenta-se aumentada
imediatamente apos o treino na tarefa de RO. A inibicao da NOS hipocampal poderia
estar causando um déficit na meméria de reconhecimento devido ao fenédmeno de
dependéncia de estado (Blokland et al., 1998), no entanto, como foi observado, a
infusdo de L-NN intra-CA1 n&o induziu a ocorréncia desse fendmeno na memdaria de
RO.

Ainda, quando administrada 24 h antes da respectiva sessao comportamental,
esta droga ndo afetou o desempenho de animais nas tarefas de Campo Aberto e
Labirinto em Cruz Elevado, ou seja, o efeito amnésico causado por L-NN no RO
provavelmente se deve a uma acao especifica sobre o processo de consolidacdo da
memoria, ja que nao se observa modificacdo na atividade locomotora, exploratoria

ou estado de ansiedade do animal. Além disso, ratos que receberam L-NN intra-CA1
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24 h antes de serem treinados no paradigma da El foram capazes de formar e
conservar a memoria pertinente a esta tarefa. Ja que a formacao da memoria de El
depende da participacao funcional do hipocampo, este resultado demonstra que o
efeito amnésico que esta droga tem sobre a meméria de reconhecimento nao se
deve a inducao de danos permanentes ao hipocampo, mas a um efeito inibitério real
sobre o processo de consolidacao.

Dando sequéncia a cascata de sinalizacao que ocorre na via NO/GMPc/PKG,
observamos que inibidores da GCs (LY83583) e da PKG (KT5823) quando
administrados intra-CA1 imediatamente ap6s o treino, bloqueiam a retencdo da
mem©éria de RO no teste realizado 24 h depois.

A co-infusao dos inibidores da cascata de sinalizagdo NO/GMPc/PKG, com o
analogo nao-hidrolisavel do GMPc, 8-Br-GMPc, foi capaz de reverter o efeito
amnésico causado por L-NN e LY83583 mas nao o causado por KT5823.

Ainda que os efeitos fisiologicos da via NO/GMPc/PKG no hipocampo nao
tenham sido inteiramente elucidados, inUmeros relatos indicam que a liberacado de
NA é um importante fator situado abaixo dessa cascata de sinalizacdo, assim a
verificagcdo da participagéo dos receptores -adrenérgicos se deu pela administragao
intra-CA1 do inibidor destes, timolol, que bloqueou a retencdo da MLD de RO e cujo
efeito ndo foi revertido pela co-infusdo com 8-Br-GMPc e pelo doador de NO, SNAP.

A amnésia induzida pelos inibidores L-NN, LY83583 e KT5823 foi revertida
pela co-administracdo de NA, na regido CA1 do hipocampo dorsal o que indica que
a estimulacdo de receptores B-adrenérgicos hipocampais é essencial para a
consolidacao da memdria de longa duracdo no RO, e que este passo esta abaixo na
ativacao da via de sinalizacdo NOS/GCs/GMPc/PKG.

Como a inducdao de BDNF parece aumentar através de mecanismos
dependentes GMPc e NA, verificamos que o treino no RO induz um aumento de
BDNF na regido CA1 hipocampal com um pico 120 min apds o treino, e a infusado do
anticorpo Anti-BDNF prejudica a retencdo da memoéria de RO.

Além disso, quando administrado na regido CA1 do hipocampo dorsal,
imediatamente ap6s o treino, L-NN e timolol demonstraram bloquear, enquanto
SNAP e NA aumentaram os niveis de BDNF desencadeado pelo RO.

As primeiras evidéncias que o NO aumenta os niveis de GMPc em diferentes
localizag¢des, incluindo o cérebro, foram descritas por Arnold e colaboradores (1977)
e foi confirmada por Gerzer e colaboradores (1981), quem purificou em pulmdes
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uma guanilil ciclase estimulada por nitroprussiato de sédio soluvel e depois por
Garthwaite e colaboradores (1988) e Bredt e Snyder (1989).

Além disso, ha iniumeros trabalhos sugerindo a participacao da regulacao
mediada pelo NO na via da GCs/PKG, durante a plasticidade neuronal onde
observa-se que a inducéo de LTP e/ou de LTD requerem a atividade da GCs e PKG
no cortex visual (Haghikia et al., 2007), no cerebelo (Shin e Linden, 2005), na
medula espinhal (Zhang, Zhang & Zhao, 2006) na amidala (Chien et al., 2003) e no
hipocampo (East e Garthwaite, 1991; Chetkovich et al., 1993; Zhuo et al., 1994b;
Arancio et al., 1995; Boulton et al., 1995; Gage et al., 1997; Bon e Garthwaite, 2003;
Stanton et al., 2003). Ainda, inUmeros estudos farmacologicos e comportamentais,
incluindo alguns descritos recentemente (Domek-Lopacinska e Strosznajder, 2008;
Wang et al., 2008) indicam uma ligacao entre a sintese de NO e um aumento nos
niveis de GMPc e na atividade da PKG, sendo que ambos sdo importantes na
formacao de memdrias; demonstrando-se ainda que o bloqueio da sintese de NO
através de inibidores da NOS é capaz de bloquear a expressdao de LTP em fatias
hipocampais (Schuman e Madison, 1991; Haley et al., 1992).

Em tarefas comportamentais, a administragéo sistémica de inibidores da NOS
tem demonstrado prejudicar a retencdo da memoria no labirinto radial (B6hme et al.,
1993; Yamada et al.,, 1995; Noda et al., 1997; Zou et al., 1998) ou no labirinto
aquatico de Morris (Chapman et al., 1992; Hélscher et al., 1995; Mogensen et al.,
1995; Prendergast et al., 1997; Majlessi et al., 2003; Koylu et al., 2005). Enquanto
estudos descrevendo o papel do GMPc, demonstram que imediatamente apds o
treino na tarefa de esquiva inibitéria ocorre um aumento nos niveis de GMPc no
hipocampo, e que a administragdo de um analogo do GMPc imediatamente apds o
treino na esquiva, melhora a retencdo dessa memdria aversiva (Bernabeu et al.,
1996), além de inibidores da GCs causarem amnésia quando infundidos apds o
treino (Bernabeu et al., 1997).

O NO induz a liberacdo de NA de fatias hipocampais (Lonart et al., 1992) a
partir dos terminais nervosos noradrenérgicos e indiretamente através da liberacao
de glutamato (Lonart e Johnson, 1995). Usando doadores de NO, ocorre um
aumento na liberacao de NA e glutamato de maneira dependente de GMPc (Satoh
et al,, 1996; Lei et al., 2000). E tem-se descrito que a inibicdo de NOSn impede a
diminuicdo de NA hipocampal induzida pelo bloqueador de NA, DSP-4 (Sz6kd et al.,
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2001), e que doadores de NO estimulam a liberacdo de NA em fatias hipocampais
(Lonart et al., 1992; Satoh et al., 1996; 1997).

Estudos tém demonstrado que um aumento na neurotrifina, BDNF em cultura
de neurénios hipocampais, se deve a NA, e é dependente de NO (Chen et al., 2007).
Efeitos similares ocorrem pela atividade de um alvo intracelular do NO, a GCs, ou
pelo aumento dos niveis de GMPc, sendo a secrecdo de BDNF mediada também
pela PKG (Canossa et al., 2002). Ainda, os efeitos da NA nos niveis de BDNF sao
inibidos quando a NA é aplicada na presenca de um capturador de NO ou um
inibidor da NOS e o tratamento com um doador de NO leva a um aumento de BDNF
(Chen et al., 2007).

Levando-se em consideragdo que as memoérias declarativas constituem
memoérias de grande relevancia, por permitirem que recordemos de fatos e eventos
relativos a experiéncias; se torna de grande importancia a descoberta de vias de
sinalizacao que possam estar envolvidas na aquisicdo e consolidacao deste traco.
Tem sido descrito o envolvimento da via de sinalizacdo NO/GMPc/PKG na formacao
de memdrias e a consequente relacdo desta com receptores B-adrenérgicos. Sendo
assim, neste trabalho buscamos demonstrar os passos envolvidos nesta via de
sinalizacdo e os efeitos que inibidores e ativadores das distintas proteinas
participantes causam sobre a consolidacdo da memaria na tarefa de RO.

Assim, é importante destacar que os resultados obtidos indicam que a inibicao
da via de sinalizacao NO/GMPc/PKG, na regiao CA1 do hipocampo dorsal, impede a
consolidacao da meméria para a tarefa de reconhecimento de objetos, assim como o
bloqueio de receptores B-adrenérgicos, e esse efeito € revertido por NA e por

analogos dos produtos desta via de sinalizacao.
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6 CONCLUSOES

A partir da analise dos resultados obtidos nesta dissertacdo pode-se concluir
que a inibicao da via de sinalizacdo NO/GMPc/PKG; durante um restrito intervalo de
tempo; na regiao CA1 do hipocampo dorsal, impede a consolidacdo da meméria
para a tarefa de reconhecimento de objetos, assim como o bloqueio de receptores [3-
adrenérgicos, e esse efeito é revertido por NA e por analogos dos produtos desta via
de sinalizacdo. Além de demonstrar que a neurotrofina, BDNF, é necessaria para
consolidacdo da memdria da tarefa de reconhecimento de objetos.

Esta conclusédo baseia-se nas seguintes observacoes:

- A infusdo do inibidor da 6xido nitrico sintase neuronal (NOSn), L-NN, na
regiao CA1 do hipocampo dorsal imediatamente, mas nao 180 ou 360 min apo6s o
treino na tarefa de RO, impede a formag¢do da memoéria de longa duragéo.

- A infusao do inibidor da guanilil ciclase soluvel (GCs), LY-83583, na regiao
CA1 do hipocampo dorsal imediatamente apds o treino na tarefa de RO, impede a
formacao da memdéria de longa duracéo.

- A infusdo do inibidor seletivo da PKG, KT-5823, na regido CA1 do
hipocampo dorsal imediatamente apds o treino na tarefa de RO, impede a formacao
da memoria de longa duragéo.

- O efeito amnésico causado pelo inibidor da NOSn, L-NN, na regido CA1 do
hipocampo dorsal imediatamente apds o treino na tarefa de RO n&o se deve ao
estabelecimento de dependéncia de estado.

- O efeito amnésico causado pela infusao intra-CA1 de LY-8358 e L-NN é
revertido com a co-infusdo do anélogo n&o-hidrolisavel do GMPc, 8-Br-GMPc, porém
nao reverte o efeito amnésico ocasionado pela infusdo de KT5823.

- O antagonista B-adrenérgico nao-seletivo, timolol, bloqueia a retencao da
membéria de RO, quando administrado na regiao CA1 do hipocampo dorsal.

- O efeito amnésico causado pela infusao intra-CA1 de timolol, ndo é revertido
com a co-infusédo de SNAP e 8-Br-GMPc, imediatamente apds o treino.

- O efeito amnésico causado pela infusao intra-CA1 de LY-83583, KT-5823, L-
NN é revertido com a co-infusdo do agonista adrenérgico, noradrenalina,
imediatamente apds o treino.

- A infusdo do anticorpo Anti-BDNF, imediatamente ap6s o treino na tarefa de

RO, impede a formacao da meméria de longa duracdo. E BDNF nao é capaz de
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reverter o efeito amnésico induzido por L-NN ou timolol ap6s o treino na tarefa de
reconhecimento de objetos.

- Observa-se um aumento na expressao de BDNF 120 min apdés o treino na
tarefa de RO.
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Abstract

The NO/sGC/PKG pathway is important for memory processing but the identity of its
downstream effectors as well as its actual participation in the consolidation of non-aversive
declarative long-term memory (LTM) remain unknown. Here we show that training in an object
recognition (OR) learning task rapidly increases nitrites/nitrates (NOx) content in the CA1
region of the dorsal hippocampus while posttraining intra-CA1 microinfusion of the neuronal
NOS (nNOS) inhibitor L-NN hindered OR LTM retention without affecting memory retrieval or
other behavioral variables. The amnesic effect of L-NN was not state dependent and was
mimicked by the soluble guanylyl cyclase (sGC) inhibitor LY83583 and the PKG inhibitor KT-
5823. Co-infusion of 8Br-cGMP reversed the amnesia induced by L-NN and LY83583 but not
that caused by KT-5823. Intra-CA1 infusion of the B-adrenergic receptor blocker timolol right
after training hindered OR LTM and, although co-administration of NA reversed the amnesia
caused by L-NN, LY83583 and KT5823, the amnesic effect of timolol was unaffected by co-
infusion of 8Br-cGMP or the NO-donor SNAP, indicating that hippocampal p-adrenergic
receptors act downstream NOS/sGC/PKG signaling. We also found that posttraining intra-CA1
infusion of function-blocking anti-BDNF antibodies hampered OR LTM retention whereas OR
training increases CA1 BDNF levels in a NOS and p-adrenergic dependent manner. Taken
together, our results demonstrate that NO/sGC/PKG signaling in the hippocampus is essential
for OR memory consolidation and suggest that B-adrenergic receptors link the activation of

this pathway to BDNF expression during the consolidation of declarative memories.
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Introduction

As far as long-term memory (LTM) is concerned, there is evidence for different kinds of
representations. In this context, declarative -or explicit- memory is defined as the memory for
facts and events and is often divided into episodic (memory for events within one's own life)
and semantic memory (general knowledge about aspects of the world). Information about
sensorial, spatial and contextual attributes of previously encountered objects are important
element of most declarative memories. Indeed, difficulty to recognize familiar items or to
discriminate them from novel ones is one of the early symptoms of cognitive decline in
Alzheimer's disease (AD; Laatu et al., 2003; Lee et al., 2003; Dudas et al., 2005; Budson et al.,
2005). For these and other reasons, learning paradigms based upon object recognition (OR)
are key to understand the neurobiology of declarative memory.

Functional integrity of the medial temporal lobe, including the hippocampus, the amygdala
and the entorhinal, perirhinal, and parahippocampal cortices, is essential for OR memory
processing (Ennaceur and Delacour, 1988; Logothetis and Sheinberg, 1996; Clark et al., 2000;
Riesenhuber and Poggio, 2002). In particular, lesion and pharmacological studies suggest that
the hippocampal formation is required for acquisition and storage of information regarding
contextual details and the temporal order of previous experiences (Balderas et al., 2008).
However, very little is known at the molecular level about the mechanisms contributing to OR
LTM consolidation in the hippocampus.

Nitric oxide (NO) is a highly diffusible gas synthesized from L-arginine by a group of enzymes
known as NO synthases (NOS1-3; also referred as neuronal NOS, or nNOS, endothelial NOS, or
eNOS, and inducible NOS, or iNOS, respectively). In the central nervous system NO acts as a
retrograde messenger to regulate neurotransmitter and neuropeptide release in an activity-
dependent manner (Hanbauer et al., 1992; Son et al., 1996). NO signaling is mostly mediated

by soluble guanylyl cyclase (sGC) (Arnold et al., 1977), leading to activation of cGMP-
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dependent protein kinase (PKG). PKG, in turn, enhances neurotransmitter release (Hawkins et
al., 1993; 1998) and regulates gene transcription (Lu et al., 1999; Wang et al,, 1999). The
NO/sGC/PKG pathway plays a key role in synaptic plasticity. It is known that long-term
potentiation (LTP) and depression (LTD) in different regions of the brain require sGC and PKG
activity (Boulton et al., 1995; Chien et al.,, 2003; Shin and Linden, 2005; Zhang et al., 2006;
Haghikia et al.,, 2007) and behavioral and pharmacological studies suggest a causal link
between NO and PKG activity in memory (Edwards and Rickard, 2007). Thus, peripheral
administration of nNOS inhibitors impairs (Prickaerts et al., 1997) while NO donors enhance
(Pitsikas et al., 2002) retention of OR short-term memory (STM). Indeed, abundant evidence
indicates that NOS contributes to the pathogenesis of AD (Chabrier et al., 1999; Lahiri et al.,
2003; Rodrigo et al., 2004; Lith et al., 2005; Malinski, 2007; Stepanichev et al., 2008).
Degeneration of the locus coeruleus (LC), the main source of noradrenergic inputs to the
hippocampus, is one of the early features of AD pathogenesis (Haglund et al., 2006;
Weinshenker, 2008). Although the functional consequences of noradrenaline (NA) depletion
for the progression of AD are not clear, evidence indicates that administration of f-adrenergic
receptors blockers exacerbates declarative memory deficits in cognitively impaired patients
(Gliebus and Lippa, 2007), suggesting that NA signaling is important for explicit memory
processing. In fact, noradrenergic activation of the basolateral amygdala modulates
consolidation of OR memory (Roozendaal et al., 2008). Since NO regulates NA release in the
hippocampus (Lonart et al., 1992; Lonart and Johnson, 1995; Satoh et al., 1996), novelty
detection increases hippocampal NA release (lhalainen et al.,, 1999) and this catecholamine
modulates the expression of proteins relevant for memory (Kobayashi and Yasoshima, 2001),
including BDNF (Hutter et al., 1996; Haenisch et al., 2008), we examined the contribution of

the NOS/sGC/PKG cascade in the hippocampus to the consolidation of OR LTM and analyzed
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the possible functional link between NOS activation, NA signaling and BDNF expression during

this process.

Methods and Materials

Surgery and drugs infusion procedure: Naive male Wistar rats (3-month-old 250-280 g) raised
in our own facilities or bought at FEPPS (Fundacdo Estadual de Produ¢3o e Pesquisa em Satde
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil) were used. The animals were housed 5 to a cage
and kept with freely access to food and water under a 12/12 light/dark cycle, with light onset
at 7:00 AM. The temperature of the animal’s room was maintained at 22-24° C. To implant
them with indwelling cannulas, rats were deeply anesthetized with thiopental (i.p., 30-50
mg/Kg) and 27-gauge cannulas stereotaxically aimed to the CA1 region of the dorsal
hippocampus, in accordance with coordinates (A 4.2 L +3.0, V 1.8) taken from the atlas of
Paxinos and Watson (1986). Animals were allowed to recover from surgery for 4 days before
submitting them to any other procedure. At the time of drug delivery, 30-gauge infusion
cannulas were tightly fitted into the guides. Infusions (1 pl/side) were carried out over 60 s
with an infusion pump and the cannulas were left in place for 60 additional seconds to
minimize backflow. The placement of the cannulas was verified postmortem: 2-4 h after the
last behavioral test, 1 ul of a 4% methylene-blue solution was infused as described above and
the extension of the dye 30 min thereafter was taken as an indication of the presumable
diffusion of the vehicle or drug previously given to each animal. Only data from animals with
correct implants were analyzed. All procedures were conducted in accordance with the
“Principles of laboratory animal care” (NIH publication N° 85-23, revised 1996). Every effort
was made to reduce the number of animals used and to minimize their suffering.

Object recognition paradigm: Training and testing in the object recognition task was carried

out in an open-field arena (50 x 50 x 50 c¢m) built of polyvinyl chloride plastic, plywood and
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transparent acrylic as described (Rossato et al.,, 2007; Myskiw et al., 2007). Before training,
animals were habituated to the experimental arena by allowing them to freely explore it
during 20 min per day for 4 days in the absence of any other behaviorally relevant stimulus.
The stimulus objects were made of metal, glass or glazed ceramic. There were several copies
of each object, which were used interchangeably. Glued to the base of each object was a piece
of Velcro, which was used to fix the object to the floor. The role (familiar or novel) and the
relative position of the 2 stimulus objects were counterbalanced and randomly permuted for
each experimental animal. The open field arena and the stimulus objects were cleaned
thoroughly between trials to ensure the absence of olfactory cues. Exploration was defined as
sniffing or touching the objects with the nose and/or forepaws. Sitting on or turning around
the objects was not considered exploratory behavior. A video camera was positioned over the
arena and the rats’ behavior was recorded using a video tracking and analysis system for later
evaluation. The experiments were performed by an observer blind to the treatment condition
of the animals.

For training, rats were placed in the open field containing 2 different objects and left to freely
explore them for 5 min. The test session was performed 24 h after training. In the test session
one of the familiar objects was randomly replaced by a novel one, and rats were reintroduced
into the open field for 5 additional minutes. The compounds to be tested were bilaterally
infused into the CA1 region of the dorsal hippocampus (1 pl/side) at different times after
training. Data were analyzed using one-sample Student’s t test.

One trial step-down inhibitory avoidance: Rats were ftrained in a one-trial, step-down
inhibitory avoidance task as previously described (Bevilaqua et al., 2005). Briefly, the training
apparatus was a 50 x 25 x 25 cm plexiglass box with a 5 cm-high, 8 cm-wide and 25 cm long
platform on the left end of a series of bronze bars which made up the floor of the box. For

training, animals were gently placed on the platform facing the left rear corner of the training
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box. When they stepped down and placed their four paws on the grid, received a 2 5, 0.4 mA
scrambled footshock. Memory retention was evaluated in a non-reinforced test session carried
out at 24 h after training. Data were analyzed using ANOVA.

Open Field and Plus Maze: To analyze their exploratory and locomotor activities, the animals
were placed on the left rear quadrant of a 50 x 50 x 39 cm open field with black plywood walls
and a brown floor divided into 12 equal imaginary squares. The number of line crossings and
the number of rearings were measured over 5 min and taken as an indicator of locomotor and
exploratory activities, respectively. To evaluate their anxiety state, rats were exposed to an
elevated plus maze as detailed in Pellow et al., 1985. The total number of entries into the four
arms, the number of entries and the time spent into the open arms were recorded over a 5
min session. Data were analyzed using one-way ANOVA.

Immunoblot Assays

Animals we killed by decapitation and the CA1 region of the dorsal hippocampus rapidly
dissected out and homogenized in ice-chilled buffer (20 mM Tris-HCL, pH 7.4, 0.32 M sucrose,
1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM PMSF, 10 pg/ml aprotinin, 15 pg/mil leupeptin, 10 pg/ml
bacitracin, 10 pg/ml pepstatin, 15 pg/ml trypsin inhibitor, 50 mM NaF, and 1 mM sodium
orthovanadate). Protein concentration was determined using the BCA protein assay (Pierce,
Rockford, IL, USA) and equal amounts of protein were fractionated by SDS-PAGE before being
electrotransferred to polyvinylidene difluoride membranes (PVDF; Immobilon-P, Millipore,
MS). After verification of protein loading by Ponceau S staining, the blots were blocked in
Tween-Tris buffer saline (TTBS; 100 mm Tris-HCl, pH 7.5, containing 0.9% NaCl and 0.1% Tween
20) and incubated overnight with anti-BDNF antibody (N20, 1:5000, Santa Cruz Biotechnology
Inc, Santa Cruz, CA). The membranes were washed in TTBS and incubated with HRP-coupled

anti-IgG antibody, washed again and the immunoreactivity detected using the West-Pico
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enhanced chemiluminescence kit (Pierce, IL). Densitometric analysis was carried out in an
ImageQuant RT-ECL system (GE, Piscataway,NJ).

Determination of nitrites/nitrates (NOx) content

NOx content was determined as described by Tracey et al. 1995 and Grandati et al., 1997.
Briefly, the CA1 region of the dorsal hippocampus was dissected out, weighed, homogenized in
deionized water and centrifuged at 20000 x g for 10 min. Aliquots of the supernatants were
combined with a reaction mix containing 0.31 M potassium phosphate buffer (pH 7.5), 0.86
mM B-NADPH, 0.11 mM FAD and 20 mu of nitrate reductase. Samples were allowed to
incubate for 1 h at room temperature in the dark and the reaction were halted by adding 1 M
ZnS0O4. Samples were centrifuged at 20000 x g for 5 min and the supernatants were removed.
One hundred microlitres of Griess reagent (1:1 mixture of 1% sulphani-lamide in 5% H3P0O4
and 0.1% N-(1-naphytyl)ethylenedia-mine) were added to the supernatants and the mixture
incubated for 15 min at room temperature. Absorbances were measured at 540 nm by a

spectrophotometer and converted to NO content by using a nitrate standard curve.

Results

To analyze the effect of nNOS inhibition on OR LTM, male Wistar rats were trained in an OR
learning task involving exposure to two different novel stimuli objects. Immediately after
training, the animals received bilateral intra-CA1 infusions of vehicle (VEH; 0.1% DMSO in
saline) or of the nNOS inhibitor N,-Nitroarginine-2,4-L-diaminobutyric  amide
di(trifluoroacetate, L-NN; 0.01-1 pg/side). LTM was evaluated 24 h later. In the LTM retention
test session the animals were exposed for 5 min to one of the objects presented during
training together with a novel one. Rats that received VEH or low doses of L-NN (0.01 and 0.1
pg/side) explored the novel object significantly longer than the familiar one (Fig 1A; t4=5.49,

p<0.001 for VEH; t5=9.27, p<0.001 for 0.01 pg/side and t;5=2.47, p<0.05 for 0.1 pg/side L-NN
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in one-sample Student’s t test with theoretical mean=50). On the contrary, animals that
received 1 pg/side L-NN spent the same amount of time exploring the novel and the familiar
object (Fig. 1A), suggesting that nNOS is necessary early after training for retention of OR LTM.
In agreement with this assertion, OR training increased nitrites/nitrates (NOx) content in dorsal
CA1 immediately posttraining (Fig 1B; t:5=3.27, p<0.01 in two-tailed Student’s t test). No
significant effect of L-NN on OR memory was observed when it was given 180 or 360 min
posttraining (Fig 1C; t;5=2.43, p<0.05 for 180 min; t5=4.85, p<0.001 for 360 min in one-sample
Student’s t test with theoretical mean=50). Importantly, L-NN did not affect total exploration
time during the test session (Table 1).

To investigate whether the amnesia caused by L-NN was actually due to impairment of the
consolidation process or was instead induced by a delayed action on hippocampal function,
anxiety and/or exploratory activity able to hinder retrieval of OR LTM, rats received bilateral
intra-CA1 infusions of L-NN (1 pg/side) 24 h before exposure to a plus maze or an open field
arena. L-NN had no effect in the total number of entries or in the percentage of time spent in
the open arms during the plus maze session (Table 2; Plus Maze). Similarly, L-NN did not affect
the number of crossings and rearings during a 5-min long free-exploration session of the open
field arena (Table 2; Open Field). Moreover, when given into dorsal CA1 24 h before training, L-
NN did not affect acquisition or retention of inhibitory avoidance LTM (Table 2; Inhibitory
Avoidance), a learning task that requires the functional integrity of the hippocampal formation
(Izquierdo et al., 2006).

The amnesia induced by nNOS inhibition was not due to state-dependency. Intra-CA1 infusion
of L-NN (1 pg/side) immediately after training led to poor OR LTM retention in rats given either
VEH or L-NN 15 min before a test session 24 h after training (Fig. 2; L-NN/VEH and L-NN/L-NN
groups, respectively; (t5=0.31, p=0.76 for L-NN/VEH; t,5=0.27, p=0.79 for L-NN/L-NN in one-

sample Student’s t test with theoretical mean=50). Note also that when L-NN was given 15 min
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hefore the test session to rats that had received VEH immediately after training, it had no
effect on OR LTM expression (Fig 2, VEH/L-NN group; ts=4.49, p<0.01 in one-sample Student’s
t test with theoretical mean=50).

Since the sGC/cGMP/PKG pathway mediates most of the physiological responses to NO in
different experimental preparations (Spolidério et al., 2007; Bouallegue et al., 2007; Haghikia
et al., 2007; Prieto-Castell6 et al., 2007), we studied the participation of this signaling cascade
in OR LTM. Intra-CA1 infusion of the sGC inhibitor 6-anilino-5,8-quinolinedione (LY83583, 2-
200 ng/side; Fig 3A) or of the PKG inhibitor KT5823 (1-100 ng/side, Fig 3B) immediately after
training blocked OR memory retention 24 h later (t;=3.84, p<0.01 for 2 ng/side LY83583;
t15=3.06, p<0.05 for 20 ng/side 1Y83583; t,=0.07, p=0.94 for 200 ng/side LY83583; 15=10.28,
p<0.001 for 1 ng/side KT5823; t5=2.69, p<0.01 for 10 ng/side KT5823 and t3=0.23, p=0.82 for
100 ng/side KT5823 in one-sample Student’s t test with theoretical mean=50). LY83583 and
KT5823 did not affect OR LTM when given into CA1 180 or 360 min posttraining (not shown).
Co-infusion of the non-hydrolysable analog of ¢GMP, 8Br-cGMP (5 pg/side) reversed the
amnesic effect of L-NN and LY83583 but not that induced by KT5823 (Fig 3C; t;5=4.32, p<0.01
for L-NN/8Br-cGMP; t;5=2.63, p<0.05 for LY83583/8Br-cGMP and t;=0.86, p=0.41 for
KT5823/8Br-cGMP in one-sample Student’s t test with theoretical mean=50).

Although the physiological effectors of the NOS/sGC/cGMP/PKG pathway in the hippocampus
have not been entirely elucidated, several reports indicate that stimulation of NA release is an
important downstream factor of this signaling cascade. In this respect, it has been shown that
inhibition of nNOS prevents the depletion of hippocampal NA induced by the NA-uptake
blocker DSP-4 (Szoké et al., 2001), and that different NO donors stimulate NA release in
hippocampal slices (Lonart et al., 1992; Satoh et al., 1996; 1997) and potentiate that elicited by
3,4-diaminopyridine (Lauth et al, 1993) and NMDA (Jones et al, 1994; 1995; Stout and

Woodward, 1995). When given into dorsal CA1 immediately after training the p-adrenergic
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receptor blocker timolol (1 pg/side) hampered OR LTM (Fig 4, TIM). This effect was not
prevented by co-infusion of either 8Br-cGMP (5 ug/side; Fig 4, TIM+8Br) or the NO-donor SNAP
(5 pg/side; Fig 4A, TIM+SNAP). However, the amnesia caused by intra-CA1 infusion of L-NN,
LY83583 and KT5823 was reversed by co-administration of NA (1 pg/side; Fig 5; £=5.79,
p<0.001 for L-NN/NA; t5=3.84, p<0.01 for LY83583/NA and t5=3.19, p<0.05 for KT5823/NA in
one-sample Student’s t test with theoretical mean=50) indicating that stimulation of
hippocampal adrenergic receptors is essential for OR LTM consolidation and that this step is
downstream the activation of the NOS/sGC/cGMP/PKG signaling pathway.

Recent findings suggest that acting via ¢cGMP- and NA-dependent mechanisms NO increases
expression of BDNF (Chen and Russo-Neustadt, 2007), a neurotrophin that plays an essential
role in memory formation and persistence (Lu et al., 2008; Bekinschtein et al., 2008). Thus, we
studied the possible existence of a causal link between NOS activation, p-adrenergic receptor
stimulation and BDNF expression during OR memory consolidation. As seen of Fig 6, intra-CA1
infusion of function-blocking anti-BDNF antibodies right after training hindered OR LTM
retention (Fig 6A). Moreover, OR training induced a clear-cut increase in BDNF levels in dorsal
CA1 peaking 120 min posttraining (Fig 6B; Fiz15=4.18, p<0.05; q=3.49, p<0.05 in Dunnett's
comparison test after ANOVA), which was blocked (Fig 6C) by L-NN and timolol (F3,4=9.12,
p<0.01; g=3.39, p<0.05 for L-NN and g=3.95, p<0.01 for timolol in Dunnett's comparison test
after ANOVA) and enhanced by SNAP and NE given into dorsal CA1 immediately after training
(Fi214=8.01, p<0.01; ¢=3.96, p<0.01 for NA and g=2.51, p<0.05 for SNAP in Dunnett's
comparison test after ANOVA). Surprisingly, co-infusion of BDNF, at a dose previously shown to
reverse the amnesia induced by protein synthesis inhibitors on fear-memory (0.25 pg/ul;
Beckinschtein et al., 2007), did not prevent the amnesic effect of the posttraining

administration of L-NN and timolol (Fig 6D).
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Discussion

Our results concur with earlier reports on the activation of the NOS/sGC/PKG pathway during
information processing. Indeed, it is known that inhibition of NOS activity in appropriate brain
regions impairs memory in different animal species (Rickard et al., 1998; Xu et al., 2007; Baratti
and Kopf, 1996; Myslivecek et al, 1996) while NOS activators and NO donors increase
retention (Telegdy and Kokavszky, 1997; Khavandgar et al., 2003; Pitsikas et al., 2005).
Similarly, drugs that decrease sGC or PKG activity are generally amnesic whereas those that
increase ¢cGMP levels enhance memory (Bernabeu et al., 1996; 1997; Chien et al., 2005).
Nonetheless, most studies regarding the role of NO on memory have employed aversion-
motivated learning tasks and so very little is known about the participation of this signaling
cascade in the consolidation of non-aversive declarative LTM. The present data show that
when infused in dorsal CA1, L-NN hindered OR LTM retention. This effect was only observed
when L-NN was given immediately but not 180 or 360 min after training, suggesting that the
amnesia caused by inhibition of hippocampal nNOS is due to blockade of the consolidation
process and not to a tardy impairment of behavioral activity. In fact, L-NN did not affect the
animals' performance in the elevated plus maze, in the open field or in the inhibitory
avoidance test when administered 24 h before the respective behavioral session. Mareover,
pre-test infusion of L-NN did not affect OR LTM retrieval nor reversed the amnesia caused by
its posttraining administration, indicating that the amnesic effect caused by inhibition of
hippocampal nNOS is not due to state-dependent learning. This result is particularly important
inasmuch it was previously reported that inhibition of hippocampal NOS induces a state-
dependent impairment in OR short-term memory (Blokland et al., 1998). The reasons for this
discrepancy are surely related to the fact that Blokland and coworkers utilized the non-isoform
specific NOS inhibitor L-NA instead of the nNOS specific blocker L-NN, employed a dose 30-

times higher than the one we used in our experiments and, most importantly, measured
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memory retention just one hour after training. Therefore, besides dealing with a totally
different mnemonic process (i.e. short-term vs long-term memory), their experiments were
unable to rule out conclusively the occurrence of non-specific behavioral and physiological
effects.

That the nNOS/sGC/PKG pathway in dorsal CA1 plays an essential role during the consolidation
of OR LTM was further demonstrated by results showing that: 1) OR training induces a rapid
increase in hippocampal NOx content; 2) the sGC inhibitor LY83583 and the PKG inhibitor
KT5823 mimicked the amnesic effect of L-NN whereas the non-hydrolysable analog of cGMP
8Br-cGMP reversed the amnesia induced by L-NAA and LY83583 but not KT5823. These
findings indicate that consolidation of OR LTM is indeed associated with an early increase in
NO synthesis and suggest that the most likely mechanism through which NO brings about the
physiological changes involved in this process require the sequential activation of sGC and
PKG. Indeed, there is abundant evidence regarding the participation of the NO-mediated
activation of sGC/PKG in plasticity (East and Garthwaite, 1991; Chetkovich et al., 1993; Arancio
et al., 1995; Zhuo et al., 1994; Domek-topaciriska and Strosznajder, 2008; Wang et al., 2008).
Although the downstream effectors of the NO/sGC/PKG pathway during memory processing
are not known, findings indicating that several NO donors (Lonart et al., 1992; 1995; Stout and
Woodward, 1994; Satoh et al., 1996) modulate spontaneous and stimulated NA release in
different brain preparations (Yu and Wecker, 1994; Jones et al., 1995; Chu and Ftgen, 1996;
Martire et al., 1998), including the hippocampus (Lauth et al., 1995; Kiss et al., 1996; Satoh et
al,, 1996; 1997), together with a recent report showing that inhibition of NOS and sGC
modulates the NA-induced increase in hippocampal BDNF levels (Chen and Russo-Neustadt,
2007), suggest that activation of NA receptors signaling could be an important link between
NO generation and learning-induced gene expression. In this respect, our results showing that

neither 8Br-cGMP nor SNAP reversed the amnesic effect of the intra-CA1 administration of
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timolol while NA overturned the amnesia caused by the immediate posttraining infusion of L-
NN, LY83583 and KT5823 demonstrate that activation of hippocampal p-adrenergic receptors
is essential for consolidation of OR LTM and support the hypothesis that these receptors act
downstream the NO/sGC/PKG pathway. Moreover, the fact that L-NN and timolol hamper,
while NA and SNAP enhance, the learning-induced increase in hippocampal BDNF levels,
strongly suggests that B-adrenergic receptors link NO/sGC/PKG signaling to BDNF expression
during the consolidation of OR LTM. These results are in agreement with previous reports
suggesting that the beneficial cognitive effect of different behavioral therapies, including
moderate voluntary physical exercise, are mediated by a NO- and noradrenergic-controlled
increase in hippocampal BDNF expression (Garcia et al.,, 2003; Chen et al.,, 2006; Ma, 2008).
However, the fact that posttraining intra-CA1 micro-injection of BDNF did not reverse the
amnesic effect of L-NN and timolol suggest that, although controlled by NO and NA and
necessary for consolidation, the expression of this neurotrophin is not sufficient for the
establishment of a stable and lasting recognition memory trace. This observation is important
since it has been proposed that some memory impairments associated with normal aging and
AD could be counterbalanced by administration of exogenous BDNF and/or by stimulating its

expression (Tapia-Arancibia et al.,, 2008).
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Legends

Fig. 1: Posttraining inhibition of nNOS impairs retention of object recognition long-term
memory. (A) On Day 1 (Training) rats were exposed to 2 different objects (A and B) for 5 min
and immediately after that received bilateral infusions (1 pl/side) of vehicle (VEH; 0.1% DMSO
in saline) or L-NN (0.01-1 pg/side) in the CA1 region of the dorsal hippocampus. On Day 2
(Test) animals were exposed to a familiar (A) and a novel ohject (C) for 5 extra minutes to
evaluate long-term memory retention. Data (mean + SEM) are presented as percentage of
total exploration time. ***p<0.001, **p<0.01 and *p<0.05 in one-sample Student’s t-test with
theoretical mean=50; n=10 per group. (B) Animals were trained in the OR task (TRA) or
submitted to a 5-min long free exploration session of the training arena in the absence of
stimulus objects (HAB). The animals were killed immediately after the behavioral procedures
and the dorsal CA1 region dissected out and processed to evaluate nitrite/nitrate content as
described in Materials and Methods. Data are expressed as percentage of Naive control values.
*¥p<0.01 in two-tailed Student’s t test; n=9 per group. (C). Animals were trained and treated
as in (A) except that L-NN (1 pg/side) was infused 180 min or 360 min posttraining.

*¥*<0.001 and *p<0.05 in one-sample Student’s t-test with theoretical mean=50; n=10 per

group.

Fig. 2: The amnesic effect of L-NN is not due to state-dependency. Rats were exposed to 2
different objects for 5 min and immediately after that received bilateral infusions (1 pl/side) of
vehicle (VEH; 0.1% DMSO in saline) or L-NN (1pg/side) in the CA1 region of the dorsal
hippocampus. After that the animals were divided in four different groups. Two of the groups
(VEH/VEH and L-NN/VEH) received bilateral intra-CA1 infusions of VEH and the other two
(VEH/L-NN and L-NN/L-NN) received intra-CA1 L-NN (1 pg/side) 15 min before being exposed

to a familiar (A) and a novel object (C) for 5 extra minutes to evaluate LTM retention. Data
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(mean x SEM) are presented as percentage of total exploration time during the retention test
session. ¥*¥p<0.01 and *p<0.05 in one-sample Student’s t-test with theoretical mean=50; n=10

per group.

Fig 3: Posttraining inhibition of sGC and PKG in the CA1 region of the dorsal hippocampus
hinders consolidation of object recognition long-term memory and 8Br-cGMP reverses the
effect. On Day 1 (Training) rats were exposed to 2 different objects (A and B) for 5 min and
immediately after that received bilateral intra-CA1 infusions (1 pl/side) of vehicle (VEH; 0.1%
DMSO in saline), (A) the sGC inhibitor LY83583 (LY; 2, 20 or 200 ng/side), (B) the PKG inhibitor
KT5823 (KT; 1, 10 or 100 ng/side) or (C) a combination of LY (200 ng/side) plus 8Br-cGMP (8Br;
5 pg/side), KT (100 ng/side) plus 8Br or L-NN (1 pg/side) plus 8Br. On Day 2 (Test) animals were
exposed to a familiar (A) and a novel object (C) for 5 extra minutes to evaluate long-term
memory retention. Data (mean + SEM) are presented as percentage of total exploration time.
*#%1<0.001, **p<0.01 and *p<0.05 in one-sample Student’s t-test with theoretical mean=50;

n=10 per group.

Fig 4: The amnesic effect of the posttraining intra-CA administration of the B-adrenergic
antagonist timolol is not reverse by co-infusion of 8Br-cGMP or the NO donor SNAP. On Day
1 (Training) rats were exposed to 2 different objects (A and B) for 5 min and immediately after
that received bilateral intra-CA1 infusions (1 pl/side) of vehicle (VEH; 0.1% DMSQO in saline), the
B-adrenergic blocker timolol (TIM; 1 pg/side), or a combination of TIM plus 8Br-cGMP (8Br; 5
ng/side), or TIM plus SNAP (5 pug/side). On Day 2 (Test) animals were exposed to a familiar (A)
and a novel object (C) for 5 extra minutes to evaluate long-term memory retention. Data
(mean + SEM) are presented as percentage of total exploration time. ***p<0.001 in one-

sample Student’s t-test with theoretical mean=50; n=10 per group.
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Fig 5: Noradrenaline reverses the amnesia induced by the intra-CA1 administration of L-NN,
LY83583 and KT5823. On Day 1 (Training) rats were exposed to 2 different objects (A and B)
for 5 min and immediately after that received bilateral intra-CA1 infusions (1 pl/side) of vehicle
(VEH; 0.1% DMSO in saline), L-NN (1ug/side), LY83583 (LY; 200 ng/side), KT5823 (KT; 100
ng/side), or a combination of L-NN, LY or KT plus noradrenaline (NA; 1pg/side). On Day 2 (Test)
animals were exposed to a familiar (A) and a novel object (C) for 5 extra minutes to evaluate
long-term memory retention. Data (mean + SEM) are presented as percentage of total
exploration time. ***p<0.001, **p<0.01 and *p<0.05 in one-sample Student’s t-test with

theoretical mean=50; n=10 per group.

Fig 6: Consolidation of OR long-term memory increases BDNF levels in the dorsal CA1 region
through a NO- and B-adrenergic receptor-dependent mechanism. (A) On Day 1 (Training) rats
were exposed to 2 different objects (A and B) for 5 min and immediately after that received
bilateral intra-CA1 infusions (1 pl/side) of vehicle (VEH; 0.1% DMSO in saline) or function-
blocking anti-BDNF antibodies (ANTI-BDNF; 1pg/side). On Day 2 (Test) animals were exposed
to a familiar (A) and a novel object (C) for 5 extra minutes to evaluate long-term memory
retention. Data (mean % SEM) are presented as percentage of total exploration time.
**%1<0.001 in one-sample Student’s t-test with theoretical mean=50; n=10 per group. (B)
Animals were trained in the OR task (TRAINED) or submitted to a 5-min long free exploration
session of the training arena in the absence of stimulus objects (HAB). At different times after
that, the animals were killed by decapitation, the dorsal CA1 region dissected out and total
homogenates submitted to SDS-PAGE followed by immunoblot analysis with antibodies against
BDNF. As no differences were found among the HAB groups, only the HAB 120 min group is
shown. Bars show normalized mean percentage levels respect to naive animals. Data are

expressed as mean + SEM. *p<0.05 in Dunnett’s comparison test vs HAB after ANOVA; n=5 per
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group. (C) Animals with infusion cannulas aimed to the CA1 region of the dorsal hippocampus
were trained in the OR task. Immediately after that the animals received bilateral intra-CA1
infusions (1pl/side) of vehicle (TRA), L-NN (1ug/side), timolol (TIM; 1 ug/side), noradrenaline
(NA; 1pg/side) or SNAP (5 ug/side) and were killed by decapitation 120 min later. The dorsal
CA1 region was dissected out and total homogenates submitted to SDS-PAGE followed by
immunoblot analysis with antibodies against BDNF. Bars show normalized mean percentage
levels respect to naive animals. Data are expressed as mean + SEM. *p<0.05 and **p<0.01 in
Dunnett’s comparison test vs TRA after ANOVA; n=5 per group. (D) Animals were trained and
tested as in (A) but instead received bilateral intra-CA1 infusions of vehicle (VEH; 0.1% DMSO
in saline), L-NN (1pug/side), timolol (TIM; 1 pg/side) or a combination of L-NN or TIM plus BDNF
(0.25 pg/side). Data (mean + SEM) are presented as percentage of total exploration time.

*#%1<0.001 in one-sample Student’s t-test with theoretical mean=50; n=10 per group.

Table 1: Intra-CAl administration of L-NN does not affect exploration in the OR paradigm.
Total exploration time (S; mean + SEM) during training and test sessions for the animals

presented in Fig 1A.

Table 2: Infusion of L-NN in the CA1 region of the dorsal hippocampus has no effect on
locomotor and exploratory activities, anxiety or hippocampal function. L-NN (1 pg/side) was
infused into the CA1 region of the dorsal hippocampus 24 h before an open field, a plus maze
or a training session in step down inhibitory avoidance. Data are expressed as mean (+ SEM) of
the total number of entries and the percentage of time spent in the open arms (Plus maze; n=8
per group), the number of crossings and rearings (Open field; n=8 per group) and training/test
step-down latency (S). VEH= vehicle. A different set of animals was utilized for each behavioral

test.
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40
42 Fig. 1: Posttraining inhibition of nNOS impairs retention of object recognition long-term memory.
43 (A) On Day 1 (Training) rats were exposed to 2 different objects (A and B) for 5 min and
immediately after that received bilateral infusions (1 pl/side) of vehicle (VEH; 0.1% DMSO in saline)
44 or L-NN (0.01-1 pg/side) in the CA1 region of the dorsal hippocampus. On Day 2 (Test) animals
45 were exposed to a familiar (A) and a novel ohject (C) for 5 extra minutes to evaluate long-term
46 memory retention. Data (mean = SEM) are presented as percentage of total exploration time.
47 *¥¥p<0.001, **p<0.01 and *p<0.05 in one-sample Student’s t-test with theoretical mean=50;
48 n=10 per group. (B) Animals were trained in the OR task (TRA) or submitted to a 5-min long free
49 exploration session of the training arena in the absence of stimulus objects (HAB). The animals
50 were killed immediately after the behavioral procedures and the dorsal CA1 region dissected out and
51 processed to evaluate nitrite/nitrate content as described in Materials and Methods. Data are
expressed as percentage of Naive control values. **p<0.01 in two-tailed Student’s t test; n=9 per
52 group. (C). Animals were trained and treated as in (A) except that L-NN (1 pg/side) was infused
53 180 min or 360 min posttraining. ***p<0.001 and *p<0.05 in one-sample Student’s t-test with
54 theoretical mean=50; n=10 per group.
55 127x133mm (600 x 600 DPI)
56
57
58
59
60
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Fig. 2: The amnesic effect of L-NN is not due to state-dependency. Rats were exposed to 2 different
obijects for 5 min and immediately after that received bilateral infusions (1 pl/side) of vehicle (VEH;
0.1% DMSO in saline) or L-NN (1pg/side) in the CA1 region of the dorsal hippocampus. After that
the animals were divided in four different groups. Two of the groups (VEH/VEH and L-NN/VEH)
received bilateral intra-CA1 infusions of VEH and the other two (VEH/L-NN and L-NN/L-NN) received
intra-CA1 L-NN (1 pg/side) 15 min before being exposed to a familiar (A) and a novel object (C) for
5 extra minutes to evaluate LTM retention. Data (mean £ SEM) are presented as percentage of total
exploration time during the retention test session. **p<0.01 and *p<0.05 in one-sample Student's
t-test with theoretical mean=50; n=10 per group.
80x128mm (600 x 600 DPI)
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48 Fig 3: Posttraining inhibition of sGC and PKG in the CA1 region of the dorsal hippocampus hinders
49 consolidation of object recognition long-term memory and 8Br-cGMP reverses the effect. On Day 1
50 (Training) rats were exposed to 2 different ohjects (A and B) for 5 min and immediately after that
received bilateral intra-CA1 infusions (1 pl/side) of vehicle (VEH; 0.1% DMSO in saline), (A) the sGC
inhibitor LY83583 (LY; 2, 20 or 200 na/side), (B) the PKG inhibitor KT5823 (KT; 1, 10 or 100
52 ng/side) or (C) a combination of LY (200 ng/side) plus 8Br-cGMP (8Br; 5 ng/side), KT (100 ng/side)
53 plus 8Br or L-NN (1 pg/side) plus 8Br. On Day 2 (Test) animals were exposed to a familiar (A) and a
54 novel object (C) for 5 extra minutes to evaluate long-term memory retention. Data (mean + SEM)
B85 are presented as percentage of total exploration time. ***p<0.001, **p<0.01 and *p<0.05 in one-
56 sample Student's t-test with theoretical mean=50; n=10 per group.
57 123%224mm (600 x 600 DPI)
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Fig 4: The amnesic effect of the posttraining intra-CA administration of the B-adrenergic antagonist
timolol is not reverse by co-infusion of 8Br-cGMP or the NO donor SNAP. On Day 1 (Training) rats
were exposed to 2 different objects (A and B) for 5 min and immediately after that received bilateral
intra-CA1 infusions (1 pl/side) of vehicle (VEH; 0.1% DMSO in saline), the B-adrenergic blocker
timolol (TIM; 1 ng/side), or a combination of TIM plus 8Br-cGMP (8Br; 5 ug/side), or TIM plus SNAP
(5 ug/side). On Day 2 (Test) animals were exposed to a familiar (A) and a novel object (C) for 5
extra minutes to evaluate long-term memory retention. Data (mean £ SEM) are presented as
percentage of total exploration time. ***p<0.001 in one-sample Student's t-test with theoretical
mean=50; n=10 per group.
186x69mm (600 x 600 DPI)
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Fig 5: Noradrenaline reverses the amnesia induced by the intra-CA1 administration of L-NN,
LY83583 and KT5823. On Day 1 (Training) rats were exposed to 2 different objects (A and B) for 5
min and immediately after that received bilateral intra-CA1 infusions (1 pl/side) of vehicle (VEH;
0.1% DMSO in saline), L-NN (1pg/side), LY83583 (LY; 200 ng/side), KT5823 (KT; 100 ng/side), or
a combination of L-NN, LY or KT plus noradrenaline (NA; 1pg/side). On Day 2 (Test) animals were
exposed to a familiar (A) and a novel object (C) for 5 extra minutes to evaluate long-term memory
retention. Data (mean £ SEM) are presented as percentage of total exploration time. ***p<0.001,
**p<0.01 and *p<0.05 in one-sample Student’s t-test with theoretical mean=50; n=10 per group.
236%x70mm (600 x 600 DPI)
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Fig 6: Consolidation of OR long-term memory increases BDNF levels in the dorsal CA1 region
through a NO- and B-adrenergic receptor-dependent mechanism. (A) On Day 1 (Training) rats were
exposed to 2 different objects (A and B) for 5 min and immediately after that received bilateral
intra-CA1 infusions (1 pl/side) of vehicle (VEH; 0.1% DMSO in saline) or function-hlocking anti-
BDNF antibodies (ANTI-BDNF; 1pg/side). On Day 2 (Test) animals were exposed to a familiar (A)
and a novel object (C) for 5 extra minutes to evaluate long-term memory retention. Data (mean *
SEM) are presented as percentage of total exploration time. ***p<0.001 in one-sample Student’s t-
test with theoretical mean=50; n=10 per group. (B) Animals were trained in the OR task (TRAINED)
or submitted to a 5-min long free exploration session of the training arena in the absence of
stimulus objects (HAB). At different times after that, the animals were killed by decapitation, the
dorsal CA1 region dissected out and total homogenates submitted to SDS-PAGE followed by
immunoblot analysis with antibodies against BDNF. As no differences were found among the HAB
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groups, only the HAB 120 min group is shown. Bars show normalized mean percentage levels
respect ta naive animals. Data are expressed as mean £ SEM. *p<0.05 in Dunnett "s comparison
test vs HAB after ANOVA; n=5 per group. (C) Animals with infusion cannulas aimed to the CA1
region of the dorsal hippocampus were trained in the OR task. Immediately after that the animals
received hilateral intra-CA1 infusions (1ul/side) of vehicle (TRA), L-NN (1ug/side), timolol (TIM; 1
ug/side), noradrenaline (NA; 1pg/side) or SNAP (5 ng/side) and were killed by decapitation 120 min
later. The dorsal CA1 region was dissected out and total homogenates submitted to SDS-PAGE
followed by immunoblot analysis with antibodies against BDNF. Bars show normalized mean
percentage levels respect to naive animals. Data are expressed as mean £ SEM. *p<0.05 and
**n<0.01 in Dunnett’s comparison test vs TRA after ANOVA; n=5 per group. (D) Animals were
trained and tested as in (A) but instead received hilateral intra-CA1 infusions of vehicle (VEH; 0.1%
DMSO in saline), L-NN (1pg/side), timolol (TIM; 1 pg/side) or a combination of L-NN or TIM plus
BDNF (0.25 pg/side). Data (mean + SEM) are presented as percentage of total exploration time.
***p<0.001 in one-sample Student’s t-test with theoretical mean=50; n=10 per group.
184%220mm (600 x 600 DPI)
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Total exploration time (S)
Training session 49.5+3.3
Test session
VEH 509+4.2
L-NN (0.01 pug/side) 48.3+3.9
L-NN (0.1 pg/side) 46.2+4.3
L-NN (1 pg/side) 51.1%5.7
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VEH L-NN
Plus Maze
Total Entries 155+13 14518
% Time in the open arms 402 £ 3.1 37.6+48
Open Field
Crossings 359+£52 39.0£5.5
Rearings 12225 128+ 2.1
Inhibitory Avoidance
Training Step-down latency (S) 10219 11.5 £ 3.1
Test Step-down latency (S) 201.1+£305 228.7 +28.9

John Wiley & Sons

108



