
       

 ÓXIDO NÍTRICO MODULA A MELHORA DA 

MEMÓRIA INDUZIDA POR ESPERMIDINA EM 

RATOS  

 

Gustavo Petri Guerra            



 
 
 
 
 

Livros Grátis 
 

http://www.livrosgratis.com.br 
 

Milhares de livros grátis para download. 
 



    

UFSM 

Dissertação de Mestrado   

ÓXIDO NÍTRICO MODULA A MELHORA DA 

MEMÓRIA INDUZIDA POR ESPERMIDINA EM 

RATOS 

__________________________________________________ 

Gustavo Petri Guerra   

PPGBT   

SANTA MARIA  RS  BRASIL 

2006 



   
ÓXIDO NÍTRICO MODULA A MELHORA DA 

MEMÓRIA INDUZIDA POR ESPERMIDINA EM 

RATOS 

__________________________________________________ 

 

por 

 

Gustavo Petri Guerra 

  

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação em 

Bioquímica Toxicológica da Universidade Federal de Santa 

Maria, como requisito parcial para a obtenção do grau de 

Mestre em Bioquímica Toxicológica. 

 

PPGBT 

 

SANTA MARIA  RS  BRASIL 

2006



iii

  
Universidade Federal de Santa Maria 

Centro de Ciências Naturais e Exatas 

Programa de Pós-Graduação em Bioquímica Toxicológica  

A Comissão Examinadora, abaixo assinada, 

aprova a Dissertação de Mestrado 

ÓXIDO NÍTRICO MODULA A MELHORA DA MEMÓRIA 

INDUZIDA POR ESPERMIDINA EM RATOS 

     

elaborada por 

Gustavo Petri Guerra  

como requisito parcial para obtenção do grau de 

Mestre em Bioquímica Toxicológica  

COMISSÃO EXAMINADORA:    

____________________                                                                                      

Maribel Antonello Rubin 

(Orientadora)  

____________________                 ____________________ 

           Marino Bianchin                                      Maria Ester Pereira      

Santa Maria, 06 de dezembro de 2006.  



iv

                  

Algo só é impossível  

até que alguém duvida     

e acaba provando o contrário.   

Einstein 



v

  
AGRADECIMENTOS  

Agradeço a Deus, por estar sempre presente e nas horas mais difíceis 

ajudar a escolher o caminho certo.  

Agradeço aos meus familiares, em especial minha mãe Maria Elena, por 

ser a base de meus princípios e de minha formação.   

Aos meus orientadores, Maribel e Carlos, agradeço pela orientação 

científica, pelos ensinamentos diários, pela amizade, e estejam certos que 

terão sempre meu respeito.   

Ao professor Juliano, que estava sempre disposto a contribuir com idéias 

e sugestões para este trabalho.   

Aos amigos do Lab., seja de iniciação científica, mestrado ou doutorado,  

pela ajuda, amizade e também pelas inesquecíveis festas.     

E a todos que participaram deste trabalho, sem medir esforços para que 

desse certo.   

Agradeço a Universidade Federal de Santa Maria pela oportunidade e ao 

CNPq, pelo apoio financeiro. 



Lista de Abreviaturas   

vi

 
SUMÁRIO  

LISTA DE ABREVIATURAS ..................................................................... vii 

LISTA DE FIGURAS ................................................................................ viii 

LISTA DE TABELAS...................................................................................x 

RESUMO .................................................................................................... xi 

ABSTRACT ............................................................................................... xii 

I. INTRODUÇÃO..........................................................................................1 

II. OBJETIVOS.............................................................................................5 

II.1. OBJETIVO GERAL ............................................................................6 

II.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS..............................................................6 

III. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ..................................................................7 

III.1  MEMÓRIA .......................................................................................8 

III.1.1  A FORMAÇÃO DA MEMÓRIA ...............................................9 

III.1.2  HIPOCAMPO........................................................................10 

III.2  RECEPTOR N-METIL-D-ASPARTATO  NMDA .........................13 

III.2.1  RECEPTOR NMDA E MEMÓRIA ........................................16 

III.3  POLIAMINAS ................................................................................18 

III.3.1  ESTRUTURA DAS POLIAMINAS ........................................18 

III.3.2 - METABOLISMO DAS POLIAMINAS .................................. 20 

III.3.2.1 - SÍNTESE .................................................................... 20 

III.3.2.2 - CATABOLISMO .......................................................... 23       

III.3.3  FUNÇÃO DAS POLIAMINAS ...............................................23 

III.4 - ÓXIDO NÍTRICO ......................................................................... 28 

III.4.1 - ÓXIDO NÍTRICO E MEMÓRIA ........................................... 31 

IV. RESULTADOS ....................................................................................33 

IV.1. ARTIGO................................................................................... 34 

V. DISCUSSÃO .........................................................................................43 

VI. CONCLUSÕES ....................................................................................51 

VII. REFERÊNCIAS ...................................................................................53  



Lista de Abreviaturas   

vii

 
LISTA DE ABREVIATURAS  

L-NAME  N-arginina metil éster   

 7-NI  7-Nitroindazol 

AMPA  Ácido  -amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiônico 

 AMPc  Adenosina monofosfato cíclica 

AP-5  Ácido D-2-amino-5-fosfonopentanóico 

CaMKII  Proteína  quinase dependente de cálcio/calmodulina do tipo II 

CPG  Ácido DL-beta-clorofenil glutâmico 

CREB  Proteína ligante do elemento responsivo ao AMPc 

DAO  Diamina oxidase 

 GABA  Ácido -aminobutírico 

 MgluR  Receptor glutamatérgico metabotrópico 

 MK-801  (+)5-metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo[a,b]-ciclohepteno-5-10-amino 

 MTA  Metiltioadenosina 

 NADPH  Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato reduzida  

 NMDA  N-metil-D-aspartato 

NO  Óxido Nítrico 

 NOS  Óxido nítrico sintase  

ODC  L- ornitina descarboxilase 

PAO  Poliamina oxidase 

PKC  Proteína quinase dependente de cálcio 

 SAM  S-adenosil-metionina 

 SAM-D  S-adenosil-metionina descarboxilada 

SAMDC  S-adenosil-metionina descarboxilase 

 SNC  Sistema Nervoso Central 

SPD  Espermidina 

SSAT  Espermidina/espermina acetiltransferase  



Lista de Figuras  

viii

LISTA DE FIGURAS   

Revisão Bibliográfica   

Figura III.1 

 
Representação esquemática do hipocampo e seus 

microcircuitos ...................................................................................12 

Figura III.2 

 

Representação esquemática do receptor NMDA ...............15 

Figura III.3 

 

Estrutura química das poliaminas.......................................19 

Figura III.4 

 

Biossíntese e ciclo de interconversão das poliaminas .......22 

Figura III.5 

 

Esquema de ações modulatórias da espermidina sobre o 

receptor NMDA.................................................................................26 

Fig. III.6 

 

Ativação da óxido nítrico sintase no cérebro...........................28 

Figura III.7  Reação de formação do óxido nítrico ................................30  

Resultados  

Figura 1 

 

a) Drawing adapted from Paxinos and Watson (1986) 

showing the area (black) where the infusions were considered 

correctly placed. b) Micrograph (40×) showing the lesion caused  

        by the cannula and injection needle in the dorsal hippocampus 35  

Figura 2 

 

Co-administration of L-NAME (0.1 nmol, intrahippocampus) 

immediately after training prevents the memory improvement  

        induced by spermidine (0.2 nmol) ....................................................37  

Figura 3  7-NI (30 mg/kg, i.p. 30 min before training) impairs 

        memory.............................................................................................38 



Lista de Figuras  

ix

  
Figura 4 

  
Coadministration of L-NAME (0.1 nmol, intrahippocampus) 

immediately after training prevents the increase of NOX levels  

        induced by spermidine (0.2 nmol).....................................................39  

Figura 5 

 

7-NI (30 mg/kg, i.p.) does not alter spermidine (0.2 nmol) 

        induced increase of NOX levels in the hippocampus........................39   



Lista de Tabelas  

x

 
LISTA DE TABELAS   

Resultados  

Tabela 1 

 
Effect of intrahippocampal L-NAME (0.001 0.1 nmol) 

administered immediately after training on the inhibitory 

avoidance task performance of rats (measured as the test step-

down latency) and on the behavior of rats (number of crossing 

and rearing responses) in the open field immediately after the 

        inhibitory avoidance testing session . 37  

Tabela 2 

 

Effect of the immediately after training intrahippocampal 

coadministration of L-NAME (0.1 nmol) and/or spermidine (SPD, 

0.2 nmol) on the behavior of rats in the open field immediately 

       after the inhibitory avoidance testing session ... .38  

Tabela 3 

 

Effect of 7-NI (1 30 mg/kg, i.p.) 30 min before training on 

the inhibitory avoidance task performance of adult rats (measured 

as the test step-down latency) and on the behavior of rats 

(number of crossing and rearing responses) in the open field  

        immediately after the inhibitory avoidance testing session .38  

Tabela 4 

 

Effect of 7-NI (30 mg/kg, i.p., 30 min before training) and 

spermidine (SPD, 0.2 nmol, intrahippocampus, immediately after 

training) on the behavior of rats in the open field immediately after 

        the inhibitory avoidance testing session . ..39 



Resumo  

xi

 
RESUMO 

Dissertação de Mestrado 
Programa de Pós-Graduação em Bioquímica Toxicológica 

Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil.  

ÓXIDO NÍTRICO MODULA A MELHORA DA MEMÓRIA INDUZIDA POR 
ESPERMIDINA EM RATOS   

Autor: Gustavo Petri Guerra 
Orientadora: Maribel Antonello Rubin 

Co-orientador: Carlos Fernando de Mello 
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 06 de dezembro de 2006.   

As poliaminas endógenas, putrescina, espermidina e espermina, são 
aminas alifáticas que estão presentes em altas concentrações no sistema 
nervoso central (SNC). A ação das poliaminas envolve a modulação de diversos 
canais iônicos, incluindo o subtipo de receptor glutamatérgico N-metil-D-
aspartato (NMDA). Os processos mediados pelo receptor NMDA incluem 
plasticidade sináptica e formação de circuitos neurais. Acredita-se que estas 
plasticidades ocorrendo em algumas regiões cerebrais especificas, como o 
hipocampo, são críticas para os processos de aprendizado e memória. Está 
descrito que espermidina (SPD), assim como o óxido nítrico (NO) estão 
diretamente envolvidos com processos de formação da memória. Assim nós 
investigamos o envolvimento do óxido nítrico sobre a melhora da memória 
induzida por SPD em ratos Wistar machos. Para isso, os ratos foram canulados 
bilateralmente no hipocampo, após a recuperação cirúrgica, os animais foram 
treinados no aparelho de esquiva inibitória, injetados bilateralmente no 
hipocampo e testados no mesmo aparelho. Trinta minutos após a administração 
das drogas os animais foram decapitados e os níveis de nitrito e nitrato (NOX) 
foram determinados no hipocampo dos ratos. A injeção bilateral de 0,1 nmol de 
L-NAME, um inibidor não seletivo da óxido nítrico sintase, SPD (0,2 nmol) ou a 
associação de SPD e L-NAME, foram realizadas imediatamente após o treino na 
tarefa de esquiva inibitória. A administração de L-NAME não causou efeito per se 
sobre a memória e reverteu o efeito facilitatório causado pela SPD. Espermidina 
aumentou os níveis de NOX no hipocampo, e a co-injeção de L-NAME preveniu 
este aumento induzido por SPD.  A administração sistêmica de 7-NI (30 mg/kg), 
um inibidor seletivo da óxido nítrico sintase neuronal, 30 minutos antes do treino 
da esquiva inibitória piorou a memória e não preveniu o aumento nos níveis de 
NOX induzidos por SPD. Nenhuma das drogas estudas alterou a atividade 
motora dos animais. Estes resultados sugerem que o efeito facilitatório da 
memória induzido por SPD é mediado, pelo menos em parte, pelo aumento da 
síntese do óxido nítrico.    
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ABSTRACT  
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Federal University of Santa Maria, RS, Brazil  

NITRIC OXIDE MODULATES THE IMPROVEMENT OF THE MEMORY 
INDUCED BY SPERMIDINE IN RAT  

Author: Gustavo Petri Guerra 
Advisors: Maribel Antonello Rubin 

                 Carlos Fernando de Mello 
Date and place of defense: Santa Maria, december 06, 2006.   

The endogenous poliaminas, putrescine, spermidina and spermine are aliphatics 
amines that are present in high concentrations in the central nervous system 
(SNC). The action of the poliamines involves the modulation of several ionic 
channels, including the subtype of glutamatergic N-methyl-D-aspartate receptor 
(NMDA). The processes mediated by NMDA receptor include synaptic plasticity 
and formation of neural circuitry. It is believed that these plasticities happening in 
some cerebral areas specifies, as the hippocampus, are critical for the learning 
and memory processes. It is described that spermidine (SPD), as well as the 
nitric oxide are directly involved with processes of formation of the memory. 
Therefore, we investigated the involvement of the nitric oxide in the facilitatory 
effect induced by SPD on the memory of males Wistar rats. For that, the rats 
were bilaterally cannulae in the hippocampus, after the surgical recovery, the 
animals were trained in the inhibitory avoidance task, injected bilaterally in the 
hippocampus and tested in the same task. Thirty minutes after the administration 
of the drugs the animals were decapitated and the nitrite and nitrate levels (NOX) 
they were determined in the hippocampus of the rats. The bilateral injection of 0.1 
nmol of L-NAME, a non-selective inhibitor of the nitric oxide synthase, SPD (0.2 
nmol) or the association of SPD and L-NAME, were achieve immediately after the 
training in the inhibitory avoidance task. The administration of L-NAME didn't 
cause effect per se on memory and it reverted the facilitatory effect induced by 
SPD. Spermidine increased the levels of NOX in the hippocampus, and the co-
injection of L-NAME prevented this increase induced by SPD. The systemic 
administration of 7-NI (30 mg/kg), a selective inhibitor of the nitric oxide synthase 
neuronal, 30 minutes before the training of it the inhibitory avoidance impaired 
the memory and didn't prevent the increase in the levels of NOX induced by SPD. 
None of the drugs studies altered the locomotor activity of the animals. These 
results suggest that the facilitatory effect of the memory induced by SPD it is 
mediated, at least partly, for the increase of the synthesis of the nitric oxide.    
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As poliaminas, espermidina, espermina e putrescina, são um grupo 

de aminas alifáticas com estrutura policatiônica, que em pH fisiológico 

possuem uma carga positiva em cada átomo de nitrogênio (Carter, 1994). 

A ação das poliaminas envolve a modulação do receptor glutamatérgico 

N-metil-D-aspartato (NMDA) (Williams et al., 1997; Rock & MacDonald, 

1995). O papel modulatório das poliaminas no receptor NMDA tem estado 

bastante descrito (Williams et al., 1991; Rock & MacDonald, 1995). Elas 

têm uma ação complexa nesse receptor, como demonstrado pelo efeito 

bifásico da espermina e da espermidina sobre a ligação do [3H]MK-801, 

isto é, baixas doses aumentam a ligação deste no receptor NMDA, 

enquanto altas doses não têm efeito (Rock & MacDonald, 1995; Johnson, 

1996; Williams, 1997). Esta dupla modulação parece, também, existir a 

nível comportamental, uma vez que a administração intra-hipocampal e 

intra-amígdala de agonistas para o sítio das poliaminas, em baixas, mas 

não em altas doses, melhoram o desempenho dos ratos na tarefa de 

esquiva inibitória (Rubin et al., 2000, 2001). 

O hipocampo é uma estrutura do lobo temporal medial 

sabidamente envolvido na aquisição/consolidação e ou evocação da 

memória (Izquierdo & Medina, 1995). Estudos têm demonstrado que a 

administração intra-hipocampal de espermidina (0,02-2,0 

nmol/hipocampo) e intra-amígdala (0,02-20,0 nmol/amígdala) melhora o 

desempenho dos animais nas tarefas de esquiva inibitória (Rubin et al., 

2000, 2001, Berlese et al., 2005) e de medo condicionado (Rubin et al., 
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2004). A melhora da memória causada pela espermidina no teste de 

esquiva inibitória ocorre somente nas fases de aquisição e início da 

consolidação da memória, não ocorrendo nas fases de consolidação 

tardia e nem na evocação da memória (Berlese et al., 2005). 

O óxido nítrico (NO) é sintetizado pela enzima óxido nítrico sintase 

(NOS) que catalisa a conversão da L-arginina em L-citrulina produzindo 

óxido nítrico como co-produto, em uma reação dependente de NADPH 

(Garthwaite,1991).  

O NO é sintetizado por vários tipos de células, como neurônios, 

células endoteliais e macrófagos, por uma família de três isoformas da 

NOS. A enzima óxido nítrico sintase neuronal (n-NOS), presente nos 

neurônios, e a enzima óxido nítrico sintase endotelial (e-NOS), presente 

no endotélio, possuem atividade regulada por íons Ca2+. Enquanto a óxido 

nítrico sintase induzível (i-NOS) independe destes íons (Alderton et al., 

2001).  

O NO está descrito como um mensageiro retrógrado, por ser 

produzido em células pós-sinápticas e atuar em células pré-sinápticas, 

aumentando a liberação de glutamato (Meyer et al. 1998). Nos neurônios, 

a síntese de NO é estimulada pelo influxo de Ca2+ através da ativação dos 

receptores glutamatérgicos, preferencialmente receptores NMDA, (Prast & 

Philippu, 2001). Evidências demonstram que processos mediados pela 

ativação de receptores NMDA hipocampal possuem um importante papel 

no aprendizado e memória (Morris, 1989). 
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Os efeitos da administração sistêmica de inibidores da NOS sobre 

o aprendizado e memória têm sido estudado em ratos (Estall, et al., 

1993). NG Nitro-l-arginina-metil éster (L-NAME), um inibidor competitivo da 

NOS, prejudica a memória em ratos (Calixto et al., 2001) e em 

camundongos na tarefa de esquiva inibitória (Baratti & Kopf, 1996). 

Estudos sugerem que processos dependentes de NO no hipocampo 

possam contribuir para o aprendizado espacial. Assim, a administração 

intra-hipocampal de L-NAME prejudica a memória de trabalho (Ohno et 

al., 1993). 

Estudos farmacológicos têm demonstrado que a isoforma NOS 

neuronal (n-NOS) está diretamente ligada à plasticidade sináptica e ao 

aprendizado em ratos. Está descrito que 7-nitroindazol (7-NI), um inibidor 

seletivo da n-NOS, prejudica o aprendizado no labirinto aquático de Morris 

(Holscher et al., 1996), no labirinto de 14 braços em T (Meyer, 1998), e na 

tarefa de medo condicionado em ratos (Vanaja & Ekambaram, 2004). Isto 

apóia a visão que n-NOS é utilizada para as formas de aprendizado e 

memória que requerem o hipocampo.  

Neste estudo, foi investigado o envolvimento do NO sobre a 

melhora da memória causada por espermidina na tarefa de esquiva 

inibitória. Para isto, foi avaliado o efeito do L-NAME, um inibidor não 

seletivo da NOS, e do 7-NI, um inhibitor seletivo da n-NOS, na melhora da 

memória causada por espermidina em ratos na tarefa esquiva inibitoria. 



  

II. OBJETIVOS
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II.1. OBJETIVO GERAL   

Avaliar o envolvimento do óxido nítrico na melhora da memória 

induzida pela administração intra-hipocampal de SPD na tarefa de 

esquiva inibitória em ratos.        

II.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

  

Investigar o efeito da administração intra-hipocampal de L-NAME e 

da administração sistêmica de 7-NI sobre a memória na tarefa de 

esquiva inibitória em ratos.  

  

Investigar o efeito da administração intra-hipocampal de L-NAME e 

da administração sistêmica de 7-NI sobre a melhora da memória 

induzida por SPD na tarefa de esquiva inibitória em ratos.  

 

Avaliar o efeito da administração intra-hipocampal de L-NAME e da 

administração sistêmica de 7-NI sobre o possível aumento nos níveis 

de nitrito e nitrato hipocampais induzidos pela administração intra-

hipocampal de SPD.   



     

III. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA    
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III.1  MEMÓRIA  

A memória desperta o interesse e a imaginação do homem desde a 

Antigüidade, contudo os primeiros estudos científicos foram realizados há 

pouco mais de um século. Hoje, possuímos uma razoável compreensão 

sobre os mecanismos de sua formação. 

Para a formação de uma memória é necessário que ocorra antes 

um aprendizado, que é a aquisição de novas informações, é a 

modificação de um comportamento após uma experiência vivida. E a 

memória nada mais é do que a capacidade de armazenar estas novas 

informações e recordar aprendizados anteriores (Izquierdo, 2002).  

A memória pode ser classificada em dois diferentes tipos, de 

acordo com seu conteúdo: a memória declarativa e a não declarativa. A 

memória declarativa é aquela evocada pelo consciente e a qual 

conseguimos verbalizar, é uma memória para fatos e eventos que 

ocorreram em nossa vida, como uma viagem ou um casamento. A 

memória não declarativa, também chamada de memória de procedimento, 

é aquela evocada pelo inconsciente e que não conseguimos verbalizar, é 

uma memória relacionada com hábitos, habilidades motoras e 

comportamentos, como andar de bicicleta ou dirigir um automóvel (Bear et 

al., 2002). 

A memória também pode ser classificada quanto ao seu tempo de 

duração: como imediata, de curta e de longa duração. A memória 

imediata, também chamada memória de trabalho, mantém as informações 
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por apenas alguns segundos, não deixando traços ou produzindo 

arquivos, como por exemplo, a memória de um número de telefone que 

consultamos na lista telefônica, e que esquecemos logo após tê-lo 

digitado. A memória de curta duração, que dura minutos ou poucas horas, 

e a memória de longa duração, que dura meses ou anos, por sua vez são 

armazenadas e formam arquivos de memórias. Sendo este período 

chamado de período de "consolidação" (Izquierdo, 2002; Squire & Kandel, 

2003).   

III.1.1  A FORMAÇÃO DA MEMÓRIA  

A formação de uma nova memória depende de processos neurais 

que iniciam com a aquisição de uma informação, seguido por um 

processo de consolidação (armazenamento da informação) e por fim um 

processo de evocação, quando a memória está pronta para ser lembrada 

(Abel & Lattal, 2001).      

Acredita-se que um aumento na liberação de neurotransmissores, 

principalmente glutamato, seja o primeiro passo para a formação da 

memória (McGaugh, 2000; McGaugh & Izquierdo, 2000). O glutamato 

liberado se liga aos receptores glutamatérgicos ácido -amino-3-hidroxi-5-

metil-4-isoxazol propiônico (AMPA), cainato, N-metil-D-aspartato (NMDA) 

e metabotrópicos (MgluR), provocando a abertura dos canais de cálcio 

voltagem dependente, e aumentando a concentração de cálcio 
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intracelular. Como conseqüência disso, são ativadas enzimas como 

proteína quinase cálcio-dependente (PKC), proteína quinase cálcio-

calmodulina dependente (CaMKII), proteína quinase dependente de 

AMPc (sigla em inglês: CREB), etc, que por sua vez ativam mecanismos 

intracelulares que culminam com a síntese protéica, e no aumento da 

transmissão de informações entre neurônios. Tais alterações entre os 

neurônios têm sido denominada "plasticidade sináptica" (McGaugh, 2000; 

McGaugh, 2002; McGaugh & Izquierdo, 2000). 

    

III.1.2  HIPOCAMPO   

No lobo temporal medial, encontra-se um grupo de estruturas de 

grande importância para a consolidação memória, e entre elas está o 

hipocampo. 

O hipocampo é uma estrutura em forma de um cavalo-marinho 

formada por duas camadas de neurônios, dobradas uma sobre a outra, 

sendo uma chamada giro denteado e a outra corno de Amon. O corno de 

Amon possui quatro divisões, do qual duas são as mais importantes: CA1 

e CA3 (CA significa corno de Amon) (Miller & O'Callaghan, 2005).  

A grande via de entrada de informações no hipocampo é o córtex 

entorrinal. O córtex entorrinal envia informações ao hipocampo por meio 

de um feixe de axônios chamado via perforante. Estes axônios 

estabelecem sinapses em neurônios do giro denteado.   
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Os neurônios do giro denteado projetam axônios (chamados de 

fibras musgosas) que estabelecem sinapses em células de CA3, que por 

sua vez, projetam axônios, que se ramificam. Um ramo deixa o 

hipocampo pelo fórnix, e o outro ramo, chamado colateral de Schaffer, 

forma sinapses excitatórias em neurônios da CA1 (Fig. III.1). A informação 

neural é transmitida a partir da região CA1 a outras áreas, constituindo 

uma saída da informação pré-processada no hipocampo (Bear et al., 

2002; Watts & Thomson, 2005)  

O hipocampo sem dúvida é de grande importância para a formação 

da memória, uma vez que manipulações farmacológicas e bioquímicas 

nestas áreas alteram a memória em diferentes tarefas (Berlese et al., 

2005; Bernabeu et al., 1996; Chou & Lee, 1995; Izquierdo & Medina, 

1995; Morris, 1989; Rubin et al., 2000).  

Estudos mostram que administração intra-hipocampal (Jafari-

Sabet, 2006) e intra-amigdala (Roesler et al., 2000) imediatamente pós-

treino de acido aminofosfopentanóico (AP5), antagonista competitivo do 

receptor gutamatérgico NMDA, causa prejuízo de memória na tarefa de 

esquiva inibitória. A administração intra-hipocampal de AP5 (1-10 g/rato) 

além de causar déficit de memória, diminui o efeito facilitatório sobre a 

memória induzido por injeção intra-hipocampal de NMDA (10-2 g/rato) na 

tarefa de esquiva inibitória (Jafari-Sabet, 2006).  

Estudos mostram ainda que ratos com lesões no hipocampo 

apresentam um prejuízo no aprendizado espacial (Broadbent et al., 2004)  
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Estas evidências indicam que os receptores glutamatérgicos 

hipocampais estão diretamente envolvidos na formação da memória.     

Fig. III.1- Representação esquemática do hipocampo e seus 

microcircuitos. (Adaptado de: The University of British Columbia. 

Disponível em: <http://www.psych.ubc.ca/.../slide0005_image013.gif>. 

Acesso em: 8 Nov., 2006.)   

http://www.psych.ubc.ca/.../slide0005_image013.gif>
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III.2  RECEPTOR N-METIL-D-ASPARTATO  NMDA  

O receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) é um subtipo de receptor 

glutamatérgico, amplamente distribuído no sistema nervoso central, sendo 

os níveis mais altos encontrados na região CA1 do hipocampo 

(Monaghan & Cotman, 1985). O NMDA possui várias subunidades 

denominadas: NR1 (onde se liga a glicina), NR2 (A-D) (onde se liga o 

glutamato) e NR3 (A-B) (Prybylowski & Wenthold, 2004; Yamakura & 

Shimoji, 1999).  

Esse receptor é formado por um canal iônico que possui alta 

permeabilidade aos íons sódio (Na+), potássio (K+) e cálcio (Ca2+) 

(MacDermott et al., 1986; Mayer & Westbrook, 1987a). No potencial de 

repouso o canal está bloqueado por íons Mg2+ (Riedel et al., 2003), 

impedindo a passagem de outros íons. Para o Mg2+ sair do poro e ocorrer 

a ativação do receptor NMDA é necessário uma despolarização da 

membrana neural pós-sinaptica. Esta despolarização ocorre com a 

ativação dos receptores glutamatérgicos pós-sinápticos do tipo AMPA. E 

por este motivo a entrada de íons através do canal NMDA é considerada 

dependente de voltagem (Bear et al., 2002). 

A despolarização proporciona a liberação de neurotransmissores  na 

fenda sináptica, incluindo o glutamato, e a ativação do receptor NMDA 

que resulta no influxo de íons Na+ e principalmente Ca2+ e no efluxo de 

íons K+ (Ozawa et al., 1998; Scatton, 1993). 



Revisão Bibliográfica  

14

 
O influxo de cálcio que acompanha a ativação do receptor NMDA é 

responsável pela ativação de proteínas quinases dependentes de cálcio 

(PKC) e de proteínas quinases dependentes de cálcio-calmodulina II 

(CAMKII). Estas são responsáveis por algumas respostas celulares 

mediadas pelo receptor NMDA, incluindo a plasticidade sináptica (Bliss & 

Collingride, 1993; Elgersma & Silva, 1999; Izquierdo & Medina, 1995; 

McGaugh & Izquierdo, 2000; Teyler, 1999). 

O receptor NMDA é um complexo protéico com vários sítios de 

ligação para agonistas e antagonistas, tais como glutamato/NMDA, sítio 

onde se liga dizocilpina (MK-801), sítio modulatório para a glicina (co-

agonista do receptor NMDA) e zinco, bem como sítios de ligação para 

poliaminas (Ranson & Stec, 1988; Riedel et al., 2003; Shing et al., 1990; 

Williams et al., 1991) (Fig. III. 2).           
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Fig. III.2  Representação esquemática do receptor NMDA. (Adaptado de: 

Anaesthesia UK. Disponível em: 

<http://www.frca.co.uk/images/NMDA.jpg>. Acesso em: 8 Nov., 2006.) 
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III.2.1  RECEPTOR NMDA E MEMÓRIA  

Muitas evidências demonstram que o receptor glutamatérgico 

NMDA é fundamental para os processos de plasticidade sináptica e 

formação de memória para diferentes tarefas (Castelano et al., 2001; 

Riedel et al., 2003). Estudos com manipulações farmacológicas e 

genéticas mostram que o receptor NMDA está diretamente envolvido na 

formação de memórias aversivas (Fanselow & Kim 1994; Izquierdo et al.,  

1992; Miserendino et al., 1990; Roesler et al., 1998) e espaciais (Ahlander 

et al., 1999; Bolhuis & Reid, 1992; Caramanos & Shapiro 1994; Morris et 

al., 1986; Shapiro & O Connor, 1992; Shapiro & Eichenbaum, 1999).  

Administração sistêmica ou intracerebral de bloqueadores do canal 

do receptor NMDA causam prejuízo no desempenho de ratos em uma 

grande variedade de tarefas de memória (Izquerdo & Medina, 1995).   

De Lima e colaboradores (2005), demonstraram que a 

administração sistêmica de 0,1 mg/kg de (+)5-metil-10,11-dihidro-5H-

dibenzo[a,b]-ciclohepteno-5-10-amino (MK-801), um antagonista não-

competitivo do receptor NMDA, 20 minutos antes ou imediatamente 

depois do treino na tarefa de reconhecimento de objetos prejudica a 

memória de curta e longa duração. Roesler e colaboradores (2000), 

também demonstraram prejuízo da memória na tarefa de esquiva inibitória 

devido a administração pré ou pós-treino intra-amigdala de 5 g de ácido-

D-2-amino-5-fosfonopentanóico (AP5), um antagonista competitivo do 

receptor NMDA. Enquanto que a administração de AP5 pré-teste não 
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afetou a memória para a mesma tarefa. Efeito similar ainda foi 

demonstrado para administração intra-hipocampal deste composto, na 

tarefa de esquiva inibitória (Jafari-Sabet, 2006) e na tarefa do labirinto 

aquático de Morris (Morris, 1989). 

Entretanto, agonistas do receptor NMDA, como o glutamato 

(Izquierdo & Medina, 1995; Rubin et al., 1997) e o ácido DL-beta-clorofenil 

glutâmico (CPG) melhoram a performance dos ratos na tarefa de esquiva 

inibitória e de camundongos no labirinto em T respectivamente (Flood et 

al.,1990). 

Além disso, estudos demonstram que o número de receptores 

NMDA está reduzido no sistema nervoso central de pacientes com  

doença de Alzheimer (Sze et al., 2001). 

Todas estas evidências farmacológicas estão de acordo com 

estudos envolvendo camundongos transgênicos, onde é demonstrado 

que a super-expressão de receptores NMDA produz um melhor 

desempenho destes animais em tarefas de memória (Tang et al., 1999).             



Revisão Bibliográfica  

18

 
III.3  POLIAMINAS  

III.3.1  ESTRUTURA DAS POLIAMINAS  

As poliaminas, putrescina, espermidina (SPD) e espermina, são 

aminas alifáticas simples constituídas por uma, duas ou três cadeias de 

carbono, respectivamente (fig III.3). Elas são solúveis em água, possuem 

baixo peso molecular, caráter fortemente básico, devido aos grupamentos 

amino, e em pH fisiológico encontram-se completamente protonadas 

(Carter, 1994; Dawson et al., 1986; Seiler et al., 1996).  

A interação das poliaminas com ácidos nucléicos e proteínas é 

essencial para manter a regulação do crescimento e desenvolvimento 

celular (Marton & Morris, 1987; Seiler et al., 1996). Além disso, as 

poliaminas parecem modular a atividade de receptores e canais iônicos 

(Seiler et al., 1996).  

Os níveis intracelulares de poliaminas são mantidos dentro de um 

limite muito estreito, e a diminuição nos níveis de poliaminas interfere no 

crescimento celular, enquanto um excesso pode ser tóxico (Davis, 1990).  
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Fig. III.3 - Estrutura química das poliaminas (adaptado de Teti et al., 

2002). 
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III.3.2  METABOLISMO DAS POLIAMINAS  

III.3.2.1  SÍNTESE    

O aminoácido ornitina é o principal precursor das poliaminas 

endógenas. No cérebro, a ornitina é formada a partir da clivagem 

hidrolítica do aminoácido arginina em uma reação catalisada pela 

arginase (Fig. III.4) (Carter, 1994; Seiler, 1981; Seiler, 1994). 

A putrescina é sintetizada pela descarboxilação da ornitina, uma 

reação catalisada pela enzima ornitina descarboxilase (ODC). A 

putrescina formada serve como precursor imediato da síntese de 

espermidina e espermina. Esta síntese requer o grupo aminopropil que é 

fornecido pela ação de duas enzimas: a S-adenosilmetionina 

descarboxilase (SAMDC), que descarboxila a S-adenosilmetionina (SAM), 

e a espermidina sintase, uma enzima transferase que catalisa a 

transferência do grupamento aminopropil da SAM para a putrescina ou 

espermina sintase que catalisa a transferência de um segundo 

grupamento aminopropil para a SPD, formando SPD e espermina 

respectivamente (Jeevanandam & Petersen 2001; Tabor & Tabor, 1984; 

Urdiales et al., 2001;).  

Esta rota de síntese de poliaminas é reversível, ou seja, a espermina 

pode ser convertida em SPD e esta em putrescina. O primeiro passo 

desta interconversão é a acetilação da espermina ou SPD na posição N1, 

catalisada pela enzima espermidina/espermina acetiltransferase (SSAT). 
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Após este passo, a poliamina acetilada sofre quebra oxidativa, por ação 

da enzima poliamina oxidase (PAO), liberando os grupos aminopropil 

provenientes da S-adenosilmetionina descarboxilada (SAM-D) para formar 

SPD e putrescina. O produto destas reações permanece no ciclo e pode 

ser reutilizado na síntese das poliaminas (Seiler, 1994; Urdiales et al., 

2001). 

Estudos com a inibição da poliamina oxidase têm demonstrado que 

a rota de interconversão de poliaminas, no encéfalo de ratos, é 

responsável por 70% da putrescina formada a partir da SPD, enquanto 

somente 30% da putrescina é formada pela descarboxilação da ornitina 

(Carter, 1994; Seiler et al., 1985). 

Assim as enzimas chave na regulação da síntese de poliaminas são 

ornitina descarboxilase, S-adenosilmetionina descarboxilase e 

espermidina/espermina acetiltransferase (Urdiales et al., 2001).                      
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Fig. III.4 - Biossíntese e ciclo de interconversão das poliaminas. S-

adenosilmetionina (SAM); S-adenosilmetionina descarboxilada (SAM-D); 

metiltioadenosina (MTA) (Urdiales et al., 2001).  
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III.3.2.2  CATABOLISMO  

O catabolismo das poliaminas, consiste na desaminação oxidadiva 

de seus grupos amino primários, sendo a reação catalisada por amino 

oxidases dependentes de cobre, como a diamina oxidase (DAO). Através 

desta desaminação cada intermediário do ciclo da interconversão pode 

ser transformado em um aldeído, que é posteriormente oxidado em um 

aminoácido (Rokkas et al., 1990), e apenas a putrescina pode ser 

convertida em ácido aminobutírico (GABA) (Raul et al., 1995).  

Os produtos finais do catabolismo das poliaminas, bem como as 

poliaminas acetiladas, podem então ser excretados na urina (Carter, 

1994; Gugliucci, 2004; Teti et al., 2002).   

III.3.3  FUNÇÃO DAS POLIAMINAS  

As poliaminas estão amplamente distribuídas no sistema nervoso 

central. São encontradas principalmente em regiões do encéfalo como 

hipotálamo, bulbo, hipocampo e cerebelo, sendo a mais alta concentração 

de SPD, seguida por espemina e por fim putrescina, que possui uma 

concentração muito pequena em comparação as outras duas (Seiler & 

Schmitd-Glenewinkel, 1975).    

Estudos demonstram que as poliaminas também estão envolvidas 

nos processos de crescimento e diferenciação celular por ativação da 
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síntese do RNA e da síntese protéica (Campbel et al., 1978; Celano et al., 

1989; Tabor & Tabor, 1984, Thomas & Thomas, 2001) e que suas 

concentrações estão aumentadas em casos de tumores cerebrais 

(Ernestus et al., 1993; Rohn et al., 2001; Seiler, 1981). O bloqueio da 

enzima ornitina descarboxilase, o qual reduz o nível de poliaminas 

intracelulares, tem sido testado em estudos clínicos para o tratamento do 

câncer (Kubo et al., 1998; Messing et al., 2006; Tabor & Tabor, 1984) e 

tem mostrado eficácia em alguns modelos de neurodegeneração (Kish, 

1991; Rock & Macdonald, 1995).  

Vários estudos apontam que o efeito das poliaminas no SNC deve-

se a uma ação como neurotransmissores e neuromoduladores (Alexander 

et al., 1992; Carter, 1994; Williams et al., 1991), uma vez que: 1) as 

poliaminas são armazenadas em vesículas sinápticas; 2) são liberadas de 

maneira cálcio dependente, seguindo um estímulo químico ou elétrico; 3) 

existe um sistema de recaptação de alta afinidade para as poliaminas, 

que regula o nível extracelular e o tempo de efeito (Carter, 1994; Harman 

& Shaw, 1981; Seiler, 1994; Williams et al., 1989, 1991; Williams, 1997). 

O principal foco de estudo das poliaminas deve-se a interação com o 

receptor NMDA, especialmente com a subunidade NR2B (Coughenour & 

Barr, 2001).  

Espermina e espermidina atuam sobre o receptor NMDA de maneira 

bifásica, sugerindo dois efeitos distintos das poliaminas. A espermina, em 

altas concentrações não potencializa a ligação do [3H]MK-801, enquanto 
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que em baixas concentrações aumenta a condutância do receptor NMDA, 

por aumentar a freqüência de abertura do canal (Johnson, 1996; Rock & 

MacDonald, 1995; Williams, 1997). Esta ação complexa das poliaminas 

sobre o receptor NMDA sugere que possa haver mais de um sítio de 

ligação de poliaminas associado a este receptor (Johnson, 1996; Shing et 

al., 1990; Worthen et al., 2001; Yoneda & Ogita, 1991).  

A figura III.5 apresenta o esquema das possíveis ações modulatórias 

da espermina sobre o receptor NMDA (Johnson, 1996).  

1) as poliaminas aumentam as correntes induzidas por glutamato na 

presença de concentrações saturantes de glicina; 

2) estimulação glicina-dependente: as poliaminas aumentam a afinidade 

do receptor pela glicina;  

3) uma inibição voltagem dependente, ou por diminuição da condutância 

do canal, ou como resultado de seu caráter catiônico na entrada do poro, 

ou por um bloqueio do canal aberto em um sítio dentro do poro como faz 

o magnésio; 

4) inibição da afinidade do receptor pelo glutamato.  

Esta resposta bifásica parece também existir a nível 

comportamental. A administração intra-hipocampal de SPD 

imediatamente após o treino, melhora o desempenho de ratos na tarefa 

de esquiva inibitória em baixas doses, efeito que não é observado com  

altas doses (Berlese et al., 2005; Rubin et al., 2000). Este efeito também é 
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demonstrado pela administração intra-amigdala de SPD na tarefa de 

medo condicionado (Rubin et al., 2004).                 

Fig. III.5 - Esquema de ações modulatórias da espermina sobre o receptor 

NMDA (adaptado de Johnson, 1996).  
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Existem estudos que demonstram o envolvimento das poliaminas na 

modulação da memória (Khish et al., 1998a; Khish et al., 1998 b; Meyer et 

al., 1998; Rubin et al., 2000; 2001; 2004; Shimada et al., 1994). Altas 

doses de espermina (125-250 nmol), administradas por via 

intracerebroventricular, causam dano hipocampal e déficit de aprendizado 

em ratos na tarefa do labirinto aquático de Morris (Conway, 1998). E 

administração intra-peritoneal de poliaminas potencializa a diminuição do 

aprendizado induzido por dizocilpina no labirinto em T de 14 braços 

(Shimada et al., 1994).  

Por outro lado, a administração intra-hipocampal de SPD (10 

g/hipocampo) é capaz de atenuar, o número de erros para memória de 

trabalho induzidos por administração intra-hipocampal tanto de MK-801, 

um antagonista não-competitivo do receptor NMDA (Kishi et al., 1998a), 

quanto por escopolamina (3,2 g/hipocampo), antagonista do receptor 

muscarínico (Khish et al., 1998 b). E administração intra-peritoneal de 

espermina atenua, de maneira dose dependente, o prejuízo no 

aprendizado induzido por CPP, um antagonista competitivo do receptor 

NMDA, no labirinto em T de 14 braços (Meyer et al., 1998).   

Além disso, também é demonstrado que a administração sistêmica 

de SPD melhora a memória de curta duração em ratos (Mikolajczak et al., 

2002), administração intra-amigdala (Rubin et al., 2001) e intra-

hipocampal (Berlese et al., 2005; Rubin et al., 2000) melhora a memória 

na tarefa de esquiva inibitória e medo condicionado (Rubin et al., 2004).  
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III.4  ÓXIDO NÍTRICO   

O óxido nítrico (NO), um gás é neuromodulador das funções do 

sistema nervoso central (SNC), ele atua como um mensageiro retrógrado, 

uma vez que, é produzido enzimaticamente em células pós-sinápticas e 

difunde-se para atuar em células pré-sinápticas (Garthwaite, 1991; O Dell 

et al., 1991). Nos neurônios, a síntese de NO é estimulada pelo influxo de 

Ca2+ através da ativação dos receptores glutamatérgicos, 

preferencialmente receptores NMDA (fig. III. 6) (Prast & Philippu, 2001).  

Fig. III.6 

 

Ativação da óxido nítrico sintase no cérebro (Campbel, 

2000).  
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O NO é sintetizado pela enzima óxido nítrico sintase (NOS) que 

catalisa a conversão da L-arginina em L-citrulina produzindo óxido nítrico 

como co-produto, em uma reação dependente de NADPH (fig. III. 7)  

(Garthwaite,1991).  

O NO é sintetizado por vários tipos de células, como neurônios, 

células endoteliais e macrófagos, por uma família de três isoenzimas da 

NOS: enzima óxido nítrico sintase neuronal (n-NOS ou NOS-I), presente 

nos neurônios, a enzima óxido nítrico sintase induzível (i-NOS ou NOS-II), 

presente em macrófagos, e a enzima óxido nítrico sintase endotelial (e-

NOS ou NOS-III), presente no endotélio. Ambas as isoformas n-NOS e e-

NOS  são denominadas constitutivas e ativadas pelo aumento dos íons 

Ca2+, e conseqüente aumento da cálcio-calmodulina. Enquanto que a 

atividade da forma induzível é expressa em resposta a estímulos 

patológicos, como microrganismos invasores e é independe da 

concentração de Ca2+ (Alderton et al., 2001; Mayer & Andrew, 1998).    
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Fig. III.7 

 

Reação de formação do óxido nítrico. A arginina reage 

com o oxigênio produzindo citrulina e NO. A reação é catalisada pela 

enzima óxido nítrico sintase.           
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III.4.1  ÓXIDO NÍTRICO E MEMÓRIA  

Muitas evidências demonstram que a síntese de óxido nítrico é 

fundamental para os processos de plasticidade sináptica (Schuman & 

Madison, 1991) e formação da memória (Böhme et al., 1993; Ohno et al., 

1993; Yamada et al., 1995).   

O NO parece modular a liberação de neurotransmissores no 

cérebro (Prast & Philippu, 2001). Estudos demonstram que a atividade da 

NOS hipocampal encontra-se aumentada imediatamente depois do 

aprendizado na esquiva inibitória, sugerindo que processos dependentes 

da NO hipocampal possam contribuir para o aprendizado espacial 

(Bernabeu et al., 1995). 

Existem basicamente cinco linhas de evidências que demonstram o 

importante papel do NO sobre o aprendizado e memória: Primeiro: a 

administração de inibidores da NOS, nos estágios de aquisição ou no 

início da consolidação da memória, produz um déficit no aprendizado de 

ratos em diferentes tarefas (Baratti & Kopf, 1996; Bernabeu et al., 1995; 

Calixto et al., 2001; da Cunha et al., 2005; Estall et al., 1993; Fin et al., 

1995; Huang & Lee 1995; Kopf et al., 2001; Ohno et al., 1993; Yamada et 

al., 1995; Zou et al., 1998;); Segundo: o prejuízo de memória induzido por 

inibidores da NOS é prevenido por injeções de L-arginina (substrato da 

NOS) em doses que não possuem efeito per se sobre a memória (Baratti 

& Kopf 1996; da Cunha et al., 2005; Huang & Lee 1995; Kopf et al., 2001; 

Ohno et al., 1993;) ou por doadores de NO (Meyer et al., 1998); Terceiro: 
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doadores de NO, incluindo L-arginina, facilitam a formação da memória 

(Fin et al., 1995; Khavandgar et al., 2003; Plech et al., 2003; Zou et al., 

1998); Quarto: um ativador da guanilato ciclase-óxido nítrico melhora a 

memória e antagoniza o prejuízo no aprendizado induzido por 

escopolamina (Chien et al., 2005); Quinto: ratos desprovidos do gene 

para n-NOS, mas não para e-NOS, demonstram prejuízo no desempenho 

cognitivo (Dere et al., 2001; Kirchner et al., 2004; Weitzdoerfer et al., 

2004). 

Apesar de estar descrito que receptores NMDA hipocampais, 

poliaminas e NO isoladamente estão envolvidos nos processos de 

formação da memória, é pouco conhecida a relação existente entre estes 

fatores sobre a memória.  

    

   

       



                                   

IV. RESULTADOS   
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V. DISCUSSÃO  



Discussão  
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No presente estudo, foi avaliado o envolvimento do NO no efeito 

facilitatório sobre a memória induzido pela administração intra-hipocampal 

de SPD na tarefa de esquiva inibitória em ratos.    

O L-NAME, um inibidor não seletivo da NOS, preveniu o efeito 

facilitatório da administração intra-hipocampal de SPD sobre a memória 

de ratos, na tarefa de esquiva inibitória, e preveniu o aumento dos níveis 

de nitrito e nitrato (NOx)  induzido por SPD. A injeção sistêmica de 7-NI 

piorou a memória e tendeu, paradoxicalmente, a aumentar o nível de NOX 

hipocampal. Nós também demonstramos que nenhum dos tratamentos 

farmacológicos usados neste estudo alterou o comportamento locomotor 

dos animais, sugerindo que os efeitos comportamentais não são 

atribuídos a possíveis efeitos motores inespecíficos.  

A prevenção do efeito facilitatório da memória induzido por SPD na  

tarefa de esquiva inibitória através da administração intra-hipocampal de 

L-NAME sugere o aumento da síntese de NO no hipocampo como um 

possível mecanismo de ação da SPD sobre a melhora da memória. 

Sendo esta evidência confirmada pelo aumento na produção de NOX 

induzido por SPD e pela co-administração de L-NAME prevenindo o efeito 

da SPD sobre este aumento nos níveis de NOX.  

Está descrito que as poliaminas podem atuar inibindo a enzima 

óxido nítrico sintase (Hu et al., 1994). Nossos dados demonstraram que 

SPD melhorou a memória e aumentou a produção de NOX, comprovando 

exatamente o oposto, uma vez que, a melhora da memória induzida pela 



Discussão  

          45  

injeção intra-hipocampal de SPD está relacionada com o aumento na 

atividade da NOS e produção de NO.    

Além do mais um significante número de estudos tem demonstrado 

que inibidores da NOS prejudicam ou não tem efeito sobre a aquisição, 

consolidação ou evocação da memória(Johnson et al., 2000; Maren, 

1998; Vanaja & Ekambaram, 2004), porém, nenhum estudo descreveu 

melhora da memória através de inibidores da NOS. 

Demonstramos que a atividade da NOS hipocampal está envolvida 

nos efeitos facilitatórios da SPD sobre a memória, em seguida nós 

tentamos determinar qual a isoforma da NOS está por trás deste efeito. 

Para isso utilizamos o 7-NI, um inibidor seletivo para a NOS neuronal.   

Com a finalidade de determinar a dose a ser usada no 

experimento de reversão da melhora da memória causada por SPD, 

realizamos uma curva de 7-NI (1-30 mg/kg). Neste experimento nenhuma 

das doses testadas foi capaz de causar piora da memória nos ratos. 

Levando em consideração esse dado e que, segundo Mackenzie e 

colaboradores (1994), a administração sistêmica de 7-NI, na dose de 30 

mg/kg, inibe 85% da atividade da n-NOS, escolhemos essa dose para o 

experimento de reversão. Porém, inesperadamente, essa mesma dose de 

7-NI piorou a memória dos ratos no experimento em que investigamos o 

seu efeito sobre a melhora da memória causada pela administração intra-

hipocampal de SPD.  Uma possível explicação para esses resultados 

controversos poderia ser devido a variação sazonal do comportamento 
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dos animais, já que os dois conjuntos de experimentos foram realizados 

em épocas diferentes do ano. 

Surpreendentemente, a administração sistêmica de 7-NI tendeu a 

aumentar os níveis de NOx hipocampais. Com relação a este ponto, é 

importante mencionar um recente estudo que descreve que a infusão de 

7-NI ou L-NAME paradoxalmente aumenta produção de nitrito no 

hipocampo (Watts et al. 2005). O mesmo estudo também mostrou que a 

infusão de 7-NI causa um aumento bifásico duradouro na produção de 

nitrito, que é mantido por duas horas depois da remoção da solução de 

diálise infundida. Nossos resultados estão de acordo com os resultados 

de Watts e colaboradores (2005), uma vez que, os níveis de NOX 

aumentaram uma hora depois da administração sistêmica de 7-NI. De 

acordo com o estudo, L-NAME não causa um aumento duradouro na 

produção de nitrito, porque a produção de nitrito diminui com o término da 

infusão, e o mais importante, a infusão de L-NAME diminui a produção de 

nitrito induzida por NMDA abaixo dos níveis basais. Isto indica que L-

NAME pode reverter o aumento na produção de nitrito induzida por 

NMDA, embora possa causar um aumento nos níveis de NO quando 

injetado sozinho. Nossos resultados estão, novamente, de acordo com os 

dados de Watts e colaboradores (2005), uma vez que, a infusão intra-

hipocampal de L-NAME (0,1 nmol) foi capaz de prevenir completamente o 

aumento da produção de NOx induzida pela co-infusão de SPD, embora 



Discussão  

          47  

nós não achamos um aumento significante nos níveis de NOx no 

hipocampo de animais injetados apenas com L-NAME.  

O 7-NI é um inibidor da NOS considerado mais seletivo para o 

subtipo neuronal (Hölscher et al., 1996). Entretanto alguns estudos 

demonstram que 7-NI não é um inibidor seletivo da n-NOS, uma vez que, 

deve-se referir a inibidores seletivos para uma isoforma da NOS em 

particular, se o efeito de seletividade for demonstrado a nível da enzima 

isolada, além dos efeitos farmacológicos em células e in vivo, o que não 

ocorre com 7-NI (Alderton et al., 2001). Considerando a discussão acima 

e o fato do 7-NI apresentar IC50 semelhante para i-NOS, n-NOS, e e-

NOS (Alderton et al. 2001), a questão  se 7-NI é um inibidor seletivo da n-

NOS, deve ser interpretada com cautela.  

Portanto, baseado nos diferentes protocolos de administração de 7-

NI e L-NAME neste estudo, nós podemos especular sobre os possíveis 

mecanismos que estão por trás dos diferentes efeitos de ambos inibidores 

da NOS sobre a memória e produção de NOx.  

Sabemos que ambas as isoformas e-NOS e n-NOS estão 

presentes no hipocampo (Liu et al., 2003) e que o NO gerado por elas 

parece contribuir para alguns eventos como a plasticidade sináptica (Bon 

& Garthwaite, 2003). Estudos com camundongos trangênicos sugerem 

que uma isoforma pode compensar o efeito da outra (Son et al., 1996).  

Nossos resultados sugerem que a administração sistêmica de 7-NI 

poderia estar inibindo apenas a isoforma neuronal da NOS e causando 
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assim uma super expressão da isoforma endotelial, o que ocasionaria um 

aumento na produção de NO, mesmo com a administração de um inibidor 

da NOS. Podemos sugerir isto, uma vez que, não está claro se o 7-NI é 

inibidor seletivo para a isoforma neuronal da enzima NOS .  

Por outro lado, L-NAME além de ser um inibidor que não possui 

seletividade para as isoformas da NOS foi administrado diretamente na 

estrutura, o que pode ter provocado uma inibição nas mesmas proporções 

para ambas as isoformas. 

Nossos resultados sugerem que o prejuízo da memória causado 

pela a injeção sistêmica de 7-NI (30 mg/kg) não é devido a uma 

diminuição na produção de NOx no hipocampo. Embora não tenhamos  

evidência experimental de outro efeito do 7-NI nestes animais, é possível 

que o efeito relatado do 7-NI seja devido a uma ação sobre um sistema 

diferente do sistema nitrérgico ou em estruturas cerebrais diferentes do 

hipocampo, uma vez que, este composto foi administrado por via  

sistêmica.  

Um suposto mecanismo, diferente do nitrérgico, para o efeito do 7-

NI sobre a memória, pode ser através da liberação de dopamina. 

Wegener e colaboradores (2000) demonstraram que a administração 

sistêmica de 7-NI causa um aumento nos níveis de dopamina no 

hipocampo, o qual não é revertido pela adição de L-arginina, substrato da 

enzima NOS. Assim, pode-se questionar se o aumento nos níveis de 

dopamina ocorre realmente por um mecanismo nitrérgico. Desta maneira, 
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podemos sugerir que o prejuízo de memória na tarefa de esquiva 

inibitória, obtido pela administração de 7-NI, possa ocorrer pela liberação 

de dopamina. Uma vez que, a estimulação de receptores dopaminérgicos 

prejudica a memória espacial de trabalho (Zahrt et al., 1997). Além disso, 

diferentes regiões do encéfalo podem ser inibidas diferentemente pela 

administração sistêmica de 7-NI (Kalish et al., 1996).    

Por outro lado, a injeção intra-hipocampal de L-NAME preveniu o 

aumento de NOX induzido por SPD. Se nós assumimos que com injeção 

intra-hipocampal de L-NAME o mesmo não atua em outra estrutura 

cerebral que não o hipocampo nós podemos sugerir que os resultados 

deste estudo indicam que os efeitos da SPD sobre a memória estão 

ligados à ativação de mecanismos nitrérgicos no hipocampo. Também 

vale mencionar que o protocolo de co-injecão das drogas em uma mesma 

solução no hipocampo pode proporcionar interações farmacêuticas. 

Embora L-NAME e SPD sejam substâncias quimicamente estáveis, não 

podemos descartar a possibilidade de que alguma outra interação 

farmacêutica possa contribuir para os efeitos relatados neste estudo. 

Em resumo, neste estudo, nós mostramos que o efeito facilitatório 

da memória induzido por SPD parece depender da atividade da NOS 

hipocampal, e que a administração intra-hipocampal de um inibidor da 

NOS, em uma dose que não causa efeito per se sobre a memória, previne 

este efeito. 
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Nossos resultados sugerem a participação da NOS no efeito  

facilitatório da memória na tarefa de esquiva inibitória induzido pela SPD. 

Entretanto, estudos adicionais são necessários para esclarecer o 

paradoxal efeito estimulatório do 7-NI sobre a produção de NOX, e os 

mecanismos pelo qual esta substância prejudica a memória.         
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Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que:  

  
A administração intra-hipocampal de L-NAME, um inibidor não 

seletivo da NOS, e a administração sistêmica de 7-NI, um inibidor 

seletivo da n-NOS, não produziram efeito sobre a memória na 

tarefa de esquiva inibitória em ratos.  

 

A administração intra-hipocampal de L-NAME, mas não a 

administração sistêmica de 7-NI, foi capaz de prevenir o efeito 

facilitatório sobre a memória induzido por SPD. Além disso, neste 

experimento, a administração de 7-NI causou déficit de memória 

dos ratos na tarefa de esquiva inibitória.  

 

A administração intra-hipocampal de L-NAME, mas não a 

administração sistêmica de 7-NI, preveniu o aumento nos níveis de 

nitrito e nitrato hipocampais induzidos pela administração intra-

hipocampal de SPD.   
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