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RESUMO

Evidéncias sugerem que a via de sinalizagdo NO/sGC/PKG tem papel chave
no processamento da memoria, entretanto a atuacdo desta cascata de sinalizacao
na amigdala durante a consolidacdo da memodria permanece desconhecida. Neste
trabalho se comprova que quando infundido na amigdala de ratos imediatamente
apdés o treino na tarefa de esquiva inibitéria, porém nao em outros tempos de
infusdo, o inibidor da NO sintase, L-NNA, prejudica a retengdo da memoria de longa
duracdo, sem afetar a locomocgédo, o comportamento exploratério, o estado de
ansiedade ou a expressdo da resposta aversiva dos animais. O efeito amnésico do
L-NNA ndo demonstra ser dependente de estado e foi mimetizado pelo inibidor da
guanilil-ciclase soluvel, LY83583, e pelo inibidor da PKG, KT5823. Pelo contrario, a
infusdo pods-treino do substrado da NOS, L-Arg, do composto doador de NO, SNAP,
e do analogo n&o-hidrolizavel do GMPc, 8-Br-GMPc, aumentaram a retengao da
memoéria de forma dose-dependente. A co-infusdo de 8-Br-GMPc reverteu o efeito
amnésico do L-NNA e do LY83583, porém nao a do KT5823. Os dados indicam que
a ativacdo da PKG induzida pelo NO na amigdala € um passo necessario a

consolidacdo de memorias aversivas.

PALAVRAS-CHAVE: Consolidacdo; Oxido Nitrico; Amigdala; Esquiva Inibitdria.



ABSTRACT

Evidence suggests that the NO/sGC/PKG pathway plays a key role in memory
processing but the actual participation of this signaling cascade in the amygdala
during memory consolidation remains unknown. Here we show that when infused in
the amygdala immediately after inhibitory avoidance training, but not later, the NO
synthase inhibitor L-NNA hindered long-term memory retention without affecting
locomotion, exploratory behavior, anxiety state or retrieval of the avoidance
response. The amnesic effect of L-NNA was not state dependent and was mimicked
by the soluble guanylyl cyclase inhibitor LY83583 and the PKG inhibitor KT-5823. On
the contrary, posttraining intra-amygdala infusion of the NOS substrate L-Arg, the
NO-releasing compound SNAP or the non-hydrolysable analog of GMPc 8Br-GMPc
increased memory retention in a dose-dependent manner. Co-infusion of 8Br-GMPc
reversed the amnesic effect of L-NNA and LY83583 but not that of KT-5823. Our
data indicate that the NO-induced activation of PKG in the amygdala is a necessary

step for consolidation of inhibitory avoidance memory.

KEYWORDS: Consolidation; Nitric oxide; Amygdala; Inhibitory avoidance.
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1 INTRODUCAO

O aprendizado e a memoria sdo essenciais para a experiéncia humana. A
memoria € o resultado de um processo pelo qual o que € aprendido persiste ao
longo do tempo. Logo, aprendizado e memoaria estao fortemente conectados. Tudo o
que sabemos foi adquirido por meio de experiéncias e mantido pela memoaria, por
exemplo, o rosto e o nome de um amigo ou familiar, matematica, um numero de
telefone, aprender a andar de bicicleta ou tocar uma musica no violdo. E isso tudo
resulta no individuo unico que cada um de nos é (Squire, 2003).

As memodrias podem ser classificadas de acordo com sua duragdo (memoria
de trabalho, memorias de curta duragdo e memdrias de longa duragao; ver Tabela 1)
e conteudo (memorias declarativas e nao declarativas; ver Tabela 2) (lzquierdo,
2002).

Tabela 1: Classificagdo das memdrias quanto ao tempo de retencao.

Tipo de Meméria Caracteristicas

Memoria de trabalho Permanece por fragbes de segundos a alguns segundos; memoria sensorial.

Memoéria de curta Permanece por minutos ou horas; garante o sentido de continuidade do
duracdo presente.

Memoéria de longa Permanece por dias, semanas ou anos; garante o registro do passado
duracdo autobiografico e dos conhecimentos do individuo.

Tabela 2: Classificagdo das memoarias de longa duragao de acordo com o seu conteudo.

Tipo de Meméria Caracteristicas

Explicitas/ Declarativas Contém informagbes que usualmente sabemos que possuimos e as
quais temos acesso consciente. Podem ser Episddicas, que guardam
informagdes acerca de nossas proprias vidas e eventos, ou
Semanticas, que armazenam informagbes acerca do mundo que nos
rodeia, mas que lembramos sem saber como, quando e onde as

adquirimos.
Implicitas/ Contém informagdes as quais nao temos acesso consciente, tal como
Nao-declarativas o0 conhecimento procedimental e a informacdo obtida a partir de

aprendizados simples como aqueles produzidos pelo treino em tarefas
de condicionamento classico e habituagao.

O processo de formacdo da memdria requer o desencadeamento de trés
etapas. Primeiramente ocorre a aquisicao da informacao, fase que corresponde ao

aprendizado. Posteriormente acontece a consolidagdo da memoaria, que consiste
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num processo de filtracdo das informagdes relevantes e fixagcdo do trago
mnemonico. Finalmente, o acesso a informagdo caracteriza a evocacgido, ou
lembranca, processo pelo qual uma informacdo armazenada pode ser requisitada
para uso na cogni¢cado, emogao ou expressao de um comportamento (lzquierdo et al.,
1998).

O Sistema Nervoso Central (SNC) possui diversos mecanismos bioldgicos, os
quais regulam todas as fungdes corpdéreas. Esses mecanismos podem ser
modulados, de modo que suas fungcbes podem ser ativadas ou desativadas,
estimuladas ou inibidas, fortalecidas ou enfraquecidas de acordo com a necessidade
de cada momento. Da mesma forma, a memoria, uma fungdo do SNC, pode ser
modulada por situagdes que ocorrem nos momentos de sua formagdo, ja que
durante este periodo o tragco mnemonico € labil e suscetivel a interferéncias, até que
seja consolidado completamente (Cahill & McGaugh, 1998).

Os sistemas moduladores consistem em diversos conjuntos de fibras que
terminam de modo difuso em vastas areas do SNC. Essas fibras se originam de
nucleos localizados no tronco encefalico, no diencéfalo e no prosencéfalo basal e
atuam por meio de neurotransmissores classicos e bem conhecidos, especialmente
as aminas e a acetilcolina. Os principais sistemas moduladores sado: noradrenérgico,
dopaminérgico, serotoninérgico, colinérgico e histaminérgico (Barros et al, 2001;
Cahill & McGaugh, 1998; Izquierdo & McGaugh, 2000).

O papel das vias sinalizadoras intracelulares, envolvendo a atividade de
moléculas mensageiras € a modulacdo da atividade de enzimas, ja foi bem
caracterizado. Entre estas dultimas, as proteinas quinases, responsaveis por
modificagdes covalentes em substratos neuronais especificos, demonstraram a
importancia do processo de fosforilacdo para a sinalizagdo intracelular e para a
manutencdo temporaria da facilitacdo da transmissao sinaptica subjacente a
plasticidade (Micheau & Riedel, 1999).

Contudo, além dos sistemas de neurotransmissores ja conhecidos, o SNC faz
uso de neuromoduladores, que diferem dos primeiros nos locais de acdo. Os
neurotransmissores sao aqueles que exercem suas agdes diretamente sobre os
receptores de membrana, produzindo entdo um potencial pds-sinaptico, este
podendo ser excitatério ou inibitério, enquanto que os neuromoduladores sao
substancias atuantes na sinapse, na membrana pdés-sinaptica, na pré-sinaptica e

mesmo nas vesiculas sinapticas. Conceitualmente o neuromodulador influencia a
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acao do neurotransmissor sem modifica-la essencialmente, ou seja, modula a
transmissao sinaptica.

Os neuromoduladores mais estudados atualmente sdo o oxido nitrico (NO) e
o monoxido de carbono (CO), que sao moléculas gasosas muito pequenas,
produzidas por enzimas especificas existentes em alguns neurénios. Ao serem
sintetizados, suas moléculas difundem-se imediatamente através da membrana em
todas as diregdes. Por essa raz&o nao ha possibilidade de conté-las em vesiculas ou
granulos de secrecdo, e também por esse motivo sua agado é pouco especifica,
atuando tanto nos elementos pés-sinapticos, quanto nos pré-sinapticos e até mesmo
em sinapses vizinhas. Quando atuam retrogradamente, provocam uma facilitagcao da
transmissao sinaptica que causou a sua sintese e liberagao, criando-se um circuito
de retroagdo positiva, em que os neuromoduladores gasosos agem aumentando
cada vez mais a transmissao sinaptica que os origina, e esta cada vez mais a agao
dos gases. Em funcdo disso, tem-se admitido a hipétese de que esses
neuromoduladores estejam ligados a processos moleculares de memoria (Lent,
2004; Kandel, 2003).

O NO é um radical livre, gasoso, inorganico, encontrado no ar atmosférico em
pequenas quantidades. As suas propriedades quimicas fazem dele um composto
potencialmente toxico, por ser extremamente reativo. O NO é sintetizado a partir da
oxidacdo do aminoacido L-arginina por uma familia de enzimas conhecidas
coletivamente pelo nome de 6xido nitrico sintases (NOS). Existem trés isoformas
desta enzima. Sao estas a NOS neuronal (NnNOS), a NOS endotelial (eNOS) e a
NOS induzivel (iINOS) (Forstermann et al., 1991; Bredt et al., 1992). Entre outras
propriedades do NO, cabem destacar trés que resultam essenciais para determinar
sua funcionalidade biolégica. Assim sendo, o NO atravessa as membranas lipidicas
prontamente e, portanto, € capaz de afetar nao s6 as células que o produzem e
liberam, sendo também outras vizinhas, sem necessitar para tanto agir através de
receptores de superficie, atuando como mensageiro transcelular. Porém, sua
natureza gasosa determina que a meia-vida do NO seja extremamente curta,
condicionando assim o tempo durante o qual ele pode agir nos seus alvos
moleculares.

As fungbes do NO até hoje descobertas sdo complexas e antagbnicas. Um
aspecto marcante desta molécula é a sua capacidade de ser benéfica ou

potencialmente toxica, de acordo com sua concentragao ou depuracgao tecidual. O



15

NO constitui um importante mensageiro intercelular nos mamiferos superiores. O
mecanismo de sinalizagao intercelular €, em geral, realizado através de receptores
de membrana celular na célula alvo; estes receptores s&o, habitualmente,
transmembranosos tendo contato com o citoplasma e desencadeando uma cascata
de sinais intracelulares que finalizardo em uma mudanga na célula. Como ja foi
descrito anteriormente, devido a suas caracteristicas quimicas de alta difusibilidade,
a sinalizagdo do NO é exercida diretamente intracelularmente, sem receptores
transmembranosos. Devido a sua penetracdo intracelular facilitada, sem
intermediarios membranosos, o organismo utiliza o NO em fungdes fisioldgicas nas
quais é necessaria uma resposta rapida. Logo, o NO modula diferentes processos
fisiologicos (ver Tabela 1), incluindo a progressdo da resposta do sistema imune
(Coleman, 2001), da inflamagédo (Sharma et al., 2007), regula a homeostase do
sédio, assim como a excregao renal (Pollock & Pollock, 2008), o fluxo sanguineo e a
liberagdo de oxigénio aos tecidos (Buerk, 2007). No sistema nervoso, o NO pode
atuar como mensageiro retrégrado (Son et al., 1996) regulando a liberacdo de
neurotransmissores e neuropeptideos de maneira dependente de sua atividade
(Hanbauer et al., 1992). O éxido nitrico tem sido aceito como um novo mensageiro
neuronal (Bredt et al., 1992; Dawson et al., 1992; Garthwaite, 1991; Moncada et al.,
1991), que demonstra atuar como mensageiro retrogrado nos receptores NMDA,
mediando a potenciacédo de longa duragéo (LTP), a qual é considerada um modelo
celular de certas formas de memodaria (Bliss & Collingridge, 1993).

Tabela 3: Efeitos do 6xido nitrico como mensageiro ou toxina no mesmo tecido, conforme
concentracao tissular relativa.

Sistema NO como mensageiro NO como toxina
Sistema Antitrombatico, antiaterosclerético; Choque séptico, inflamagao,
cardiovascular protecdo a isquemia, antiadesivo extravasamento microvascular,
plaquetario, perfusdo coronariana. sindrome de reperfusao apos
isquemia.
Sistema Manutengéao ventilagdo-perfuséo, Alveolite autoimune.

broncopulmonar  motilidade bronquiolar, secrecéo de
muco, defesa imune.

Sistema renal Feedback tubulo-glomerular, perfusao Glomerulonefrite.

glomerular, secregao de renina.
Sistema nervoso Vasodilatador, neuromodulador, Neurotoxicidade, aumento da
central memoria tardia. irritabilidade (pré-convulsivo),

enxaqueca, hiperalgesia.
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A sinalizagao pelo NO é mediada principalmente pela forma soluvel da guanilil
ciclase (sGC) (Arnold et al., 1977; Marsault & Frelin, 1992; Davis et al., 2001). A
ligagdo do NO ao grupo heme do sitio ativo da sGC aumenta a atividade desta
enzima, convertendo cataliticamente a guanosina trifosfato (GTP) ao segundo
mensageiro guanosina monofosfato ciclico (GMPc) (Murad, 2004). O GMPc regula
canais i6nicos (Thompson, 1997) e é outro segundo mensageiro citoplasmatico
altamente difusivel que ativa uma proteina cinase especifica, a proteina cinase
dependente de GMPc (PKG) (Figura 1). Por sua vez, a PKG promove a mobilizagéo
das vesiculas sinapticas no terminal pré-sinaptico levando ao aumento da liberagao
de neurotransmissores e também induzindo a ativagdo da maquinaria de transcrigao
neuronal (Lu et al., 1999), bem como a montagem do spliceosoma (Wang et al.,
1999), dois processos necessarios para a consolidagdo de memoarias (Gold, 2003;
Colombo, 2004).

== o> @-
v

Figura 1:Cascata de sinalizagdo NO/sGC/PKG. A L-arginina é convertida em NO pela éxido nitrico
sintase. O NO se liga ao grupo heme da sGC, causando a conversdo de GTP em GMPc, o qual ira
ativar a PKG.

De fato, muitos estudos sugerem que o NO tem um papel essencial no
processamento mnemonico e na plasticidade sinaptica, inclusive na potenciagao de
longa-duracédo (LTP), um processo plastico dependente da atividade elétrica, que
muitos acreditam ser um dos substratos celulares da formacdo de memdrias
(Holscher & Rose, 1992; Bohme et al., 1993; Stevens & Wang, 1993; Rickard, Ng &
Gibbs, 1994; Mogensen et al., 1995; Bernabeu et al., 1995; Baratti & Kopf, 1996;
Telegdy & Kokavszky, 1997; Susswein et al., 2004). Evidéncias demonstram que
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inibidores da NOS, tais como a L-Nitro-Arginina e L-Nitro-Arginina-Metil-Ester
bloqueiam a indugdo da LTP hipocampal (Mizutani, 1993; Zorumski, 1993), assim
como os inibidores da sGC. Inversamente, analogos do GMPc produzem uma
elevacdo duradoura do potencial pés-sinaptico excitatério, associado com um
aumento na atividade da PKG (Arancio et al., 1995).

Estudos comportamentais revelam que o NO €& necessario para a
consolidagdo das memorias associadas a diferentes tarefas comportamentais.
Assim, a administracdo sistémica de inibidores da NOS produz déficits no
aprendizado da tarefa de esquiva inibitéria em aves (Holscher & Rose, 1992) bem
como no aprendizado espacial em ratos submetidos aos labirintos radial e aquatico
(Chapman et al., 1992; Bohme et al., 1993; Holscher et al., 1995; Yamada et al.,
1995; Noda et al., 1997; Majlessi, et al., 2003; Koylu et al., 2005), além de prejudicar
a memoria olfatéria na tarefa de reconhecimento social (Bohme et al., 1993).
Investigacdes a respeito do papel do NO hipocampal, nos processos relacionados a
memoria tém comprovado que a inibicdo da NOS no hipocampo de ratos prejudica a
memoria de trabalho na tarefa de multipla escolha (Ohno, Yamamoto & Watanabe,
1993) e a retengao da memdria na tarefa de esquiva inibitéria (Bernabeu et al., 1995;
Fin et al., 1995; Huang & Lee, 1995).

Com relagado ao papel do GMPc na formagdo de memorias, experimentos
usando a tarefa de esquiva inibitéria em ratos, demonstraram um aumento nos
niveis de GMPc no hipocampo imediatamente apds o treino. Utilizando a
administragao de um analogo do GMPc no hipocampo imediatamente apds o treino,
verificou-se também um aumento da expressdo da memdria (Bernabeu et al., 1996),
e uma elevagado da atividade da PKG imediatamente apds o treino (Bernabeu et al.,
1997). Além disso, a administracdo periférica de inibidores da nNOS prejudicam
(Prickaerts et al., 1997), enquanto que doadores de NO aumentam (Pitsikas et al.,
2005) a retengdo da memoria de curta duragdo no paradigma de reconhecimento de
objetos.

Evidéncias experimentais indicam que o nucleo basolateral da amigdala
(BLA) modula a consolidacdo de memodrias com forte conteudo emocional
(McGaugh, 2004). Sabe-se ainda que estimulos aversivos tais como os utilizados
nas tarefas de aprendizado de medo condicionado ativam sistemas hormonais
relacionados ao estresse e modificam a liberacdo de diferentes neurotransmissores
na amigdala (Ma & Morilak, 2005; Morilak et al., 2005 Delaney, Crane & Sah, 2007).
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Embora tenha sido demonstrado recentemente que a inibicdo da NOS durante o
periodo imediatamente anterior ao treino, bloqueia a aquisicdo da memoria
condicionada ao medo (Schafe et al., 2005), pouco se conhece a respeito do papel
do 6xido nitrico na amigdala durante a consolidagdo de memérias aversivas.

A amigdala trata-se de uma estrutura cerebral localizada no lobo temporal,
que faz parte do sistema limbico e é de enorme relevancia uma vez que é
responsavel pelo recebimento de informacgdes de natureza emocional, tais como as
memorias de medo, conectando-as com informagées mnemodnicas em processo de
consolidacao, fortalecendo ou enfraquecendo a retengdo do trago. Esse papel
modulador & de dificil verificagdo em seres humanos, todavia sabe-se do
envolvimento da amigdala humana em memorias de tipo emocional, devido a
estudos com pacientes com lesdo nesta estrutura e individuos normais submetidos a
métodos de imagem funcional (Lent, 2004).

Com base no descrito acima, decidimos avaliar em ratos, o efeito na
expressao de memorias aversivas, da administracido de diferentes compostos que
atuam sobre a via de sinalizacdo NO/sGC/PKG, no nucleo basolateral da amigdala.
Para tanto, foi utilizado o paradigma denominado Esquiva Inibitéria de Sess&o Unica
(El) em combinacdo com a infusdo de drogas na BLA, a qual esta envolvida na
consolidacdo de memorias aversivas.

A esquiva inibitéria € uma tarefa aversiva de apenas uma sessao, na qual o
animal aprende a inibir uma resposta para evitar receber um choque elétrico de
baixa intensidade, levando entdo a formagao de uma memdria. A esquiva tornou-se
um dos modelos de paradigma de aprendizado mais utilizados, pois permite, apds o
aprendizado, a determinacdo precisa do momento no qual os tratamentos
farmacoldgicos utilizados nos estudos afetam a consolidagdo da memdria, algo dificil
de discernir em outras tarefas que requerem mais de uma sessao de treino
(Cammarota et al., 2004). As caracteristicas da tarefa de esquiva inibitoria de unica
sessdo constituem-se em uma escolha quase obrigatoria para os estudos acima
mencionados, pois:

1. Esta tarefa esta baseada em um comportamento universal e inato: a aversao
produzida pelo medo.

2. Para a aquisi¢cao duradoura da resposta condicionada, somente uma sessao
de treino é necessaria, o que permite fazer uma clara distingdo entre os eventos

relacionados com a consolidagao do trago e aqueles envolvidos com sua expressao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar a participacdo da via de sinalizacdo da NO/sGC/PKG na amigdala

sobre a consolidagdo de memoria aversivas em ratos Wistar.

2.2 Objetivo Especifico

Investigar o efeito da infus&o bilateral na amigdala basolateral de inibidores
da via de sinalizagdo NO/GMPc/PKG, L-NNA, LY83583 e KT5823, em diferentes
tempos apos o treino na tarefa de esquiva inibitoria.

Investigar o efeito da infusdo na amigdala basolateral dos ativadores da via
de sinalizag&o, L-Arg, SNAP e 8-Br-GMPc, em diferentes tempos apds o treino na
tarefa de esquiva inibitdria.

Verificar se o possivel efeito amnésico causado pela infusdo intra-amigdala
de LY-83583, KT-5823, L-NNA pode ser revertido com a co-infusdo de um analogo
nao- hidrolisavel do GMPc, o 8-Br-GMPc, imediatamente apods o treino na tarefa de

esquiva inibitéria.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostra

A amostra € constituida por ratos Wistar, machos, adultos, submetidos a

cirurgia estereotaxica, como sera descrito a seguir.

3.1.1 Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar, machos de 3 meses de idade, pesando em
média 300 g. Os animais permaneceram alojados em caixas-moradia, agrupados em
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. Os animais foram
adquiridos pela Fundagédo Estadual de Producdo e Pesquisa em Saude (FEPPS) e
mantidos no biotério do Centro de Meméria do Instituto de Pesquisas Biomédicas da
PUCRS. Foram tomadas precaucdes com o intuito de minimizar o sofrimento dos
animais e de reduzir o numero de animais utilizados. Todos os experimentos
realizados estiveram de acordo com as normas dos “Principles of laboratory animal
care” (NIH publication N° 85-23, revised 1996).

3.1.2 Cirurgia Estereotaxica

Para fim de experimentagdo farmacoldgica, os animais utilizados foram
submetidos a cirurgia estereotaxica (Figura 2) para implantagéo bilateral de canulas
guia de 0,2 mm de calibre, posicionadas 1,0 mm acima da amigdala basolateral,
seguindo as coordenadas (A -2,3; L +4,6; V -8,4 mm) do Atlas de Paxinos e Watson

(1986). Através destas canulas-guia foram infundidos diferentes farmacos.

Todo o procedimento foi realizado com os animais previamente
anestesiados com ketamina, juntamente com Xilazina, que tem efeito sedativo,
miorrelaxante e analgésico, administrados intra-peritonealmente (i.p.), nas doses de

75 mg/Kg e 10 mg/Kg, respectivamente. Uma vez recuperados da anestesia, os
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animais eram recolocados em suas caixas-moradia. Os mesmos ficavam em

recuperacao durante 4 dias antes de serem submetidos a qualquer procedimento.

Figura 2: Cirurgia estereotaxica. Implantam-se estereotaxicamente no cranio dos animais canulas-
guia direcionadas 1,0 mm acima da amigdala basolateral destes animais, conforme coordenadas
adaptadas do Atlas anatémico de Paxinos e Watson (1986).

3.1.3 Manipulagao

No quinto dia apds a cirurgia, os animais foram submetidos a duas sessoes
de manipulagdo. Durante cada sessdo eram levados do biotério até a sala onde os
experimentos seriam conduzidos, retirados da gaiola e manuseados durante 2

minutos.

3.2 Protocolos experimentais

3.2.1 Esquiva inibitéria

A esquiva inibitéria baseia-se no aprendizado associativo estabelecido por
Pavlov. Trata-se de um paradigma de condicionamento ao medo muito utilizado, no
qual o estimulo condicionado € a parte segura da caixa, a plataforma, o estimulo
incondicionado é um choque nas patas do animal quando o mesmo desce da

plataforma e a resposta condicionada é permanecer na area segura, resultando no
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aumento da laténcia de descida da plataforma apds a exposicdo ao estimulo
incondicionado (Cammarota et al., 2004; Bevilaqua et al., 2003).

O aparato utilizado na tarefa de esquiva inibitéria consiste em uma caixa nas
dimensdes 50 x 25 x 25 cm (L x A x C), com uma plataforma do lado esquerdo,
medindo 5 cm de altura, 8 cm de largura e 25 cm de comprimento, e barras
metalicas que constituem o assoalho da caixa e podem conduzir corrente elétrica.
Durante o treino, o animal era colocado cuidadosamente na plataforma. Ao descer
da plataforma e colocar as quatro patas no assoalho metalico, recebia um choque
elétrico de 0,5 mA por 2 segundos e era imediatamente retirado da caixa. A retengéo
da memodria na esquiva inibitéria foi avaliada em uma sessao de teste realizado 24
horas depois do treino. No teste, o animal treinado era colocado novamente na
plataforma da caixa de treino e se fazia a medigcdo do tempo até ele descer ao
assoalho com as quatro patas. O procedimento utilizado na sessao de teste era
idéntico ao empregado na sessao de treino, exceto que ao descer da plataforma o
animal nao recebia choque. Para as sessbes de treino e teste foram adotados
tempos maximos de descida, sendo 30 segundos para a sessao de treino e 300
segundos para a sessao de teste, apds os quais o animal era devolvido a sua caixa
moradia. Aqueles animais que durante a sessdo de treino ndo desceram da

plataforma antes de transcorridos 30 segundos foram eliminados do estudo.

Figura 3: Esquiva inibit6ria.

No momento da infusdo da droga, uma agulha de infusdo 30-gauge era

colocada dentro da canula implantada. As infusdes (0,5 uL/lado) se davam ao longo
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de 60 segundos e a agulha de infusdo ficava no lugar por mais 60 segundos para
evitar refluxo. A localizagdo exata do implante das canulas foi verificada postmortem

através de analise histologica.

3.2.2 Campo Aberto

A fim de verificar se a atividade locomotora e o comportamento exploratério
dos animais n&o estavam alterados devido aos tratamentos farmacolégicos, utilizou-
se a tarefa denominada de campo aberto. O aparelho utilizado nesta tarefa 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, sendo o
assoalho da caixa dividido em 12 quadrantes iguais. Vinte e quatro horas apos a
infusdo do farmaco na BLA, o animal era gentiimente colocado na arena do campo
aberto e deixado ali para explorar a caixa livremente por 5 minutos. Foram
registrados o numero de linhas cruzadas e o numero de elevagdes (em inglés
rearings), e tomados como indicadores de locomogao e atividade exploratéria

respectivamente (Bonini et al., 2006).

Figura 4: Campo Aberto

3.2.3 Labirinto em Cruz Elevado

O labirinto em cruz elevado constitui um modelo animal utilizado em estudos

para a compreensao de processos neurobioldgicos associados a ansiedade (Da
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Silva et al., 2006). O aparato consiste em dois bracos abertos, medindo 50 x 10 cm,
dispostos perpendicularmente a dois bragcos fechados por paredes laterais
desprovidas de teto, medindo 50 x 10 x 40 cm. O labirinto fica elevado a uma altura

de 1 metro do chao.

No intuito de verificar possiveis alteracbes causadas pela infusdo dos
farmacos no estado de ansiedade dos animais, 24 horas ap6s a administragcao
farmacoldgica os mesmos eram colocados no centro do labirinto em cruz elevado e
ficavam livres para explora-lo. Durante uma sessao de 5 minutos, foram registrados
o numero total de entradas nos quatro bracos, bem como o numero de entradas e o

tempo de permanéncia nos bragos abertos (Bevilaqua et al., 2003; Kerr et al., 2005).

Figura 5: Labirinto em cruz elevado

3.2.4 Analise histologica

Duas a quatro horas apds o ultimo teste comportamental, se infundia 0,5uL de
azul de metileno 4% como descrito acima e os animais eram sacrificados através de
decapitagdo 30 minutos apds, tempo provavel de difusdo da droga ou veiculo
administrado. O cérebro era retirado e colocado em formol 10% por pelo menos 4
dias, com um volume de formol 3 vezes maior que o volume do cérebro. Apds esse

periodo o cérebro era fatiado e as fatias que envolvem a amigdala eram analisadas
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em lupa, em aumento de 10 vezes. Apenas dados de animais com as canulas

implantadas corretamente foram incluidos nas analises estatisticas.

Figura 6: Representacdo esqueméatica de cortes histoldgicos de hemisfério cerebral. A parte
grifada mostra a area alvo das infusbes realizadas nos experimentos apresentados nesta dissertagdo.
Animais nos quais a infusdo de azul de metileno, realizada durante a verificacdo de posicionamento
das canulas, estava fora da area indicada acima ndo foram considerados durante a analise dos

dados.

3.3 Tratamentos farmacoldgicos

Os farmacos utilizados neste estudo sao L-Arginina (L-Arg), Nw-Nitro-L-
arginina (L-NNA), KT-5823 e 8-bromoguanosina-3’,5’-monofosfato ciclico (8-Br-
GMPc) obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 6- Anilinoquinoline-5,8-
quinona (LY-83583) e S-nitroso-acetilpenicilamina (SNAP) foram obtidos da
Calbiochem (La Jolla, CA, USA). A L-Arginina trata-se do substrato para a sintese do
NO. O L-NNA é um potente inibidor da NOS. KT-5823 é um inibidor seletivo da
proteina kinase G. O 8-Br-GMPc é um ativador da PKG. LY-83583 é um inibidor da
sGC. SNAP é um doador de NO. As a¢des dos farmacos podem ser visualizadas na

figura 7.
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Figura 7. Cascata de sinalizacdo do NO/sGC/PKG e acdo dos farmacos sobre a mesma. As

linhas pontilhadas indicam a acdo dos farmacos, sendo que os em vermelho indicam inibig&o,

enquanto que os verdes, ativagao dos seus substratos.

Os farmacos doadores de NO e substratos foram preparados imediatamente
antes do uso, uma vez que sofrem degradacéo. Os farmacos foram dissolvidos em
DMSO ou solugao salina 0,9% e armazenados protegidos da luz, a -20°C até o
momento do uso. Instantes antes da administragdo, uma aliquota era degelada e
diluida até a concentragao de trabalho com 0,1% de DMSO em salina (pH 7.2).

As doses utilizadas foram determinadas baseadas em experimentos pilotos e
estudos prévios mostrando o efeito de cada composto sobre o aprendizado ou
performance comportamental.

Para a realizacdo do tratamento farmacolégico utilizou-se uma micro-seringa
Hamilton, acoplada a um tubo de polietiieno com uma agulha de infusdo (0,05 mm
de didmetro). Foram infundidos bilateralmente 0,5 pul/lado dos farmacos ou seu
veiculo (0,1% DMSO em solugdo salina 0,9%) a uma velocidade de 0,5 pl/min com o
auxilio de uma bomba de infusdo (KDScientific). Ao término, a agulha de infuséo era

deixada no local por 60 segundos adicionais para evitar refluxo.
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Figura 8: Infusdo de farmacos através das cénulas-guia esterotaxicamente implantadas. A

agulha de infusdo, 1,0 mm maior em comprimento do que a canula-guia € introduzida na luz desta,

atingindo a regido-alvo onde se deseja que o farmaco ou salina sejam infundidos.

3.4 Anélise Estatistica

Para a analise dos dados obtidos na tarefa de esquiva inibitéria foram
utilizados testes de estatistica paramétrica, sendo eles: ANOVA de uma via seguida
pelo teste de comparagao multipla de Dunnett. Para a analise dos dados das tarefas
de campo aberto e do labirinto em cruz elevado foi utilizado teste t de Student.
Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

A analise estatistica foi realizada utilizando o software Prism Graph-Pad 5.1.
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4 RESULTADOS

A fim de analisar o efeito da inibicdo da NOS no processamento da memoria
aversiva, ratos Wistar machos foram treinados no paradigma da Esquiva Inibitéria de
sessdo unica, recebendo, imediatamente apds o treino, infusbes bilaterais intra-
amigdala de veiculo (VEH; 0.1% DMSO em salina) ou do inibidor da NOS, Nw-Nitro-
L-arginina (L-NNA). A expressdo da memoéria de esquiva inibitoria foi avaliada em
uma sessao de teste, sem refor¢co de choque, realizada vinte e quatro horas apos o
treino. O L-NNA (0.1-1 pg/lado) prejudicou a expressao de forma dose-dependente
(Figura 9). Nao foi observado efeito significativo sobre a memodria de El quando o
LNNA foi administrado na amigdala 90 ou 180 minutos apds o treino, apenas

quando administrada imediatamente apéds o treino.
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Figura 9: A consolidagdo da memdria aversiva requer a atividade da NOS na amigdala imediatamente
apés o treino. Os animais foram treinados na tarefa de El e em diferentes tempos apés o treino (0, 90 ou 180
min), receberam infusdes bilaterais de veiculo (VEH; 0.1% DMSO em salina) ou L-NNA (0.1, 0.5 ou 1 pg/lado) na
BLA (0.5 pl/lado). As barras representam média + erro padrdo das laténcias de descida durante o teste de
retencdo, realizados 24 horas apds o treino. *p < 0.05 vs. VEH, ANOVA seguida de comparagdes multiplas de

Dunnett; n = 12 animais por grupo.
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Para analisar se o efeito amnésico da inibicio da NOS se devia a
dependéncia de estado, os animais foram treinados na tarefa de El e imediatamente
apos o treino receberam a infusdo de L-NNA (1ug/lado) ou veiculo na BLA. Quinze
minutos antes da sessao de teste, realizada 24 horas apds a sessao de treino, os
mesmos animais receberam a infusdo de L-NNA(1ug/lado) ou veiculo. Desta forma
obtivemos quatro grupos de animais: 1) animais que receberam veiculo pés-treino e
veiculo pré-teste; 2) animais que receberam veiculo pos-treino e L-NNA pré-teste; 3)
animais que receberam L-NNA péds-treino e veiculo pré-teste; e por fim 4) animais
que receberam L-NNA pods-treino e L-NNA pré-teste.

Como se pode verificar na figura 10, a infusdo de L-NNA imediatamente apds
o treino acarretou uma fraca retengdo da memoaria de EI nos animais que receberam
veiculo antes do teste, efeito amnésico este que ja havia sido demonstrado
anteriormente (Fig. 9). O efeito amnésico obtido pela administragdo pds-treino de L-
NNA nao foi revertido pela infusdo pré-teste de L-NNA (1pg/lado), indicando que o
efeito amnésico de L-NNA ndo se deve a dependéncia de estado. Além disso,
quando administrado L-NNA (1ug/lado) 15 minutos antes da sessao de teste em
animais que haviam recebido veiculo imediatamente apds o treino, nao foi verificado

efeito na expressdo da memoaria (Fig 10).
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Figura 10: O efeito amnésico da inibi¢cdo pos-treino da NOS na amigdala ndo se deve a dependéncia de
estado. Os animais foram treinados na tarefa de El e imediatamente apds o treino receberam a infusdo (0.5
plllado) de veiculo (VEH; 0.1% DMSO em salina) ou L-NNA (1 pg/lado) na BLA. Apds isso os animais foram
divididos em quatro diferentes grupos: dois grupos (VEH/VEH e L-NNA/VEH) receberam infusdes bilaterais na
BLA de VEH (0.5 pl/lado) e os outros dois grupos (VEH/L-NNA e L-NNA/L-NNA) receberam infusdes bilaterais de
L-NNA (1 pg/lado), na mesma estrutura, quinze minutos antes da sessao de teste realizada 24 horas apos a
sessdo de treino. As barras representam a média + erro padrdo das laténcias de descida na sessao de teste. *p

< 0.05 vs. VEH/VEH na comparagao multipla de Dunnett apés ANOVA; n = 12—15 por grupo.
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Com o intuito de verificar o efeito dos ativadores da via de sinalizagao, os
animais foram treinados na tarefa de El e receberam, imediatamente apds o treino,
diferentes doses do substrato da NOS, L-Arginina (L-Arg), e do composto doador de
NO, SNAP. Em contraste com o que ocorreu com o uso de L-NNA, a L-Arg (0.1-5
pg/lado; Telegdy & Kokavszky, 1997; Khavandgar, Homayoun & Zarrindast, 2003;
Yildirim & Marangoz, 2004; Hara et al., 2004), e o SNAP (0.1-5 ng/lado; Fin et al.,
1995; Watts et al., 2005) aumentaram a expressdo da memoria quando

administrados imediatamente apds o treino (Fig 11).
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Figura 11: A infusdo intra-amigdala de drogas que aumentam os niveis de NO melhoram a expressao da
memoria de esquiva inibitoria. Os animais foram treinados no paradigma de El e imediatamente apds o treino
receberam infusdes bilaterais (0.5 pl/lado) de veiculo (VEH; 0.1% DMSO em salina), L-Arg (0.1, 1 ou 5 pg/lado;
ver grafico A) ou SNAP (0.1, 1 ou 5 pg/lado; ver grafico B) na BLA. Barras representam média * erro padrdo das
latencies de descida durante a sessdo de teste realizada 24 horas apos a sessdo de treino. **p < 0.01 and *p <

0.05 vs. VEH na comparagédo multipla de Dunnett apds ANOVA; n = 12—15 por grupo.

Sabendo que a via de sinalizagdo do sGC/GMPc/PKG regula a maioria das
respostas fisioldgicas ao NO em diferentes ensaios experimentais (Spolidério et al.,
2007; Bouallegue, Daou & Srivastava, 2007; Haghikia et al., 2007; Prieto-Castell6 et
al., 2007; Kempfert & Behrends, 2003), foi estudada a participagdo desta cascata de
sinalizacao na retengdo da memoria de El. As infusdes bilaterais intra-amigdala do
inibidor da sGC, LY83583 (0.02-2 ug/lado; Fig 12) ou do inibidor da PKG, KT-5823

(1-100 ng/lado; Fig 13), imediatamente apds o treino bloquearam a expressao da
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memoria de EI, contudo o mesmo ndo ocorreu quando as drogas foram

administradas 90 ou 180 minutos apos o treino.
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Figura 12: A consolidagdo da meméria de El necessita a atividade de sGC na amigdala imediatamente
apos o treino. Os animais foram treinados na El e em diferentes tempos apds o treino (0, 90 ou 180 minutos)
receberam a infuséo de veiculo (VEH; 0.1% DMSO em salina) ou LY83583 (LY; 0.02, 0.2 or 2 ug/lado) na BLA
(0.5 pl/lado). As barras representam a média + erro padréo das laténcias de descida durante a sessao de teste
realizada 24 horas ap6s o treino na El. *p < 0.05 vs. VEH na comparagé&o mdutilpla de Dunnett apés ANOVA; n =

12 por grupo.

Ao contrario, quando administrado o analogo nao-hidrolisavel do GMPc, 8-Br-
GMPc (0.2-5ug/lado) na BLA, imediatamente apds o treino, a memoria da El foi
reforgcada (Fig. 14A). Tendo em vista o efeito pro-mnésico do 8-Br-GMPc, decidiu-se
averiguar se o 8-Br-GMPc poderia reverter o efeito amnésico causado pelos outros
farmacos. Para isso foi realizada uma infusdo conjunta de 8-Br-GMPc com os outros
farmacos. A co-infusao de 8-Br-GMPc (5ug/lado) reverteu o efeito amnésico do L-
NNA (1 ug/lado; Fig 14B, grupo L-NNA/8Br) e LY83583 (2 ug/lado; Fig 14C, grupo
LY/8Br), entretanto ndo afetou a amnésia induzida por KT5823 (100 ng/lado; Fig
14D, grupo KT/8Br).
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Figura 13: A consolidacdo da memoria de El requer a atividade de PKG na amigdala imediatamente ap6s
o treino. Os animais foram treinados no paradigma de El e em diferentes tempos apds o treino (0, 90 ou 180
min) receberam infusdes bilaterais de veiculo(VEH; 0.1% DMSO em salina) ou KT-5823 (KT; 1, 10 or 100
ng/lado) na BLA (0.5 pl/lado). As barras representam a média + erro padrédo das laténcias de descida durante o

teste de expresséao realizado 24 horas apoés o treino. *p < 0.05 vs. VEH na comparagéo multipla de Dunnett apos
ANOVA; n =12 por grupo.

No intuito de averiguar se os efeitos dos farmacos utilizados nos
experimentos anteriores ndo se deviam a alteragdes nas atividades exploratéria e
locomotora ou no estado de ansiedade dos animais, os mesmos foram submetidos
as tarefas de campo aberto e labirinto em cruz elevado, vinte e quatro horas apés
receberem infusdes bilaterais na BLA dos distintos farmacos. Nenhum dos farmacos

afetou o desempenho dos animais nestas tarefas, como pode ser observado na
tabela 4.
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Figura 14: A administracdo na BLA do anélogo n&o-hidrolizavel do GMPc, 8-Br-GMPc, melhora a
expressao da memdaria de El e reverte o efeito amnésico resultante da inibigcdo da NOS e do sGC, porém
ndo da inibicdo da PKG. (A) Os animais foram treinados na El e receberam imediatamente apds o treino
infusdes bilaterais (0.5 pl/lado) de veiculo (VEH; 0.1% DMSO em salina) ou 8Br-GMPc (0.2, 1 ou 5 pg/lado) na
BLA. As barras representam a média + erro padrédo das laténcias de descida durante a sesséo de teste realizada
24 horas ap0s a sessao de treino; *p < 0.05 vs. VEH na comparagédo multipla de Dunnett apés ANOVA; n = 11—
12 por grupo. (B-D) Os animais foram treinados na El e imediatamente apds o treino receberam infuses
bilaterais na BLA (0.5 pl/lado) de veiculo (VEH; 0.1% DMSO em salina), L-NNA (5 pg/lado), LY83583 (2 ug/lado),
KT-5823 (100 ng/lado) ou 8-Br-GMPc (5 pg/lado). Os animais que receberam 8-Br-GMPc ainda receberam L-
NNA (grafico B), LY83583 (grafico C) ou KT-5823 (grafico D). As barras representam a média * erro padrao das
laténcias de descida durante a sessao de teste realizada 24 horas apds a sessao de treino; **p < 0.01 e *p < 0.05

vs. VEH na comparagéo multipla de Dunnett ap6s ANOVA; n = 10-14 por grupo.



Tabela 4: InfusGes de L-NNA, LY83583, KT-5823, SNAP, 8-Br-GMPc ou L-Arg na amigdala ndo apresentam efeito sobre as atividades locomotoras e exploratéria ou
sobre o estado de ansiedade. L-NNA (1ug/lado), LY83583 (2 ug/lado), KT-5823 (100 ng/lado), SNAP (5 upg/lado), 8-Br-GMPc (5 pg/lado), L-Arg (5 ug/lado) ou veiculo (VEH;
0.1% DMSO em salina) foram infundidos na BLA 24 horas antes da exposigao as tarefas de labirinto em cruz elevado e campo aberto. Os dados sdo expressos como média *
erro padrao do numero total de entradas, do numero de entradas nos bragos abertos e a porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos (Labirinto em cruz elevado; n = 8

por grupo) e o niumero de cruzamentos e elevagdes (Campo aberto; n = 8 por grupo), teste t de Student. Diferentes grupos de animais foram utilizados para cada teste

comportamental.
VEH L-NNA LY83583 KT-5823 SNAP 8-Br-GMPc L-Arg
Total de entradas 15.2+0.9 13.65+0.9 9.7+20 13.2+0.8 16.3+1.4 13.1+0.8 12.5+0.9
Entradas nos bracos abertos 85+0.8 7.0+£0.7 59+1.6 721206 8.3x+0.8 74+06 71+07
% de tempo nos bragos abertos 416+3.7 46.9+8.3 442+79 39.6 +3.7 429 +3.7 39.7+3.6 43.0+3.9
Cruzamentos 420+7.9 486 +8.4 40.1+£104 543197 40.1+5.3 42.0+8.0 44.1+6.5
ElevacGes 16.7+2.0 20.2+3.6 14.1+41 176 £4.1 174 +4.7 14.6 £ 3.2 16.3 + 3.1

Ve
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados estdo de acordo com relatos anteriores que sugerem o NO
como parte do processamento de memorias aversivas. De fato se sabe que os
inibidores da NOS prejudicam a memoria aversiva em aves (Holscher & Rose, 1993;
Holscher, 1994; Rickard, Ng & Gibbs, 1998), peixes (Xu et al., 2001; Xu et al., 2007),
camundongos (Baratti & Kopf, 1996) e ratos (Myslivecek et al., 1996; Qiang et al.,
1997; Yildiz Akar et al., 2007; but see Maren, 1998), enquanto os ativadores da NOS
e os doadores de NO aumentam a expressdo da mesma (Telegdy & Kokavszky,
1997; Khavandgar, Homayoun & Zarrindast, 2003; Yildirim & Marangoz, 2004;
Pitsikas et al., 2005). Da mesma forma, drogas que diminuem a sGC ou a atividade
de PKG dificultam a memodria, enquanto compostos que aumentam os niveis de
GMPc intensificam a retencao (Bernabeu et al., 1996; Bernabeu et al., 1997; Chien
et al., 2005). Contudo, quase todos os estudos que analisaram a fungao da via de
sinalizagdo do NO no processamento da memoria utilizaram injegdes sistémicas ou,
no maximo, intra-hipocampais antes do treino. Assim, informacdes quanto ao papel
desempenhado por esta via em outras areas cerebrais essenciais a consolidagao da
memoria de medo, como a amigdala, sao raras. De fato, existem apenas duas
publicagdes a respeito dos efeitos do NO ou agentes moduladores da sGC sobre a
memoria e plasticidade, quando infundidos na amigdala. Distintos estudos mostram
que o derivado de benzilindazole, YC-1, o qual é capaz de ativar a sGC e
sensibilizando-a a acdo do NO (Ko et al., 1994; Friebe, Schultz & Koesling, 1996;
Friebe et al., 1998) intensifica a potenciacdo de longa duragdo (LTP) na amigdala
(Chien et al., 2003), e a administracdo pré-treino e pré-teste do inibidor da NOS, 7-
nitroindazole, ou do sequestrador de NO, c-PTIO, na amigdala lateral impede a
aquisicao e evocacdo da memodria de condicionamento de medo com estimulo
auditivo (Schafe et al., 2005).

Neste trabalho encontramos que, quando infundido na BLA, o L-NNA impede
a fixacdo da memodria de El. Esse efeito apenas foi observado quando o L-NNA foi
administrado imediatamente apds o treino, e 90 ou 180 minutos apos o mesmo,
sugerindo que a amneésia induzida pela inibicdo da atividade da NOS se deve a
interferéncia com o processo de consolidacdo e ndo ao detrimento da atividade
comportamental e/ou evocacdo da memoaria. De fato, o L-NNA n&o modificou o

comportamento dos animais no labirinto em cruz elevado, tampouco no campo
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aberto, quando administrado 24 horas antes das respectivas sessdes
comportamentais, o que indicaria mudancga no estado de ansiedade e na locomogao
e atividade exploratoria. O LNNA também ndo afetou a expressdo da memdria de El,
quando administrado 15 minutos antes do teste de retencao, realizado 24 horas
apos a sessao de treino. Além disso, a infusdo de L-NNA pré-teste nao prejudicou a
expressao da resposta aversiva, sequer reverteu a amnésia causada pela sua
infusdo pds-treino, indicando que o efeito amnésico gerado pela inibicdo da NOS na
amigdala ndo se deve a dependéncia de estado. O termo dependéncia de estado
refere-se a um fenbmeno no qual uma memoria previamente adquirida € mais
facilmente evocada se o individuo encontra-se no mesmo estado neuro-humoral em
que se encontrava no momento da aquisicdo da mesma. Assim sendo, o estado
neuro-humoral participaria da aquisigdo da memaoria como mais um fator contextual
do aprendizado, agindo como um estimulo condicionado. Esse tipo de
acontecimento pode ser observado em diversas substancias enddégenas, como, por
exemplo, os horménios do estresse, e algumas exdgenas, como morfina e alcool.
Essa observacao é importante, uma vez que foi relatado que a inibicdo da NOS
hipocampal induz um déficit na memoéria de reconhecimento, ocasionada por este
fénomeno (Blokland et al.,, 1998), e que o0 NO modula uma amnésia estado-
dependente causada pela administragdo pré-treino de morfina e litio (Khavandgar,
Homayoun & Zarrindast, 2003; Zarrindast, Shendy & Ahmadi, 2007).

A funcdo desempenhada pelo NO/sGC/PKG na amigdala durante a
consolidacdo da memoéria de El foi ainda corroborada por experimentos mostrando
que: 1) o substrato da NOS, L-Arg, e o doador de NO, SNAP, melhoram a expresséo
da memoria aversiva de forma dose-dependente; 2) o inibidor da sGC, LY-83583, e
o inibidor da PKG, KT 5823, mimetizaram o efeito amnésico do L-NNA, ao passo
que o analogo nao-hidrolizavel do GMPc, 8-Br-GMPc, aumentou a expressao e
ainda reverteu a amnésia induzida por L-NNA e LY-83583, mas nédo a de KT5823.
Esses achados indicam que a indugdo farmacolégica do aumento dos niveis de NO
na amigdala podem melhorar a memoria e que o provavel mecanismo, através do
qual o NO produz alteragdes fisioldgicas envolvidas na consolidagado da memoéria na
amigdala, implica na ativagao sequencial de sGC e PKG.

A primeira evidéncia de que o NO aumenta os niveis de GMPc em diferentes
preparacbes de tecidos, incluindo o cérebro, foi estabelecida por Arnold e

colaboradores (Arnold et al., 1977) e foi confirmada posteriormente por Gerzer,
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Hofmann & Schultz (1981), que purificaram o nitroprussiato de sodio soluvel de
pulméo, que estimula a atividade da sGC, e posteriormente por Garthwaite, Charles
& Chess-Williams (1988) e Bredt & Snyder (1989). De fato, existem muitas
evidéncias a respeito da importancia da regulagao da via sGC/PKG mediada por NO
na plasticidade. Por exemplo, se sabe que a LTP e a depressao de longa duragao
(LTD) necessitam da atividade de sGC e PKG no hipocampo (East & Garthwaite,
1991; Chetkovich, Klann & Sweatt, 1993; Arancio, Kandel & Hawkins, 1995; Boulton,
Southam & Garthwaite, 1995; Bon & Garthwaite, 2003; Zhuo, Kandel & Hawkins,
1994; Gage, Reyes & Stanton, 1997; Stanton et al., 2003), assim como no cértex
visual (Haghikia et al., 2007), no cerebelo (Shin & Linden, 2005), na medula espinhal
(Zhang, Zhang & Zhao, 2006) e na amigdala (Chien et al., 2003). Diversos estudos
comportamentais e farmacoldgicos, incluindo relatos muito recentes (Domek-
topacinska & Strosznajder, 2008; Wang et al., 2008) apontam para a existéncia de
uma ligagao causal entre a sintese de NO e o aumento dos niveis de GMPc e da
atividade da PKG, importante para a memoria. Ainda que as vias de sinalizag&o
controladas por PKG durante o processamento da memoria ndo sejam conhecidas,
achados recentes mostram que a ativagao farmacolégica de sGC durante o treino na
esquiva de duas vias melhora o aprendizado, aumenta a fosforilagdo de ERK1/2 e
Akt e potencializa a expressdo de BDNF e CREB na amigdala (Chien, Liang & Fu,
2008), sugerindo que a ativagéo da transcricdo de CREB mediada por ERK pode ser
um alvo da PKG importante para a consolidacido. De fato, se sabe que em
neurénios, o NO promove a ativacdo de CREB dependente de GMP, e estimula a S-
nitrosilagdo de proteinas nucleares que favorecem a ligacdo do CREB com seus
promotores alvo. Tem sido relatado também que a via NO/GMPc/PKG contribui para
a fosforilagdo do CREB induzida durante a LTP no hipocampo, através de um

mecanismo envolvendo um aumento da liberacéo de Ca?* intracelular.
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6 CONCLUSOES

A partir da analise dos resultados obtidos neste trabalho, se pode concluir
que os inibidores da via de sinalizacdo em estudo, L-NNA, LY-83583 e KT-5823,
quando infundidos bilateralmente no nucleo basolateral da amigdala de ratos,
prejudicam a retencdo de memorias aversivas de longa duragéo relativas a El, de
maneira dose-dependente. Esses efeitos ocorreram quando os farmacos em
questao foram infundidos imediatamente apds a sessao de treino, ndo se obtendo o
mesmo efeito quando a infusdo se dava em outros tempos, como 90 ou 180 minutos
apos o treino.

Contrariamente a esses fatos, os ativadores da via, como L-Arg, 8-Br-GMPc
e SNAP, quando administrados nas mesmas condi¢gdes anteriores, levaram a uma
melhora na retencdo da memodria, também de forma dose-dependente e apenas
quando infundido imediatamente apds o treino, o que nos leva a acreditar na
necessidade imediata da disparada desta cascata para a consolidagdo da memoria.

Por fim, o 8-Br-GMPc reverteu os efeitos amnésicos causados por L-NNA e
LY-83583, porém nao reverteu o efeito de KT-5823, pois o 8-Br-GMPc trata-se de
um analogo do GMPc e sua ativagao é posterior as atividades de L-NNA e LY-
83583, os quais constituem um inibidor da NOS e da sGC respectivamente,
entretanto é anterior ao efeito do KT-5823 nas cascata, o qual € um inibidor seletivo
da PKG.
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Evidence suggests that the NO(sGC/PKG pathway plays a key role in memory processing but the actual
participation of this signaling cascade in the amygdala during memory consolidation remains unknown.
Here, we show that when infused in the amygdala immediately after inhibitory avoidance training, but
not later, the NO synthase inhibitor .-NNA hindered long-term memory retention without affecting loco-
motion, exploratory behavior, anxiety state or retrieval of the avoidance response. The amnesic effect of
L-MMNA was not state-dependent and was mimicked by the soluble guanylyl cyclase inhibitor LY83583 and
the PKG inhibitor KT-5823. On the contrary, post-training intra-amygdala infusion of the NOS substrate 1-
Arg, the NO-releasing compound SNAP or the non-hydrolysable analog of cGMP 8Br-cGMP increased
memory retention in a dose-dependent manner. Co-infusion of 8BBr-cGMP reversed the amnesic effect
of t-MNA and LYB3583 but not that of KT-5823. Our data indicate that the NO-induced activation of

PKG in the amyedala is a necessary step for consolidation of inhibitory avoidance memory.

@ 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Mitric oxide (NO) is a labile and highly diffusible gaseous rad-
ical synthesized from r-arginine {1-Arg) by a family of enzymes
known as NO synthases. NO modulates different physiological
processes, including progression of the immune response (Cole-
man, 2001), inflammation (Sharma, Al-Omran, & Parvathy,
2007), sodium homeostasis {Pollock & Pollock, 2008) as well as
blood flow and oxygen delivery to tissue (Buerk, 2007). In the
nervous system, NO acts as a retrograde messenger (Son et al.,
1996) regulating neurotransmitter and neuropeptide release in
an activity-dependent manner (Hanbauer, Wink, Osawa, Edel-
man, & Gally, 1992). NO signaling is mostly mediated by soluble
guanylyl cyclase (sGC) (Arnold, Mittal, Katsuki, & Murad, 1977;
Marsault & Frelin, 1992; bur see also Davis, Martin, Turko, &
Murad, 2001 for other possible biochemical targets of NO). Bind-
ing of NO to the heme group of sGC increases the activity of this
enzyme several hundredfold to produce the second messenger
cGMP (Murad, 2004), which upregulates cyclic nucleotide-gated
cation channels (Barnstable, Wei, & Han, 2004; Thompson,
1997) and stimulates cGMP-dependent protein kinase (PKG). In
turn, PKG promotes mobilization of synaptic vesicles in the pre-
synaptic terminal leading to enhanced transmitter release (Haw-
kins, Kandel, & Siegelbaum, 1993; Hawkins, Son, & Arandio,

* Corresponding author, Fax: +55 51 3320 3312
E-mail addresses: meammaro@terra.com br, martincammarota@pucosbr (M.
Cammarota).

1074-7427% - see front matter & 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi: 10,1016 /). nlm. 200809016

1998) and induces activation of the neuronal transcription
machinery {Lu, Kandel, & Hawkins, 1999) as well as assembly
of the spliceosome (Wang et al., 1999), two processes required
for memory consolidation {Antunes-Martins, Mizuno, Irvine,
Lepicard, & Giese, 2007; Beffert et al., 2005: Colombo, 2004:
Gold, 2008; McClung & Nestler, 2008; Pepeu & Giovannini,
2004; Powell, 2006; Ule & Darnell, 2006). In fact, several reports
suggest that ND plays an essential role in synaptic plasticity and
memory formation (Baratti & Kopf, 1996; Bernabeu, de Stein, Fin,
lzquierdo, & Medina, 1995; Bihme et al., 1993; Haélscher & Rose,
1992; Mogensen, Wartwein, Hasman, Nielsen, & Wang, 1995;
Rickard, Mg, & Gibbs, 1994; Stevens & Wang, 1993; Susswein,
Katzoff, Miller, & Hurwitz, 2004; Telegdy & Kokavszky, 1997).

Extensive evidence indicates that the baso-lateral amygdala
(BLA) modulates memory consolidation of emotionally arousing
or stressful experiences (McGaugh, 2004). Indeed, it is known that
aversive stimuli such as those utilized in fear learning experiments
activate stress-related hormonal systems and modify the release of
different neurotransmitters in the amygdala (Delaney, Crane, &
Sah, 2007; Ma & Morilak, 2005; Morilak et al., 2005). However,
although it was recently shown that pre-training inhibition of
NOS blocks acquisition of auditory fear conditioning memory
(Schafe et al., 2005), little else is known about the role played by
NO signaling within the amygdala during the consolidation of
aversive memory. Here, we analyzed the effect of the post-training
intra-amygdala infusion of different compounds acting on the NO/
cGMP/PKG signaling pathway on inhibitory avoidance memory
retention.
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2. Materials and methods
21. Animals

Male Wistar rats {3 months of age, 250-280 g of weight) from
our own breeding stock were used. Animals were housed in plastic
cages and maintained at 22-23°C under a 12 h light/dark cycle
(lights on at 7:00AM) with water and food freely available. For
the pharmacological experiments, rats were bilaterally implanted
under deep thionembutal anesthesia with 27-gauge guides aimed
1.0 mm above the baso-lateral amygdala (BLA), in accordance with
coordinates taken from the atlas of Paxinos and Watson (A =23, L
+4.6, V 8.4: Paxinos & Watson, 1986). Animals were allowed to re-
cover for 4 days before submitting them to any behavioral proce-
dure. All efforts were made to reduce the number of animals
used and minimize their suffering. In all the experiments the “Prin-
ciples of laboratory animal care” (NIH publication N* 85-23, re-
vised 1996) were strictly followed.

22 Inhibitory avoidance training

Rats were trained in a one-trial, step-down inhibitory avoidance
paradigm (1A; Cammarota, Bevilaqua, Kéhler, Medina, & lzquierdo,
2005a; Cammarota, Bevilaqua, Medina, & lzquierdo, 2004; Camma-
rota et al., 2005b). The IA training apparatus wasa 50 x 25 = 25 cm
plexiglas box with a 5 am high, 8 cm wide and 25 cm long platform
on the left end of a series of bronze bars that constitutes the floor of
the box. In the training session, the animals were gently placed on
the platform facing the left rear corner of the training box. When
they stepped down and placed the four paws on the grid, the ani-
mals received a 2 s, 0.5 mA scrambled footshock and were immedi-
ately withdrawn from the training box. Memory retention was
evaluated in a test session carried out 24 h after training. In the test
session, the animals were placed back on the training box platform
until they eventually stepped down to the grid. The latency to step-
down during the test session was taken as an indicator of memory
retention. At the ume of drug delivery, 30-gauge infusion cannulas
were tightly fitted into the guide cannulas. Infusions (0.5 pl/side)
were carried out over 60 s using an infusion pump. The infusion
cannulas were left in place for 60 additional seconds to minimize
backflow. Placement of the cannulas was verified postmortem.
Two to four hours after the behavioral test the animals received
0.5 pl of 4% methylene-blue through the implanted cannulas. The
extension of the dye 30 min thereafter was taken as indication of
the presumable diffusion of the drugs under analysis. Only data
from animals with correct cannulas implants were taken into ac-
count for analysis. Data were analyzed using Studenfs t-test or AN-
OVA followed by post hoc comparisons, as appropriate.

23. Open field and plus maze

To analyze their exploratory behavior and locomotor activity,
the animals were placed on the left rear quadrant of a
50 = 50 = 39 cm open field with black plywood walls and a brown
floor divided into 12 equal 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, respec-
tively. To evaluate their anxiety state, rats were exposed o an ele-
vated plus maze exactly as described { Pellow, Chopin, File, & Briley,
1985). The number of entries and the time spent into the maze
arms were recorded over a 5 min session. Twenty-four hours be-
fore exposure to the open field or the plus maze, the animals re-
ceived bilateral 0.5 pl intra-BLA infusions. The animals used for
inhibitory avoidance training were not reutilized in the open field
and plus maze experiments.

24. Reagents

L-Arginine (1-Arg), Ny-Nitro-t-arginine {--NNA), KT-5823 and 8-
bromoguanosine 3'5'-cyclic monophosphate (8Br-cGMP) were
from Sigma-Aldrich ( St. Louis, MO, USA). 6-aniling-5,8-quinolined-
ione (LY83583) and S-nitroso-acetylpenicillamine {SNAP) were
from Calbiochem (La Jolla, CA, USA). NO donors and substrates
were prepared right before use. All other drugs were dissolved in
saline or DMSO and stored protected from light ar —20°C until
use. Right before that an aliquot was thawed and diluted to work-
ing concentration with 0.1% DMSO in saline (pH 7.2 ). The doses uti-
lized were determined based on pilot experiments and on previous
studies showing the effect of each compound on learning or behav-
ioral performance.

3. Results

To analyze the effect of NOS inhibition on aversive memory pro-
cessing, male Wistar rats were trained in a one-trial, step-down
inhibitory avoidance task {IA) and immediately after that received
bilateral intra-amygdala infusions of vehicle (VEH; 0.1% DMSO in
saline) or the NOS inhibitor i-NNA. 1A memory retention was eval-
vated in a non-reinforced test session carried out 24 h after train-
ing. .-NNA (0.1-1 pgfside) hindered retention in a dose-dependent
manner (Fig. 1A; Fz44y= 5.05, p < 0.01 for 1 pg/side vs. VEH in Dun-
nett's multiple comparison test after ANOVA). No significant effect
on IA memory was observed when -NNA was given in the BLA 90
or 180 min post-training. The amnesic effect of NOS inhibition was
not due to state-dependency (Fig. 2). Intra-amygdala infusion of -
MNA (1 pgfside) immediately after training led to poor 1A memory
retention in rats given either vehicle or 1-NNA (1 pgfside) 15 min
before a retention test session carried 24h  post-training
(Fr3.48)= 361, p<0.05 vs. VEH/VEH group in Dunnett’s multiple
comparison test after ANOVA). Note also that 1-NNA (1 pg/side) gi-
ven 15 min before the test session to rats that had received vehicle
immediately after training had no effect on memory expression
(Fig 2; VEH/.-NNA group).

In contrast to what happened with .-NNA, the NOS substrate 1-
Arg (0.1-5 pg/side; Hara et al, 2004; Khavandgar, Homayoun, &
Zarrindast, 2003; Telegdy & Kokavszky, 1997; Yildirim & Maran-
oz, 2004) and the NO-releasing compound SNAP (0.1-5 pg/side;
Fin et al., 1995; Warts, Fowler, Whitton, & Pearce, 2005) increased
memory retention when infused immediately post-training (Fig 3;
Faqay = 8.15, p<0.01 for 5 pgfside 1-Arg vs. VEH and Fg g = 3.83,
p<0.05 for 5 pg/side SNAP vs. VEH in Dunnett’s multiple compar-
ison test after ANOVA). Neither --NNA (1 pgfside) nor SNAP (5 pg/
side) affected the animals' performance in an open field or in an
elevated plus maze when given in the amygdala 24 h before the
respective behavioral session (Table 1).

Since the sGC/cGMP/PKG pathway mediates most of the physi-
ological responses to MO in different experimental preparations
(Bouallegue, Daou, & Srivastava, 2007; Haghikia et al., 2007;
Kempfert & Behrends, 2003; Prieto-Castelld, Hernandez-Viadel,
Cardona, Marhuenda, & Felipo, 2007; Spolidério, Echeverry, Iyo-
masa, Guimaries, & Del Bel, 2007), we studied the participation
of this signaling cascade in 1A memory retention. Bilateral intra-
amygdala infusion of the sGC inhibitor 6-anilino-5,8-quinolinedi-
one [LY83583; 0.02-2 pgfside; Fig. 4) or of the PKG inhibitor KT-
5823 (1-100 ngfside; Fig. 5) immediately but not 90 or 180 min
after training blocked IA memory retention {Fz 44y = 8.05, p <0.05
for 2 pgfside LYB3583 and Fg4q = 8.73, p<0.05 for 100 ng/side
KT-5823 vs. VEH in Dunnett's multiple comparison test after ANO-
VA). Conversely, when given in the amygdala right after the train-
ing session (Fig. 6A), the non-hydrolysable analog of cGMP, 8Br-
cGMP (0.2-5 pg/side) enhanced IA memory (Fz 4 = 8.50, p <0.05
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Fig. 1. Consolidation of inhibitory avoidance memory requires NOS activity in the amygdala early after traini ng. Rats were trained in 14 and at different tmes after raining (0,
90 or 180 min) received bilateral infusions of vehicle (VEH; 0.1% DMS0O in saling) or i-NNA (0.1, 0.5 or 1 pglside} in the BLADS pljside). Bars represent mean £ SEM of step-
down latencies during a memory retention test session carried out 24 h after training. "p < 0.05 vs. VEH in Dunnett's multiple comparison test after ANOVA; n = 12 per group.
On the right of the figure, location of microinjection nnulas within the BLA for rats that received infusions 0 min post-training. Distances on the atlas tem plates {adapted
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Fig. 2 The amnesic effed of the post-training inhibition of NOS in the amygdala is
not due to state-depe nde ncy. Rats were trained in the 1A task and immediately after
that received bilateral infusions (05 pl/side) of vehicle (VEH: 0.1% DMSO in saline)
ar 1-NNA (T pgiside) in BLA After that the animals were divided in four different
groups. Two groups (VEHWEH and o-NNANVEH) received bilateral intra-BLA
infusions (05 pliside} of VEH and the other two (VEH-NNA and -NRA[-RNRA)
received intra-BLA =-NNA (T pglside) 15 min before a memory retention test session
carried out 24 h post-training. Bars represent mean + SEM of step-down latencies in
the retention test session. p <005 vs. VEH/VEH in Dunnett’s multiple com parison
test after ANOVA; n=12-15 per group.

for 5 pg/side vs. VEH in Dunnett's multiple comparison test after
ANOVA). Co-infusion of 8Br-cGMP (5 pg/side) reversed the amne-
sic effect of (-NNA (1 pg/side; Fig. GB, -NNA/S8Br group) and
LY83583 (2 pg/fside; Fig. 6C, LY/8Br group) but did not affect the
amnesia induced by KT-5823 {100 ng/side; Fig. 6D, KT/8Br group).

4. Discussion

Our results are in agreement with previous reports implicating
NO in aversive memory processing. Indeed, it is known that NOS
inhibitors impair avoidance memory in chicks (Hélscher, 1994;
Hilscher & Rose, 1993; Rickard, Ng, & Gibbs, 1998 ), fishes {Xu, Rus-
sell, Bazner, & Hamilton, 2001; Xu, Scott-5cheiern, Kempker, & Si-
mons, 2007), mice (Baratti & Kopf, 1996) and rats (Myslivecek,
Hassmannovd, Barcal, Safanda, & Zalud, 1996; Qiang, Chen, Wang,
Wu, & Qiao, 1997; Yildiz Akar et al, 2007; but see Maren, 1998)
while NOS activators and NO donors increase retention { Khavand-
gar et al., 2003; Pirsikas, Rigamonti, Cella, Sakellaridis, & Muller,
2005; Telegdy & Kokavszky, 1997; Yildirim & Marangoz, 2004).
Likewise, drugs that decrease sGC or PKG activity hamper memory

while compounds that increase cGMP levels enhance retention
(Bernabeu, Schmitz, Faillace, Izquierdo, & Medina, 1996; Bernabeu
et al., 1997; Chien et al., 2005). However, nearly all the studies that
examined the role played by NO signaling in memory processing
utilized systemic or, at best, intrahippocampal pre-training injec-
tions of drugs. Thus, information regarding the role played by NO
signaling in other areas of the brain essential for fear memory con-
solidation, such as the amygdala, is scarce. Indeed, there are only
two published reports about the effects of NO- or sGC-modulating
agents given in the amygdala on memory and plasticity. In this re-
spect, it has been shown that the benzylindazole derivative YC-1,
which activates sGC and sensitizes it for NO (Friebe, Schultz, & Koe-
sling, 1996: Friebe et al, 1998; Ko, Wu, Kuo, Lee, & Teng, 1994) en-
hances long-term potentiation {LTP) in the amygdala (Chien et al,
2003) and that pre-training and pre-test administration of the NOS
inhibitor 7-nitroindazole or of the NO scavenger ¢-PTIO in the lat-
eral amygdala hampers acquisition and retrieval of auditory fear
conditioning, respectively (Schafe et al., 2005).

We found that, when infused in the amygdala, .--NAA hindered
14 memory retention. This effect was only observed when 1-NAA
was given immediately but not 90 or 180 min after training, sug-
gesting that the amnesia induced by inhibition of NOS activity is
due to interference with the consolidation process and not to a de-
layed detrimental action on behavioral activity and/or memory re-
trieval. In fact, L.-NAA did not modify performance in an elevated
plus maze or in an open field when administered 24 h before the
respective behavioral session and, when given in the amygdala
15 min before a retention test session carried out 24 h post-train-
ing, it did not affect 1A memory expression. Moreover, pre-test
infusion of .-NAA did not reverse the amnesia caused by its post-
raining administration, indicating that the amnesic effect caused
by NOS inhibition in the amygdala was not due to state-dependent
learning. This observation is important, since it has been reported
that inhibition of hippocampal NOS induces a state-dependent def-
icit in recognition memory (Blokland, Prickaerts, Honig, & de Vente,
1998 ) and that NO modulates the state-dependent amnesia caused
by pre-training administration of morphine and lithium (Khavand-
gar et al, 2003; Zarrindast, Shendy, & Ahmadi, 2007 ).

The role played by the NOS/cGS/PKG pathway in the amygdala
during 1A memory consolidation was further demonstrated by re-
sults showing that: (1) the NOS substrate 1-Arg and the NO donor
SNAPimproved retention in a dose-dependent manner; (2) the sGC
inhibitor LY83583 and the PKG inhibitor KT-5823 mimicked the
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Fig. 3. Intra-amygdala infusion of drugs that increase NO levels enhances retention of inhibitory avoidance memory. Bats were trained in 1A and immediately alter raining
received bilateral infusions (0.5 pljside) of vehicle (VEH; 0.1% DM S0 in saline ), i-Arg (0.1, 1or 5 pgfside; see graph A or SNAP (0.1, 1 or 5 pgiside; see graph B) in the BLA. Bars
represent mean + SEM of step-down latencies during 2 memaory retention test session carried out 24 h after training. p <001 and p <005 vs. VEH in Dunnett’s multiple

comparison test after ANOVA; n=12-15 per group.

Table 1

Infusion of -NMA or SNAP in the amygdala has no effect on locomotor and
exploratory activities or anxiety. =-NNA (5 pgjside] or SNAP (5 pglside) were infused
into the BLA 24 h before an open field or a plus maze session. Data are expressed as
mean [ +5EM] of the total number of entries, the number of entries into the open
arms and the percentage of time spent in the open arms (Plus maze; n= 8 per group)
and of the number of crossings and rearings (Open field; n=8§ per group) VEH,
vehicle. A different set of animals was utilized for each behavioral test

VEH =NNA SNAP
Total entries 15208 13.65 £ 0.9 16314
Entries in open arms B5+08 F.0+07 B3+08
% Time in open arms 416237 469 +83 429+37
Crossings 420+79 486 +84 401+53
Rearings 167220 202 +36 174247
2007 — wveH
3 LY 0,02 pg'side

™ B LY 0.2 pgy'side

o LY 2 ug/side
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Fig. 4. Consalidation of inhibitory avoidance memory requires sGC activity in the
amygdala early after training. Rats were trained in 1A and at different times after
training (0, 90 or 180 min) received bilateral infusions of vehicle (VEH; 0.1% DMS0
in saline) or LYS3583 (LY 0L02, 02 or 2 pglside] in the BLA (05 plfside). Bars
represent mean® SEM of step-down latendes during 2 memory retention test
session carried out 24 hoafter training. "p <005 vs. VEH in Dunnett’s multiple
comparison test after ANOVA; n= 12 per group.

amnesic effect of --NNA whereas the non-hydrolysable analog of
cGMP 8Br-cCGMP increased retention and reversed the amnesia in-
duced by L-NAA and LY83583 but not KT-5823. These findings indi-
cate that a pharmacologically-induced increase of NO levels in the
amygdala can enhance memory and that the likely mechanism
through which NO brings about the physiological changes involved

200+ VEH

KT 1 ng/side
KT 10 ngfside
KT 100 ngfside

5
100

Step-down latency (s)
§ 8
*

0 90 180
Posttraining time (min)

Fig. 5. Consolidation of inhibitory avoidance memory requires PKG activity in the
armygdala early after training. Rats were trained in 1A and at different times after
training (0, 90 or 180 min} received bilateral infusions of vehicle (VEH; 0.1% DMS0
in saling) or KT-5823 (KT; 1, 10 or 100 ng/side} in the BLA (0.5 pljside). Bars
represent mean® SEM of step-down latendes during a2 memory retention test
session carried out 24 h after training. "p <005 vs. VEH in Dunnett’s multiple
comparison test after ANOVA; n=12 per group.

in memory consolidation in the amygdala entails the sequential
activation of sGC and PKG.

The first evidence that NO increases cGMP levels in different tis-
sue preparations, including the brain, was provided by Arnold et al.
(1977) and was confirmed firstly by Gerzer, Hofmann, and Schultz
(1981), who purified a soluble sodium-nitroprusside-stumulated
guanylate cyclase from the lung, and later by Garthwaite, Charles,
and Chess-Williams {1988 ), Bredtand Snyder { 1989). Indeed, there
is abundant evidence about the importance of the NO-mediated
upregulation of the sGCJPKG pathway in plasticity. For example,
it is known that LTP andfor long-term depression (LTD) require
sGC and PKG activity in the hippocampus (Arancio, Kandel, & Haw-
kins, 1995; Bon & Garthwaite, 2003; Boulton, Southam, & Garthwa-
ite, 1995; Chetkovich, Klann, & Sweatt, 1993; East & Garthwaite,
1991; Gage, Reyes, & Stanton, 1997; Stanton et al, 2003; Zhuo,
Kandel, & Hawkins, 1994}, the visual cortex (Haghikia et al,
2007), the cerebellum (Shin & Linden, 2005), the spinal cord
(Zhang, Zhang, & Zhao, 2006) and the amygdala (Chien et al,
2003). More importantly, several behavioral and pharmacological
studies, including some very recent reports (Domek-topacifiska &
Strosznajder, 2008; Wang et al, 2008) point to the existence of a
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Fig. 6. Intra-amygdala infusion of the non-hydrolysable analog of cGMP 8Br-cGMP enhances retention of inhibitory avoidance memory and reverses the amnesic effect of
NOS and sGC but not of PEKG inhibition. (A} Rats were trained in 1A and immediately after training received bilateral infusions (0.5 pliside} of vehide (VEH; 0.1% DMSO in
saline jor 8Br-cGMP (02, 1 or 5 pgiside} in the BLA. Bars represent mean £ SEM of step-down latencies during 2 memory retention test session carried out 24 h after training:
“p< 0,05 vs. VEH in Dunnett’s multiple comparison test after ANOWA: i = 11-12 per group. (B-D) Rats were trained in 1A and immediately after that received bilateral intra-
BLA infusions (0.5 plfside) of vehide (VEH; 0L1% DMS0 in saline], - NNA (5 pg/side), LYB3583 (2 pg/side ), KT-5823 (100 ng/side] or 8Br-cGMP (5 pg/side) plus either --NNA
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causal link between NO synthesis and increased cGMP levels and
PKG activity important for memory. Although the pathways con-
trolled by PKG during memory processing are not known, recent
findings showing that pharmacological acrivation of sGC during
two-way shuttle-avoidance training enhances the learning-in-
duced increase in ERK1/2 and Akt phosphorylation and potentiates
the expression of BONF and CREB in the amygdala (Chien, Liang, &
Fu, 2008), sugzest that ERK-mediated activation of CREB-regulated
rranscription could be a downstream target of PKG important for
consolidation. In fact, it is known that in neurons, NO promotes
the cGMP-dependent activation of CREB and stimulates S-nitrosy-
lation of nuclear proteins that favor binding of CREB to its rarget
promoters and it has been reported that the NO-cGMP-PKG path-
way contributes to the LTP-induced phosphorylation of CREB in
the hippocampus through a mechanism involving increase of intra-
cellular ca™ release (Lu & Hawkins, 2002; Lu et al., 1999).
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