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RESUMO 
 
 

Evidências sugerem que a via de sinalização NO/sGC/PKG tem papel chave 

no processamento da memória, entretanto a atuação desta cascata de sinalização 

na amígdala durante a consolidação da memória permanece desconhecida. Neste 

trabalho se comprova que quando infundido na amígdala de ratos imediatamente 

após o treino na tarefa de esquiva inibitória, porém não em outros tempos de 

infusão, o inibidor da NO sintase, L-NNA, prejudica a retenção da memória de longa 

duração, sem afetar a locomoção, o comportamento exploratório, o estado de 

ansiedade ou a expressão da resposta aversiva dos animais. O efeito amnésico do 

L-NNA não demonstra ser dependente de estado e foi mimetizado pelo inibidor da 

guanilil-ciclase solúvel, LY83583, e pelo inibidor da PKG, KT5823. Pelo contrário, a 

infusão pós-treino do substrado da NOS, L-Arg, do composto doador de NO, SNAP, 

e do análogo não-hidrolizável do GMPc, 8-Br-GMPc, aumentaram a retenção da 

memória de forma dose-dependente. A co-infusão de 8-Br-GMPc reverteu o efeito 

amnésico do L-NNA e do LY83583, porém não a do KT5823. Os dados indicam que 

a ativação da PKG induzida pelo NO na amígdala é um passo necessário à 

consolidação de memórias aversivas.  

 

PALAVRAS-CHAVE: Consolidação; Óxido Nítrico; Amígdala; Esquiva Inibitória. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



      

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 INTRODUÇÃO 
 

 

O aprendizado e a memória são essenciais para a experiência humana. A 

memória é o resultado de um processo pelo qual o que é aprendido persiste ao 

longo do tempo. Logo, aprendizado e memória estão fortemente conectados. Tudo o 

que sabemos foi adquirido por meio de experiências e mantido pela memória, por 

exemplo, o rosto e o nome de um amigo ou familiar, matemática, um número de 

telefone, aprender a andar de bicicleta ou tocar uma música no violão. E isso tudo 

resulta no indivíduo único que cada um de nós é (Squire, 2003). 

As memórias podem ser classificadas de acordo com sua duração (memória 

de trabalho, memórias de curta duração e memórias de longa duração; ver Tabela 1) 

e conteúdo (memórias declarativas e não declarativas; ver Tabela 2) (Izquierdo, 

2002). 
 
Tabela 1: Classificação das memórias quanto ao tempo de retenção. 

Tipo de Memória Características 

Memória de trabalho Permanece por frações de segundos a alguns segundos; memória sensorial.

Memória de curta 
duração 

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

Memória de longa 
duração 

Permanece por dias, semanas ou anos; garante o registro do passado 
autobiográfico e dos conhecimentos do indivíduo. 

 
Tabela 2: Classificação das memórias de longa duração de acordo com o seu conteúdo. 

Tipo de Memória Características 

Explícitas/ Declarativas Contêm informações que usualmente sabemos que possuímos e as 
quais temos acesso consciente. Podem ser Episódicas, que guardam 
informações acerca de nossas próprias vidas e eventos, ou 
Semânticas, que armazenam informações acerca do mundo que nos 
rodeia, mas que lembramos sem saber como, quando e onde as 
adquirimos. 

Implícitas/ 
Não-declarativas 

Contêm informações as quais não temos acesso consciente, tal como 
o conhecimento procedimental e a informação obtida a partir de 
aprendizados simples como aqueles produzidos pelo treino em tarefas 
de condicionamento clássico e habituação. 

 

O processo de formação da memória requer o desencadeamento de três 

etapas. Primeiramente ocorre a aquisição da informação, fase que corresponde ao 

aprendizado. Posteriormente acontece a consolidação da memória, que consiste 
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num processo de filtração das informações relevantes e fixação do traço 

mnemônico. Finalmente, o acesso à informação caracteriza a evocação, ou 

lembrança, processo pelo qual uma informação armazenada pode ser requisitada 

para uso na cognição, emoção ou expressão de um comportamento (Izquierdo et al., 

1998). 

O Sistema Nervoso Central (SNC) possui diversos mecanismos biológicos, os 

quais regulam todas as funções corpóreas. Esses mecanismos podem ser 

modulados, de modo que suas funções podem ser ativadas ou desativadas, 

estimuladas ou inibidas, fortalecidas ou enfraquecidas de acordo com a necessidade 

de cada momento. Da mesma forma, a memória, uma função do SNC, pode ser 

modulada por situações que ocorrem nos momentos de sua formação, já que 

durante este período o traço mnemônico é lábil e suscetível a interferências, até que 

seja consolidado completamente (Cahill & McGaugh, 1998).  

 Os sistemas moduladores consistem em diversos conjuntos de fibras que 

terminam de modo difuso em vastas áreas do SNC. Essas fibras se originam de 

núcleos localizados no tronco encefálico, no diencéfalo e no prosencéfalo basal e 

atuam por meio de neurotransmissores clássicos e bem conhecidos, especialmente 

as aminas e a acetilcolina. Os principais sistemas moduladores são: 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 e a modulação da atividade de enzimas, já foi bem 

caracterizado. Entre estas últimas, as proteínas quinases, responsáveis por 

modificações covalentes em substratos neuronais específicos, demonstraram a 

importância do processo de fosforilação para a sinalização intracelular e para a 

manutenção temporária da facilitação da transmissão sináptica subjacente à 

plasticidade (Micheau & Riedel, 1999). 

 Contudo, além dos sistemas de neurotransmissores já conhecidos, o SNC faz 

uso de neuromoduladores, que diferem dos primeiros nos locais de ação. Os 

neurotransmissores são aqueles que exercem suas ações diretamente sobre os 

receptores de membrana, produzindo então um potencial pós-sináptico, este 

podendo ser excitatório ou inibitório, enquanto que os neuromoduladores são 

substâncias atuantes na sinapse, na membrana pós-sináptica, na pré-sináptica e 

mesmo nas vesículas sinápticas.  Conceitualmente o neuromodulador influencia a 
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ação do neurotransmissor sem modificá-la essencialmente, ou seja, modula a 

transmissão sináptica.  

Os neuromoduladores mais estudados atualmente são o óxido nítrico (NO) e 

o monóxido de carbono (CO), que são moléculas gasosas muito pequenas, 

produzidas por enzimas específicas existentes em alguns neurônios. Ao serem 

sintetizados, suas moléculas difundem-se imediatamente através da membrana em 

todas as direções. Por essa razão não há possibilidade de contê-las em vesículas ou 

grânulos de secreção, e também por esse motivo sua ação é pouco específica, 

atuando tanto nos elementos pós-sinápticos, quanto nos pré-sinápticos e até mesmo 

em sinapses vizinhas. Quando atuam retrogradamente, provocam uma facilitação da 

transmissão sináptica que causou a sua síntese e liberação, criando-se um circuito 

de retroação positiva, em que os neuromoduladores gasosos agem aumentando 

cada vez mais a transmissão sináptica que os origina, e esta cada vez mais a ação 

dos gases. Em função disso, tem-se admitido a hipótese de que esses 

neuromoduladores estejam ligados a processos moleculares de memória (Lent, 

2004; Kandel, 2003). 

O NO é um radical livre, gasoso, inorgânico, encontrado no ar atmosférico em 

pequenas quantidades. As suas propriedades químicas fazem dele um composto 

potencialmente tóxico, por ser extremamente reativo. O NO é sintetizado a partir da 

oxidação do aminoácido L-arginina por uma família de enzimas conhecidas 

coletivamente pelo nome de óxido nítrico sintases (NOS). Existem três isoformas 

desta enzima. São estas a NOS neuronal (nNOS), a NOS endotelial (eNOS) e a 

NOS induzível (iNOS) (Forstermann et al., 1991; Bredt et al., 1992). Entre outras 

propriedades do NO, cabem destacar três que resultam essenciais para determinar 

sua funcionalidade biológica. Assim sendo, o NO atravessa as membranas lipídicas 

prontamente e, portanto, é capaz de afetar não só as células que o produzem e 

liberam, senão também outras vizinhas, sem necessitar para tanto agir através de 

receptores de superfície, 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 funções do NO até hoje descobertas são complexas e antagônicas. Um 

aspecto marcante desta molécula é a sua capacidade de ser benéfica ou 

potencialmente tóxica, de acordo com sua concentração ou depuração tecidual. O 
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NO constitui um importante mensageiro intercelular nos mamíferos superiores. O 

mecanismo de sinalização intercelular é, em geral, realizado através de receptores 

de membrana celular na célula alvo; estes receptores são, habitualmente, 

transmembranosos tendo contato com o citoplasma e desencadeando uma cascata 

de sinais intracelulares que finalizarão em uma mudança na célula. Como já foi 

descrito anteriormente, devido a suas características químicas de alta difusibilidade, 

a sinalização do NO é exercida diretamente intracelularmente, sem receptores 

transmembranosos. Devido à sua penetração intracelular facilitada, sem 

intermediários membranosos, o organismo utiliza o NO em funções fisiológicas nas 

quais é necessária uma resposta rápida. Logo, o NO modula diferentes processos 

fisiológicos (ver Tabela 1), incluindo a progressão da resposta do sistema imune 

(Coleman, 2001), da inflamação (Sharma et al., 2007), regula a homeostase do 

sódio, assim como a excreção renal (Pollock & Pollock, 2008), o fluxo sanguíneo e a 

liberação de oxigênio aos tecidos (Buerk, 2007). No sistema nervoso, o NO pode 

atuar como mensageiro retrógrado (Son et al., 1996) regulando a liberação de 

neurotransmissores e neuropeptídeos de maneira dependente de sua atividade 

(Hanbauer et al., 1992). O óxido nítrico 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 retrógrado nos receptores NMDA, 

mediando a potenciação de longa duração (LTP), a qual é considerada um modelo 

celular de certas formas de memória (Bliss & Collingridge, 1993). 
 
Tabela 3: Efeitos do óxido nítrico como mensageiro ou toxina no mesmo tecido, conforme 
concentração tissular relativa. 

Sistema NO como mensageiro NO como toxina 

Sistema 
cardiovascular 

Antitrombótico, antiaterosclerótico; 
proteção à isquemia, antiadesivo 
plaquetário, perfusão coronariana. 

Choque séptico, inflamação, 
extravasamento microvascular, 
síndrome de reperfusão após 
isquemia. 

Sistema 
broncopulmonar 

Manutenção ventilação-perfusão, 
motilidade bronquiolar, secreção de 
muco, defesa imune. 

Alveolite autoimune. 

Sistema renal Feedback túbulo-glomerular, perfusão 
glomerular, secreção de renina. 

Glomerulonefrite. 

Sistema nervoso 
central 

Vasodilatador, neuromodulador, 
memória tardia. 

Neurotoxicidade, aumento da 
irritabilidade (pró-convulsivo), 
enxaqueca, hiperalgesia. 
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A sinalização pelo NO é mediada principalmente pela forma solúvel da guanilil 

ciclase (sGC) (Arnold et al., 1977; Marsault & Frelin, 1992; Davis et al., 2001). A 

ligação do NO ao grupo heme do sítio ativo da sGC aumenta a atividade desta 

enzima, convertendo cataliticamente a guanosina trifosfato (GTP) ao segundo 

mensageiro guanosina monofosfato cíclico (GMPc) (Murad, 2004). O GMPc regula 

canais iônicos (Thompson, 1997) e é outro segundo mensageiro citoplasmático 

altamente difusível que ativa uma proteína cinase específica, a proteína cinase 

dependente de GMPc (PKG) (Figura 1). Por sua vez, a PKG promove a mobilização 

das vesículas sinápticas no terminal pré-sináptico levando ao aumento da liberação 

de neurotransmissores e também induzindo a ativação da maquinaria de transcrição 

neuronal (Lu et al., 1999), bem como a montagem do spliceosoma (Wang et al., 

1999), dois processos necessários para a consolidação de memórias (Gold, 2003; 

Colombo, 2004). 

 

 
Figura 1:Cascata de sinalização NO/sGC/PKG. A L-arginina é convertida em NO pela óxido nítrico 
sintase. O NO se liga ao grupo heme da sGC, causando a conversão de GTP em GMPc, o qual irá 
ativar a PKG. 

 

De fato, muitos estudos sugerem que o NO tem um papel essencial no 

processamento mnemônico e na plasticidade sináptica, inclusive na potenciação de 

longa-duração (LTP), um processo plástico dependente da atividade elétrica, que 

muitos acreditam ser um dos substratos celulares da formação de memórias 

(Hölscher & Rose, 1992; Böhme 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). Evidências demonstram que 
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inibidores da NOS, tais como a L-Nitro-Arginina e L-Nitro-Arginina-Metil-Éster 

bloqueiam a indução da LTP hipocampal (Mizutani, 1993; Zorumski, 1993), assim 

como os inibidores da sGC. Inversamente, análogos do GMPc produzem uma 

elevação duradoura do potencial pós-sináptico excitatório, associado com um 

aumento na atividade da PKG (Arancio et al., 1995). 

Estudos comportamentais revelam que o NO é necessário para a 

consolidação das memórias associadas a diferentes tarefas comportamentais. 

Assim, a administração sistêmica de inibidores da NOS produz déficits no 

aprendizado da tarefa de esquiva inibitória em aves (Hölscher & Rose, 1992) bem 

como no aprendizado espacial em ratos submetidos aos labirintos radial e aquático 

(Chapman et al., 1992; Böhme et al., 1993; Hölscher et al., 1995; Yamada et al., 

1995; Noda et al., 1997; Majlessi, et al., 2003; Koylu et al., 2005), além de prejudicar 

a memória olfatória na tarefa de reconhecimento social (Böhme et al., 1993). 

Investigações a respeito do papel do NO hipocampal, nos processos relacionados à 

memória têm comprovado que a inibição da NOS no hipocampo de ratos prejudica a 

memória de trabalho na tarefa de múltipla escolha (Ohno, Yamamoto & Watanabe, 

1993) e a retenção da memória na tarefa de esquiva inibitória (Bernabeu et al., 1995; 

Fin et al., 1995; Huang & Lee, 1995). 

Com relação ao papel do GMPc na formação de memórias, experimentos 

usando a tarefa de esquiva inibitória em ratos, demonstraram um aumento nos 

níveis de GMPc no hipocampo imediatamente após o treino. Utilizando a 

administração de um análogo do GMPc no hipocampo imediatamente após o treino, 

verificou-se também um aumento da expressão da memória (Bernabeu et al., 1996), 

e  uma elevação da atividade da PKG imediatamente após o treino (Bernabeu et al., 

1997). Além disso, a administração periférica de inibidores da nNOS prejudicam 

(Prickaerts et al., 1997), enquanto que doadores de NO aumentam (Pitsikas et al., 

2005) a retenção da memória de curta duração no paradigma de reconhecimento de 

objetos. 

Evidências experimentais indicam que o núcleo basolateral da amígdala 

(BLA) modula a consolidação de memórias com forte conteúdo emocional 

(McGaugh, 2004). Sabe-se ainda que estímulos aversivos tais como os utilizados 

nas tarefas de aprendizado de medo condicionado ativam sistemas hormonais 

relacionados ao estresse e modificam a liberação de diferentes neurotransmissores 

na amígdala (Ma & Morilak, 2005; Morilak et al., 2005 Delaney, Crane & Sah, 2007). 
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Embora tenha sido demonstrado recentemente que a inibição da NOS durante o 

período imediatamente anterior ao treino, bloqueia a aquisição da memória 

condicionada ao medo (Schafe et al., 2005), pouco se conhece a respeito do papel 

do óxido nítrico na amígdala durante a consolidação de memórias aversivas. 

A amígdala trata-se de uma estrutura cerebral localizada no lobo temporal, 

que faz parte do sistema límbico e é de enorme relevância uma vez que é 

responsável pelo recebimento de informações de natureza emocional, tais como as 

memórias de medo, conectando-as com informações mnemônicas em processo de 

consolidação, fortalecendo ou enfraquecendo a retenção do traço. Esse papel 

modulador é de difícil verificação em seres humanos, todavia sabe-se do 

envolvimento da amígdala humana em memórias de tipo emocional, devido a 

estudos com pacientes com lesão nesta estrutura e indivíduos normais submetidos a 

métodos de imagem funcional (Lent, 2004). 

Com base no descrito acima, decidimos avaliar em ratos, o efeito na 

expressão de memórias aversivas, da administração de diferentes compostos que 

atuam sobre a via de sinalização NO/sGC/PKG, no núcleo basolateral da amígdala. 

Para tanto, foi utilizado o paradigma denominado Esquiva Inibitória de Sessão Única 

(EI) em combinação com a infusão de drogas na BLA, a qual está envolvida na 

consolidação de memórias aversivas.  

A esquiva inibitória é uma tarefa aversiva de apenas uma sessão, na qual o 

animal aprende a inibir uma resposta para evitar receber um choque elétrico de 

baixa intensidade, levando então a formação de uma memória. A esquiva tornou-se 

um dos modelos de paradigma de aprendizado mais utilizados, pois permite, após o 

aprendizado, a determinação precisa do momento no qual os tratamentos 

farmacológicos utilizados nos estudos afetam a consolidação da memória, algo difícil 

de discernir em outras tarefas que requerem mais de uma sessão de treino 

(Cammarota et al., 2004). As características da tarefa de esquiva inibitória de única 

sessão constituem-se em uma escolha quase obrigatória para os estudos acima 

mencionados, pois: 

1. Esta tarefa está baseada em um comportamento universal e inato: a aversão 

produzida pelo medo. 

2. Para a aquisição duradoura da resposta condicionada, somente uma sessão 

de treino é necessária, o que permite fazer uma clara distinção entre os eventos 

relacionados com a consolidação do traço e aqueles envolvidos com sua expressão. 
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2 OBJETIVOS 
 
 

2.1 Objetivo Geral 
 

Verificar a participação da via de sinalização da NO/sGC/PKG na amígdala 

sobre a consolidação de memória aversivas em ratos Wistar. 

 

2.2 Objetivo Específico 
 

Investigar o efeito da infusão bilateral na amígdala basolateral de inibidores 

da via de sinalização NO/GMPc/PKG, L-NNA, LY83583 e KT5823, em diferentes 

tempos após o treino na tarefa de esquiva inibitória. 

Investigar o efeito da infusão na amígdala basolateral dos ativadores da via 

de sinalização, L-Arg, SNAP e 8-Br-GMPc, em diferentes tempos após o treino na 

tarefa de esquiva inibitória. 

Verificar se o possível efeito amnésico causado pela infusão intra-amígdala 

de LY-83583, KT-5823, L-NNA pode ser revertido com a co-infusão de um análogo 

não- hidrolisável do GMPc, o 8-Br-GMPc, imediatamente após o treino na tarefa de 

esquiva inibitória. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

3.1  Amostra 
 

A amostra é constituída por ratos Wistar, machos, adultos, submetidos à 

cirurgia estereotáxica, como será 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 21-23o C), submetidos a um 

ciclo claro/escuro de 12 horas, com água e comida ad libitum. Os animais foram 

adquiridos pela Fundação Estadual de Produção e Pesquisa em Saúde (FEPPS) e 

mantidos no biotério do Centro de Memória do Instituto de Pesquisas Biomédicas da 

PUCRS. Foram tomadas precauções com o intuito de minimizar o sofrimento dos 

animais e de reduzir o número 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 Estereotáxica 

 

Para fim de experimentação farmacológica, os animais utilizados foram 

submetidos à cirurgia estereotáxica (Figura 2) para implantação bilateral de cânulas 

guia de 0,2 mm de calibre, posicionadas 1,0 mm acima da amígdala basolateral, 

seguindo as coordenadas (A -2,3; L ±4,6; V -8,4 mm) do Atlas de Paxinos e Watson 

(1986). Através destas cânulas-guia foram infundidos diferentes fármacos.  

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 

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

 

 
Figura 2: Cirurgia estereotáxica. Implantam-se estereotaxicamente no crânio dos animais cânulas-
guia direcionadas 1,0 mm acima da amígdala basolateral destes animais, conforme coordenadas 
adaptadas do Atlas anatômico de Paxinos e Watson (1986). 
 
3.1.3 Manipulação 

 

No quinto dia após a cirurgia, os animais foram submetidos a duas sessões 

de manipulação. Durante cada sessão 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 inibitória 

 

A esquiva inibitória baseia-se no aprendizado associativo estabelecido por 

Pavlov. Trata-se de um paradigma de condicionamento ao medo muito utilizado, no 

qual o estímulo condicionado é a parte segura da caixa, a plataforma, o estímulo 

incondicionado é um choque nas patas do animal quando o mesmo desce da 

plataforma e a resposta condicionada é permanecer na área segura, resultando no 
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aumento da latência de descida da plataforma após a exposição ao estímulo 

incondicionado (Cammarota et al., 2004; Bevilaqua et al., 2003).  

O aparato utilizado na tarefa de esquiva inibitória consiste em uma caixa nas 

dimensões 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 

metálicas 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 metálico, recebia um choque 

elétrico de 0,5 mA por 2 segundos e era imediatamente retirado da caixa. A retenção 

da memória na esquiva inibitória foi avaliada em uma sessão 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 medição do tempo até ele descer ao 

assoalho com as quatro patas. O procedimento utilizado na sessão de teste era 

idêntico ao empregado na sessão de treino, exceto que ao descer da plataforma o 

animal não recebia choque. Para as sessões de treino e teste foram adotados 

tempos máximos de descida, sendo 30 segundos para a sessão de treino e 300 

segundos para a sessão de teste, após os quais o animal era devolvido à sua caixa 

moradia. Aqueles animais que durante a sessão de treino não desceram da 

plataforma antes de transcorridos 30 segundos foram eliminados do estudo.  

 

 

Figura 3: Esquiva inibitória. 
 

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

colocada dentro da cânula implantada. As infusões (0,5 μL/lado) se davam ao longo 
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de 60 segundos e a agulha de infusão ficava no lugar por mais 60 segundos para 

evitar refluxo. A localização exata do implante das cânulas foi verificada postmortem 

através de análise histológica. 

 

3.2.2 Campo Aberto 

 

A fim de verificar se a atividade locomotora e o comportamento exploratório 

dos animais não estavam alterados devido aos tratamentos farmacológicos, utilizou-

se a tarefa denominada de campo aberto. O aparelho utilizado nesta tarefa consiste 

em uma caixa de madeira com dimensões 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 após a 

infusão do fármaco na BLA, o animal era gentilmente colocado na arena do campo 

aberto e deixado ali para explorar a caixa livremente por 5 minutos. Foram 

registrados o número de linhas cruzadas e o número de elevações (em inglês 

rearings), e tomados como indicadores de locomoção e atividade exploratória 

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 compreensão de processos neurobiológicos associados à ansiedade (Da 



 24

Silva et al., 2006).  O aparato consiste em dois braços abertos, medindo 50 x 10 cm, 

dispostos perpendicularmente a dois braços 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 chão.  

No intuito de verificar possíveis alterações causadas pela infusão dos 

fármacos no estado de ansiedade dos animais, 24 horas após a administração 

farmacológica os mesmos eram colocados no centro do labirinto em cruz elevado e 

ficavam livres para explorá-lo. Durante uma sessão de 5 minutos, foram registrados 

o número total de entradas nos quatro braços, bem como o número de entradas e o 

tempo de permanência nos braços abertos (Bevilaqua et al., 2003; Kerr et al., 2005). 

 

 
Figura 5: Labirinto em cruz elevado 

 

3.2.4 Análise histológica 

 

Duas a quatro horas após o último teste comportamental, se infundia 0,5μL de 

azul de metileno 4% como descrito acima e os animais eram sacrificados através de 

decapitação 30 minutos após, tempo provável de difusão da droga ou veículo 

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. Após esse 

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

implantadas corretamente foram incluídos nas análises estatísticas. 

 

 
Figura 6: Representação esquemática de cortes histológicos de hemisfério cerebral. A parte 

grifada mostra a área alvo das infusões realizadas nos experimentos apresentados nesta dissertação. 

Animais nos quais a infusão de azul de metileno, realizada durante a verificação de posicionamento 

das cânulas, estava fora da área indicada acima não foram considerados durante a análise dos 

dados. 

 
 

3.3 Tratamentos farmacológicos 
 

 Os fármacos utilizados neste estudo são L-Arginina (L-Arg), Nω-Nitro-L-

arginina (L-NNA), KT-5823 e 8-bromoguanosina-3’,5’-monofosfato cíclico (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 síntese do 

NO. O L-NNA é um potente inibidor da NOS. KT-5823 é um inibidor seletivo da 

proteína 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 ações dos fármacos podem ser visualizadas na 

figura 7. 
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Figura 7: Cascata de sinalização do NO/sGC/PKG e ação dos fármacos sobre a mesma. As 

linhas pontilhadas indicam a ação dos fármacos, sendo que os em vermelho indicam inibição, 

enquanto que os verdes, ativação dos seus substratos. 

 
Os fármacos doadores de NO e substratos foram preparados imediatamente 

antes do uso, uma vez que sofrem degradação. Os fármacos foram dissolvidos em 

DMSO ou solução salina 0,9% e armazenados protegidos da luz, a -20°C até o 

momento do uso. Instantes antes da administração, uma alíquota era degelada e 

diluída até a concentração 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 realização do tratamento farmacológico utilizou-se uma micro-seringa 

Hamilton, acoplada a um tubo de polietileno com uma agulha de infusão (0,05 mm 

de diâmetro). Foram infundidos bilateralmente 0,5 μl/lado dos fármacos ou seu 

veículo (0,1% DMSO em solução salina 0,9%) a uma velocidade de 0,5 μl/min com o 

auxílio de uma bomba de infusão (KDScientific). Ao término, a agulha de infusão era 

deixada no local por 60 segundos adicionais para evitar refluxo.  
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Figura 8: Infusão de fármacos através das cânulas-guia esterotaxicamente implantadas. A 

agulha de infusão, 1,0 mm maior em comprimento do que a cânula-guia é introduzida na luz desta, 

atingindo a região-alvo onde se deseja que o fármaco ou salina sejam infundidos. 

 

 

3.4 Análise Estatística  
 

Para a análise dos dados obtidos na tarefa de esquiva inibitória foram 

utilizados testes de estatística paramétrica, sendo eles: ANOVA de uma via seguida 

pelo teste de comparação múltipla de Dunnett. Para a análise 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 análise estatística foi realizada utilizando o software Prism Graph-Pad 5.1. 

 



 28

4 RESULTADOS 
 

 

A fim de analisar o efeito da inibição da NOS no processamento da memória 

aversiva, ratos Wistar machos foram treinados no paradigma da Esquiva Inibitória de 

sessão única, recebendo, imediatamente após o treino, infusões bilaterais intra-

amígdala de veículo (VEH; 0.1% DMSO em salina) ou do inibidor da NOS, Nω-Nitro-

L-arginina (L-NNA). A expressão da memória de esquiva inibitória foi avaliada em 

uma sessão de teste, sem reforço de choque, realizada vinte e quatro horas após o 

treino. O L-NNA (0.1-1 µg/lado) prejudicou a expressão de forma dose-dependente 

(Figura 9). Não foi observado efeito significativo sobre a memória de EI quando o 

LNNA foi administrado na amígdala 90 ou 180 minutos após o treino, apenas 

quando administrada imediatamente após o treino.  

 

 
Figura 9: A consolidação da memória aversiva requer a atividade da NOS na amígdala imediatamente 
após o treino. Os animais foram treinados na tarefa de EI e em diferentes tempos após o treino (0, 90 ou 180 

min), receberam infusões bilaterais de veículo (VEH; 0.1% DMSO em salina) ou L-NNA (0.1, 0.5 ou 1 µg/lado) na 

BLA (0.5 µl/lado). As barras representam média ± erro padrão das latências de descida durante o teste de 

retenção, realizados 24 horas após o treino. *p < 0.05 vs. VEH, ANOVA seguida de comparações múltiplas de 

Dunnett; n = 12 animais por grupo. 
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Para analisar se o efeito amnésico da inibição da NOS se devia a 

dependência de estado, os animais foram treinados na tarefa de EI e imediatamente 

após o treino receberam a infusão de L-NNA (1µg/lado) ou veículo na BLA. Quinze 

minutos antes da sessão de teste, realizada 24 horas após a sessão de treino, os 

mesmos animais receberam a infusão de L-NNA(1µg/lado) ou veículo. Desta forma 

obtivemos quatro grupos de animais: 1) animais que receberam veículo pós-treino e 

veículo pré-teste; 2) animais que receberam veículo pós-treino e L-NNA pré-teste; 3) 

animais que receberam L-NNA pós-treino e veículo pré-teste; e por fim 4) animais 

que receberam L-NNA pós-treino e L-NNA pré-teste. 

 Como se pode verificar na figura 10, a infusão de L-NNA imediatamente após 

o treino acarretou uma fraca retenção da memória de EI nos animais que receberam 

veículo antes do teste, efeito amnésico este que já havia sido demonstrado 

anteriormente (Fig. 9). O efeito amnésico obtido pela administração pós-treino de L-

NNA não foi revertido pela infusão pré-teste de L-NNA (1µg/lado), indicando que o 

efeito amnésico de L-NNA não se deve a dependência de estado. Além disso, 

quando administrado L-NNA (1µg/lado) 15 minutos antes da sessão de teste em 

animais que haviam recebido veículo imediatamente após o treino, não foi verificado 

efeito na expressão da memória (Fig 10). 

 
Figura 10: O efeito amnésico da inibição pós-treino da NOS na amígdala não se deve à dependência de 
estado. Os animais foram treinados na tarefa de EI e imediatamente após o treino receberam a infusão (0.5 

µl/lado) de veículo (VEH; 0.1% DMSO em salina) ou L-NNA (1 µg/lado) na BLA. Após isso os animais foram 

divididos em quatro diferentes grupos: dois grupos (VEH/VEH e L-NNA/VEH) receberam infusões bilaterais na 

BLA de VEH (0.5 µl/lado) e os outros dois grupos (VEH/L-NNA e L-NNA/L-NNA) receberam infusões bilaterais de 

L-NNA (1 µg/lado), na mesma estrutura, quinze minutos antes da sessão de teste realizada 24 horas após a 

sessão de treino. As barras representam a média ± erro padrão das latências de descida na sessão de teste. *p 

< 0.05 vs. VEH/VEH na comparação múltipla de Dunnett após ANOVA; n = 12–15 por grupo. 
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Com o intuito de verificar o efeito dos ativadores da via de sinalização, os 

animais foram treinados na tarefa de EI e receberam, imediatamente após 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 

μg/lado; Telegdy & Kokavszky, 1997; Khavandgar, Homayoun & Zarrindast, 2003; 

Yildirim & Marangoz, 2004; Hara et al., 2004), e o SNAP (0.1-5 μg/lado; Fin et al., 

1995; Watts et al., 2005) aumentaram a expressão da memória quando 

administrados imediatamente após o treino (Fig 11).  

 

 
Figura 11: A infusão intra-amígdala de drogas que aumentam os níveis de NO melhoram a expressão da 
memória de esquiva inibitória. Os animais foram treinados no paradigma de EI e imediatamente após o treino 

receberam infusões bilaterais (0.5 μl/lado) de veículo (VEH; 0.1% DMSO em salina), L-Arg (0.1, 1 ou 5 μg/lado; 

ver gráfico A) ou SNAP (0.1, 1 ou 5 μg/lado; ver gráfico B) na BLA. Barras representam média ± erro padrão das 

latencies de descida durante a sessão de teste realizada 24 horas após a sessão de treino. **p < 0.01 and *p < 

0.05 vs. VEH na comparação múltipla de Dunnett após ANOVA; n = 12–15 por grupo. 

 

Sabendo que a via de sinalização do sGC/GMPc/PKG regula a maioria das 

respostas fisiológicas ao NO em diferentes ensaios experimentais (Spolidório et al., 

2007; Bouallegue, Daou & Srivastava, 2007; Haghikia et al., 2007; Prieto-Castelló et 

al., 2007; Kempfert & Behrends, 2003), foi estudada a participação desta cascata de 

sinalização na retenção da memória de EI. As infusões bilaterais intra-amígdala do 

inibidor da sGC, LY83583 (0.02-2 μg/lado; Fig 12) ou do inibidor da PKG, KT-5823 

(1-100 ng/lado; Fig 13), imediatamente após o treino bloquearam a expressão da 
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memória de EI, contudo o mesmo não ocorreu quando as drogas foram 

administradas 90 ou 180 minutos após o treino. 

 
Figura 12: A consolidação da memória de EI necessita a atividade de sGC na amígdala imediatamente 
após o treino. Os animais foram treinados na EI e em diferentes tempos após o treino (0, 90 ou 180 minutos) 

receberam a infusão de veículo (VEH; 0.1% DMSO em salina) ou LY83583 (LY; 0.02, 0.2 or 2 µg/lado) na BLA 

(0.5 µl/lado). As barras representam a média ± erro padrão das latências de descida durante a sessão de teste 

realizada 24 horas após o treino na EI. *p < 0.05 vs. VEH na comparação mútilpla de Dunnett após ANOVA; n = 

12 por grupo. 

 
 

Ao contrário, quando administrado o análogo não-hidrolisável do GMPc, 8-Br-

GMPc (0.2-5μg/lado) na BLA, imediatamente após o treino, a memória da EI foi 

reforçada (Fig. 14A). Tendo em vista o efeito pró-mnésico do 8-Br-GMPc, decidiu-se 

averiguar se o 8-Br-GMPc poderia reverter o efeito amnésico causado pelos outros 

fármacos. Para isso foi realizada uma infusão conjunta de 8-Br-GMPc com os outros 

fármacos. A co-infusão de 8-Br-GMPc (5μg/lado)  reverteu o efeito amnésico do L-

NNA (1 μg/lado; Fig 14B, grupo L-NNA/8Br) e LY83583 (2 μg/lado; Fig 14C, grupo 

LY/8Br), entretanto não afetou a amnésia induzida por KT5823 (100 ng/lado; Fig 

14D, grupo KT/8Br). 
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Figura 13: A consolidação da memória de EI requer a atividade de PKG na amígdala imediatamente após 
o treino. Os animais foram treinados no paradigma de EI e em diferentes tempos após o treino (0, 90 ou 180 

min) receberam infusões bilaterais de veículo(VEH; 0.1% DMSO em salina) ou KT-5823 (KT; 1, 10 or 100 

ng/lado) na BLA (0.5 µl/lado). As barras representam a média ± erro padrão das latências de descida durante o 

teste de expressão realizado 24 horas após o treino. *p < 0.05 vs. VEH na comparação múltipla de Dunnett após 

ANOVA; n = 12 por grupo. 

 

No intuito de averiguar se os efeitos dos fármacos utilizados nos 

experimentos anteriores não se deviam a alterações nas atividades exploratória e 

locomotora ou no estado de ansiedade dos animais, os mesmos foram submetidos 

às tarefas de campo aberto e labirinto em cruz elevado, vinte e quatro horas após 

receberem infusões bilaterais na BLA dos distintos fármacos. Nenhum dos fármacos 

afetou o desempenho dos animais nestas tarefas, como pode ser observado na 

tabela 4. 
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Figura 14: A administração na BLA do análogo não-hidrolizável do GMPc, 8-Br-GMPc, melhora a 
expressão da memória de EI e reverte o efeito amnésico resultante da inibição da NOS e do sGC, porém 
não da inibição da PKG. (A) Os animais foram treinados na EI e receberam imediatamente após o treino 

infusões bilaterais (0.5 µl/lado) de veículo (VEH; 0.1% DMSO em salina) ou 8Br-GMPc (0.2, 1 ou 5 µg/lado) na 

BLA. As barras representam a média ± erro padrão das latências de descida durante a sessão de teste realizada 

24 horas após a sessão de treino; *p < 0.05 vs. VEH na comparação múltipla de Dunnett após ANOVA; n = 11–

12 por grupo. (B-D) Os animais foram treinados na EI e imediatamente após o treino receberam infusões 

bilaterais na BLA (0.5 µl/lado) de veículo (VEH; 0.1% DMSO em salina), L-NNA (5 µg/lado), LY83583 (2 µg/lado), 

KT-5823 (100 ng/lado) ou 8-Br-GMPc (5 µg/lado). Os animais que receberam 8-Br-GMPc ainda receberam L-

NNA (gráfico B), LY83583 (gráfico C) ou KT-5823 (gráfico D). As barras representam a média ± erro padrão das 

latências de descida durante a sessão de teste realizada 24 horas após a sessão de treino; **p < 0.01 e *p < 0.05 

vs. VEH na comparação múltipla de Dunnett após ANOVA; n = 10-14 por grupo. 



      

Tabela 4: Infusões de L-NNA, LY83583, KT-5823, SNAP, 8-Br-GMPc ou L-Arg na amígdala não apresentam efeito sobre as atividades locomotoras e exploratória ou 
sobre o estado de ansiedade. L-NNA (1µg/lado), LY83583 (2 µg/lado), KT-5823 (100 ng/lado), SNAP (5 µg/lado), 8-Br-GMPc (5 µg/lado), L-Arg (5 µg/lado) ou veículo (VEH; 

0.1% DMSO em salina) foram infundidos na BLA 24 horas antes da exposição às tarefas de labirinto em cruz elevado e campo aberto. Os dados são expressos como média ± 

erro padrão do número total de entradas, do número de entradas nos braços abertos e a porcentagem de tempo gasto nos braços abertos (Labirinto em cruz elevado; n = 8 

por grupo) e o número de cruzamentos e elevações (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 ± 2.0 13.2 ± 0.8 16.3 ± 1.4 13.1 ± 0.8 12.5 ± 0.9 

Entradas nos braços abertos 8.5 ± 0.8 7.0 ± 0.7 5.9 ± 1.6 7.2 ± 0.6 8.3 ± 0.8 7.4 ± 0.6 7.1 ± 0.7 

% de tempo nos braços abertos 41.6 ± 3.7 46.9 ± 8.3 44.2 ± 7.9 39.6 ± 3.7 42.9 ±3.7 39.7 ± 3.6 43.0 ± 3.9 

Cruzamentos 42.0 ± 7.9 48.6 ± 8.4 40.1 ± 10.4 54.3 ± 9.7 40.1 ± 5.3 42.0 ± 8.0 44.1 ± 6.5 

Elevações 16.7 ± 2.0 20.2 ± 3.6 14.1 ± 4.1 17.6 ± 4.1 17.4 ± 4.7 14.6 ± 3.2 16.3 ± 3.1 
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5 DISCUSSÃO 
 

Nossos resultados estão de acordo com relatos anteriores que sugerem o NO 

como parte do processamento de memórias aversivas. De fato se sabe que os 

inibidores da NOS prejudicam a memória 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 expressão 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 memória, enquanto compostos que aumentam os níveis de 

GMPc intensificam a retenção (Bernabeu et al., 1996; Bernabeu et al., 1997; Chien 

et al., 2005). Contudo, quase todos os estudos que analisaram a função da via de 

sinalização do NO no processamento da memória utilizaram injeções sistêmicas ou, 

no máximo, intra-hipocampais antes do treino. Assim, informações quanto ao papel 

desempenhado por esta via em outras áreas cerebrais essenciais à consolidação da 

memória de medo, como a amígdala, são raras. De fato, existem apenas duas 

publicações a respeito dos efeitos do NO ou agentes moduladores da sGC sobre a 

memória e plasticidade, quando infundidos na amígdala. Distintos estudos mostram 

que o derivado de benzilindazole, YC-1, o qual é capaz de ativar a sGC e 

sensibilizando-a a ação do NO (Ko et al., 1994; Friebe, Schultz & Koesling, 1996; 

Friebe et al., 1998) intensifica a potenciação de longa duração (LTP) na amígdala 

(Chien et al., 2003), e a administração pré-treino e pré-teste do inibidor da NOS, 7-

nitroindazole, ou do seqüestrador de NO, c-PTIO, na amígdala lateral impede a 

aquisição e evocação da memória de condicionamento de medo com estímulo 

auditivo (Schafe et al., 2005).  

Neste trabalho encontramos que, quando infundido na BLA, o L-NNA impede 

a fixação da memória de EI. Esse efeito apenas foi observado quando o L-NNA foi 

administrado imediatamente após o treino, e 90 ou 180 minutos após o mesmo, 

sugerindo que a amnésia induzida pela inibição da atividade da NOS se deve à 

interferência com o processo de consolidação e não ao detrimento da atividade 

comportamental e/ou evocação da memória. De fato, o L-NNA não 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 sessões 

comportamentais, o que indicaria mudança no estado de ansiedade e na locomoção 

e atividade exploratória. O LNNA também não afetou a expressão da memória de EI, 

quando administrado 15 minutos antes do teste de retenção, realizado 24 horas 

após a sessão de treino. Além disso, a infusão de L-NNA pré-teste não prejudicou a 

expressão da resposta aversiva, sequer reverteu a amnésia causada pela sua 

infusão pós-treino, indicando que o efeito amnésico gerado pela inibição da NOS na 

amígdala não se deve a dependência de estado. O termo dependência de estado 

refere-se a um fenômeno no qual uma memória previamente adquirida é mais 

facilmente evocada se o indivíduo encontra-se no mesmo estado neuro-humoral em 

que se encontrava no momento da aquisição da mesma. Assim sendo, o estado 

neuro-humoral participaria da aquisição da memória como mais um fator contextual 

do aprendizado, agindo como um estímulo condicionado. Esse tipo de 

acontecimento pode ser observado em diversas substâncias endógenas, como, por 

exemplo, os hormônios do estresse, e algumas exógenas, como morfina e álcool.  

Essa observação é importante, uma vez que foi relatado que a inibição da NOS 

hipocampal induz um déficit na memória de reconhecimento, ocasionada por este 

fênomeno (Blokland et al., 1998), e que o NO modula uma amnésia estado-

dependente causada pela administração pré-treino de morfina e lítio (Khavandgar, 

Homayoun & Zarrindast, 2003; Zarrindast, Shendy & Ahmadi, 2007). 

A função desempenhada pelo NO/sGC/PKG na amígdala durante a 

consolidação da memória de EI foi ainda corroborada por experimentos mostrando 

que: 1) o substrato da NOS, L-Arg, e o doador de NO, SNAP, melhoram a expressão 

da memória 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 análogo não-hidrolizável do GMPc, 8-Br-GMPc, aumentou a expressão e 

ainda reverteu a amnésia induzida por L-NNA e LY-83583, mas não a de KT5823. 

Esses achados indicam que a indução farmacológica do aumento dos níveis de NO 

na amígdala podem melhorar a memória e que o provável mecanismo, através do 

qual o NO produz alterações fisiológicas envolvidas na consolidação da memória na 

amígdala, implica na ativação seqüencial de sGC e PKG. 

A primeira evidência de que o NO aumenta os níveis de GMPc em diferentes 

preparações 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 sódio solúvel de 

pulmão, que estimula a atividade da sGC, e posteriormente por Garthwaite, Charles 

& Chess-Williams (1988) e Bredt & Snyder (1989). De fato, existem muitas 

evidências a respeito da importância da regulação da via sGC/PKG mediada por NO 

na plasticidade. Por exemplo, se sabe que a LTP e a depressão de longa duração 

(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 córtex 

visual (Haghikia et al., 2007), no cerebelo (Shin & Linden, 2005), na medula espinhal 

(Zhang, Zhang & Zhao, 2006) e na amígdala (Chien et al., 2003). Diversos estudos 

comportamentais e farmacológicos, incluindo relatos muito recentes (Domek-

Łopacińska & Strosznajder, 2008; Wang et al., 2008) apontam para a existência de 

uma ligação causal entre a síntese de NO e o aumento dos níveis de GMPc e da 

atividade da PKG, importante para a memória. Ainda que as vias de sinalização 

controladas por PKG durante o processamento da memória não sejam conhecidas, 

achados recentes mostram que a ativação farmacológica de sGC durante o treino na 

esquiva de duas vias melhora o aprendizado, aumenta a fosforilação de ERK1/2 e 

Akt e potencializa a expressão de BDNF e CREB na amígdala (Chien, Liang & Fu, 

2008), sugerindo que a ativação da transcrição de CREB mediada por ERK pode ser 

um alvo da PKG importante para a consolidação. De fato, se sabe que em 

neurônios, o NO promove a ativação de CREB dependente de GMP, e estimula a S-

nitrosilação de proteínas nucleares que favorecem a ligação do CREB com seus 

promotores alvo. Tem sido relatado também que a via NO/GMPc/PKG contribui para 

a fosforilação do CREB induzida durante a LTP no hipocampo, através de um 

mecanismo envolvendo um aumento da liberação de Ca2+ intracelular. 
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6 CONCLUSÕES 
 
 

A partir da análise dos resultados obtidos neste trabalho, se pode concluir 

que os inibidores da via de sinalização em estudo, L-NNA, LY-83583 e KT-5823, 

quando infundidos bilateralmente no núcleo basolateral da amígdala de ratos, 

prejudicam a retenção de memórias aversivas de longa duração relativas à EI, de 

maneira dose-dependente. Esses efeitos ocorreram quando os fármacos em 

questão foram infundidos imediatamente após a sessão de treino, não se obtendo o 

mesmo efeito quando a infusão se dava em outros tempos, como 90 ou 180 minutos 

após o treino. 

Contrariamente a esses fatos, os ativadores da via, como L-Arg, 8-Br-GMPc 

e SNAP, quando administrados nas mesmas condições anteriores, levaram a uma 

melhora na retenção da memória, também de forma dose-dependente e apenas 

quando infundido imediatamente após o treino, o que nos leva a acreditar na 

necessidade imediata da disparada desta cascata para a consolidação da memória. 

Por fim, o 8-Br-GMPc reverteu os efeitos amnésicos causados por L-NNA e 

LY-83583, porém não reverteu o efeito de KT-5823, pois o 8-Br-GMPc trata-se de 

um análogo do GMPc e sua ativação é posterior às 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 é um inibidor seletivo 

da PKG. 
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