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RESUMO E ABSTRACT

Resumo:

O peptideo liberador da gastrina (GRP), pertencente a familia dos
peptideos semelhantes a bombesina, e seus receptores (GRPR) estdo
presentes em todo o sistema nervoso central, em particular em areas
limbicas cerebrais como o hipocampo e a amidala, as quais estao
envolvidas de forma importante na regulacdo emocional, na funcao
cognitiva e, possivelmente, em transtornos mneuropsiquiatricos e
neurodegenerativos.

Crescentes evidéncias indicam que o receptor do peptideo
liberador de gastrina (GRPR) esta envolvido na regulacdao da
plasticidade sinaptica e formacdo da memoria no hipocampo e em
outras areas cerebrais. Entretanto, o mecanismo molecular do efeito
prejudicial da memoéria do antagonismo do GRPR néao esta claro.

O fator de crescimento de fibroblasto basico (bFGF/FGF-2), € um
peptideo que possui efeitos estimulatérios na proliferacao, diferenciacao
e motilidade de diferentes tipos celulares. Em neurdénios atua como um
fator neurotrofico que estimula a sobrevida neuronal e neurogénese.
Evidéncias de interacdoes entre o bFGF e o GRPR foram dadas por
estudos que mostraram que antagonistas do GRPR inibiam a expressao
do bFGF em tumores.

Neste trabalho mostramos que o fator de crescimento de
fibroblasto basico (bFGF/FGF-2) recupera o prejuizo da memoria
induzida pelo antagonismo do GRPR no hipocampo dorsal de ratos. O
antagonista [D-Tpi6, Leul3 psi(CH2NH)-Leul4] bombesin (6-14) (RC-
3095) na dose de 1.0 ug prejudica, enquanto o bFGF na dose de 0,25 ug
aumenta a retencdo da esquiva inibitéria (um tipo de tarefa de
condicionamento aversivo) quando infundidos imediatamente apoés o
treino, na area CA1 do hipocampo dorsal em ratos machos. A coinfusao
com uma dose sem efeito de bFGF bloqueou o efeito amnésico do RC-

3095. Estes achados sugerem que o efeito prejudicial dos antagonistas



do GRPR devem ser parcialmente mediados pela inibicdo da funcao
e/ou expressiao do bFGF neuronal e pela diminuicao da ativacao das
cascatas de proteina cinases intracelulares associadas com a

sinalizacao do bFGF.



RESUMO E ABSTRACT

Abstract:

Gastrin-releasing peptide (GRP), a bombesin-like peptide, and its
receptor, GRP receptor (GRPR) are found throughout the central
nervous system (CNS), including limbic areas such as the hippocampus
and amygdala, which are significantly involved in emotional responses,
cognitive function, and, possibly, neurodegenerative and
neuropsychiatric disorders.

Increasing evidence indicates that the gastrin releasing peptide
receptor (GRPR) is implicated in regulating synaptic plasticity and
memory formation in the hippocampus and other brain areas. However,
the molecular mechanisms underlying the memory-impairing effects of
GRPR antagonism have remained unclear.

bFGF is a polypeptide displaying stimulatory actions on
proliferation, differentiation and motility of different cell types. In
neurons, bFGF acts as neurotrophic factor that stimulates neuronal
survival, and neurogenesis. Evidence of functional interactions between
bFGF and the GRPR was provided by studies showing that GRPR
antagonists inhibit the expression of bFGF in tumours.

Here we report that basic fibroblast growth factor (bFGF/FGF-2)
rescues the memory impairment induced by GRPR antagonism in the
rat dorsal hippocampus. The GRPR antagonist [D-Tpi6, Leul3
psi(CH2NH)-Leul4| bombesin (6-14) (RC-3095) at 1.0g impaired,
whereas bFGF at 0.25g enhanced, 24 h retention of inhibitory
avoidance (IA) when infused immediately after training into the CAl
hippocampal area in male rats. Coinfusion with an otherwise ineffective
dose of bFGF blocked the memory-impairing effect of RC-3095. These
findings suggest that the memory-impairing effects of GRPR antagonists
might be partially mediated by an inhibition in the function and/or
expression of neuronal bFGF or diminished activation of intracellular

protein kinase pathways associated with bFGF signaling.



I. INTRODUCAO

1.1 Bases neurobiologicas da memoria

Memoria € a aquisicdo, formacdo, conservacao e evocacao de
informacoes (Izquierdo, 2004) e proporciona aos seres vivos diversas
aptidoes, desde um simples reflexo condicionado até a lembranca de
episodios pessoais, bem como o uso de regras para a antecipacao de um
evento, sendo um processo onde uma simples experiéncia de
aprendizado pode dar inicio a um processo de diferentes duracodes e
especificas respostas biologicas (Quevedo et al,.2004). A retencao das
memorias € avaliada através de sua expressao, a expressao do traco
mnemonico € iniciada freqientemente pelo estimulo condicionado

(Cammarota et al.,2004).

Para o processo de consolidacao de memoria € necessaria sintese
de proteinas. Em geral um neurdnio recebe informacao através da
membrana soma-dendritica e a transmite por meio de sinais ao longo do
axonio. O acoplamento dos neurdnios entre si e de neurénios com outras
células alvo faz-se por meio de um sistema de transformacado da
atividade elétrica em um fendmeno quimico e vice-versa. Estes
acoplamentos sdo chamados sinapses. A transmissao nestas sinapses €
essencialmente um fendémeno quimico, o que as distingue de outras
formas de comunicacao inter-neuronal, muito mais raras, em que a

transmissao € diretamente elétrica. No aparelho sinaptico dessas
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sinapses quimicas podemos distinguir trés componentes principais: 1) o
botao pré-sinaptico em que se encontram as vesiculas sinapticas que
contém as moléculas dos neurotransmissores quimicos e, em geral, o
sistema enzimatico responsavel pelas suas sinteses e, em alguns casos,
pela sua reabsorcao; 2) a fenda sinaptica, em que se da a difusao das
moléculas dos neurotransmissores, € 3) a membrana poés-sinaptica, que
contém as moléculas dos receptores com os quais os neurotransmissores
se ligam e os canais idnicos, cuja condutividade pode ser alterada por

este processo de acoplamento.

Em uma sinapse quimica, a informacao é transmitida da porcao
pré-sinaptica a célula poés-sinaptica pelo neurotransmissor sintetizado no
interior do axonio e armazenado nas vesiculas pré-sinapticas. O estimulo
nervoso conduzido pelo axbénio provoca exocitose dessas vesiculas na
fenda sinaptica e o neurotransmissor se liga aos receptores situados no
neuronio pos-sinaptico, promovendo a despolarizacao ou

hiperpolarizacao da membrana celular.

No processo de formacao de memorias, uma cascata de reacoes é
desencadeada, iniciando pela liberacao de glutamato na fenda sinaptica.
Existem trés familias de receptores glutamatérgicos, duas de receptores
ionotropicos (que estao diretamente acoplados), um canal da membrana
(por onde passam ions de carga positiva) e um grupo de receptores

metabotropicos que atuam através de uma proteina G.
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Os receptores ionotropicos medeiam a transmissao glutamatérgica
rapida (em milissegundos) no sistema nervoso central e estao associados
com um canal de ions Na* e Ca**. Os receptores ionotropicos do tipo N-
metil-D-aspartato (NMDA) tém o NMDA como agonista. Estes receptores
estao ligados aos canais de Ca* e Na* que podem ser ativados
rapidamente (10ms), mas estdo submetidos a um bloqueio pelos ions
Mg?*, o qual depende da voltagem da membrana. Assim, os canais estao
fechados quando a membrana esta hiperpolarizada e podem ser abertos
quando a membrana € despolarizada e o receptor € ativado pelo ligante

natural, o glutamato.

Os receptores metabotropicos sao essencialmente moduladores da
transmissao sinaptica de forma relativamente prolongada (100ms) e
estdo associados a proteinas G, agindo através de sinalizacao
intracelular. Alguns dos seus mecanismos efetores consistem em um
aumento da atividade de fosfolipases, da atividade dos receptores AMPA
e NMDA e dos canais de K* e Cl-. Estes receptores podem também situar-
se pré-sinapticamente e deste modo podem modular a liberacao de
glutamato e do amino-acido inibitério acido gama-aminobutirico (GABA)

dos botoes sinapticos.

De acordo com a funcao e o conteudo, as memorias podem ser
classificadas em declarativas, que registram fatos ou eventos, ou

proceduais, que registram capacidades ou habilidades. As memorias
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declarativas ainda podem ser episddicas, referentes a eventos aos quais
assistimos ou dos quais participamos, ou semanticas, as de

conhecimentos gerais.

Ambos os tipos de memorias podem ser divididas em explicitas
(sao conscientemente adquiridas e evocadas) e implicitas (sao adquiridas
gradativamente e uma vez estabelecidas, sdao evocadas de maneira
inconsciente) (Izquierdo, 2002). Outro tipo de memoria que deve ser
mencionado é a memoria de trabalho, muitas vezes erroneamente
confundida com a memoéria de curta duracao. Trata-se de uma memoria
que dura o suficiente para que possamos processar uma informacao do
momento, dura de poucos segundos até no maximo 1-3 minutos, nao
produzindo arquivos, e € processada fundamentalmente pelo cortex pré-

frontal (Izquierdo, 2002)

De acordo com o tempo, durante o qual sdo armazenadas, as
memorias podem ser memorias de curta duracao (“short-term-memory —
STM”) e de longa duracao (“long-term memory — LTM”). As STM sao
aquelas retidas dentro de alguns segundos até algumas horas apoés o
aprendizado e as LTM sao aquelas cuja consolidacdo € demorada e
persistem por dias, anos, ou mesmo uma vida inteira (Izquierdo et al.,

1999; Bianchin et al.,1999)

As memorias declarativas de longa duracao, nas primeiras horas
que sao adquiridas, sao labeis e suscetiveis a interferéncia por
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numerosos fatores (McGough, 2000). Estudos utilizando tratamentos
farmacologicos especificos capazes de cancelar a formacao da STM sem
afetar a LTM para a tarefa de esquiva inibitoria demonstraram que
memorias de curta e longa duracao sdo processadas em paralelo,
compartilhando estruturas cerebrais e mecanismos celulares, porém de

maneira independente (Izquierdo et al.,1999).

16



1.2 Bombesina, seus receptores e memaria

A bombesina (BB) ocorre naturalmente na forma de um
tetradecapeptideo originalmente isolado da pele do anfibio Bombina
bombina. O primeiro peptideo semelhante a bombesina em mamiferos foi
o peptideo liberador de gastrina (gastrin releasing peptide, GRP), isolado
a partir de tecido gastrointestinal expressado tanto nos tecidos cerebrais
como em outros tecidos. Existe também um modelo de decapeptideo, a
neuromedina B (NMB), isolado a partir do hipotalamo, sendo expressado
em tecidos cerebral e gastrointestinal (Krane et al., 1988); porém, o GRP
€ mais amplamente expresso em relacdo a NMB em cérebro de rato (H.

Ohki-Hamazaki et al., 2005).

O GPR regula varias func¢oes neuroendocrinas em mamiferos, como
proliferacao e diferenciacao celular, crescimento tumoral, respostas ao
estresse e memoria. Ele e seus receptores estdo amplamente distribuidos
no cérebro de mamiferos — particularmente em areas limbicas cerebrais
como hipocampo e amigdala — e estao envolvidos em diversas funcoes
cerebrais como regulacao do apetite, saciedade, aversdo, ansiedade, bem
como processos de aprendizado e memoria (Flood e Morley, 1988; McCoy
and Avery, 1990; Morley et al., 1992; Williams e Mc Gaugh, 1994; Wada
et al.,, 1998; Santo-Yamada et al., 2001; Yamada et al.,, 2002; Roesler et

al., 2006a). Segundo Shumyatsky et al. (2002), o GRP é liberado
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juntamente com o glutamato pelos neurdnios glutamatérgicos e age

ligando-se aos receptores de GRP (GRPRs) nos sitios poés-sinapticos.

O GRPR (também conhecido como receptor BB2) € um membro dos
receptores de peptidios similares a BB da subfamilia de receptores
acoplados a proteina G. Sua estrutura primaria e arranjo na membrana

sao mostrados na figura 1.

Glycosylation Consensus Sequence:
N=X=S/T

Figura 1. Seqiiéncia de aminoacidos de mGRPR e disposic¢éo transmembrana (Benya et al., 2000).

O hipocampo e a amigdala estao envolvidos de forma importante
na regulacdo emocional, na funcdo cognitiva e em transtornos
neuropsiquiatricos e neurodegenerativos (Moody e Merali 2004).

Ha estudos sugerindo o envolvimento de GRP ou seus receptores

na patofisiologia de transtornos neuropsiquiatricos e neurodegenerativos
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como ansiedade (Moody e Merali, 2004), esquizofrenia (Olincy et al.,
1999), autismo (Ishikawa-Brush et al., 1997), doenca de Alzheimer (Ito et
al., 1994) e doenca de Parkinson (Bissette et al., 1985). Apesar disso,
esse sistema tem sido relativamente pouco estudado quanto a seu papel
na funcao cerebral, e ndo sao conhecidos os mecanismos celulares

envolvidos na transducao de sinal ativada por GRPR no sistema nervoso.

A ativacao do GRPR em células tumorais e neuroendoécrinas
envolvem as cascatas de sinalizacdo principalmente da via das proteinas
quinases C (PKC) e a via das proteinas quinases ativadas por mitégeno
(MAPK/ERK). A secrecao de cromogranina-A mediada por GRPR em
células neuroendécrinas é bloqueada por inibidores de fosfolipase C
(PLC), PKC e MAPK (Hellmich et al.,, 1999). Nosso grupo também obteve
resultados que sugerem que a modulacdo da memoria pelo GRPR no

hipocampo, requer PKC e MAPK (Roesler et al., 2006b) (Figura 1).

Em fibroblastos foi descrito que o GRPR regula a via
MAPK/ERK, através de um complexo mecanismo que depende do nivel
de expressdo do GRPR e de seu agonista (Chen et al., 2001). Estudos
indicam que, em neuronios, as vias da PKC e MAPK estao envolvidas na
resposta intracelular a ativacao do GRPR na membrana neuronal, ja que
os efeitos do GRP sao bloqueados por inibidores da PLC no hipocampo

(Lee et al., 1999).
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MAPK — pPKC PHA

2 2/

memory consolidation

Figura 2. Diagrama esquematico para 0 mecanismo de sinalizacdo que medeia as a¢cdes do GRPR sobre a
consolidacdo da memoria no hipocampo. O GRP liberado na fenda sinéptica se liga ao GRPR acoplado a
proteina G no sitio pds-sinaptico. A ativacdo de GRPR induz aumento no Ca* intracelular e ativa a via da
PKC/PKC, que por sua vez ativa MAPK (Roesler et al., 2006b).

Utilizando como ferramenta farmacolégica um antagonista
especifico de GRPRs, desenvolvido como droga experimental antitumoral,
o (D-Tpi6, Leul3 psi[CH2NH]-Leul4) bombesin (6-14), (RC-3095), foi
demonstrado que a ativacdo desses receptores € necessaria para a
plasticidade sinaptica e formacao da memoria emocional (Roesler et al.,
2003a; 2004b; 2004c) e que o hipocampo dorsal e a amigdala basolateral
sao duas areas cerebrais envolvidas de forma critica na mediacdao da
acao de GRPRs na memoria (Roesler et al, 2003a; 2004c). A
administracao sistémica ou intracerebral de agonista destes receptores
melhoram a retencdo da memoria em modelos animais. Ja seu
antagonista, o RC-3095, € capaz de prejudicar a formacao da memoria
para a esquiva inibitoria (Inhibitory avoidance, IA), um tipo de tarefa de

condicionamento aversivo, quando € injetado sistemicamente ou
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infundido na area CA1 do hipocampo dorsal ou na amigdala basolaterial
em ratos. E capaz também de inibir a inducdo de estereotipia por
apomorfina em camundongos, um modelo animal de psicose, sugerindo
de forma preliminar a possibilidade de que possua atividade antipsicotica

(Meller et al., 2004).

Embora o GRPR em areas limbicas cerebrais constitua um sistema
neuromodulatério importante de regulacao do processamento da
memoria e da emocgao, o prejuizo na formacao da memoria causado pela
administracdo de seu antagonista, RC-3095, ndo esta bem esclarecido. E
possivel que este fendmeno ocorra por alterar a funcao e/ou expressao

do fator de crescimento de fibroblasto basico neural.
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1.3 Fator de crescimento de fibroblasto basico e seus receptores

O fator de crescimento de fibroblasto basico (basic Fibroblast
growth factor, bFGF, também chamado de FGF-2) € um polipeptideo que
demonstra efeitos estimulatérios na proliferacdo, diferenciacao e
motilidade de uma grande variedade de tipos celulares, inclusive em
células tumorais, sendo um fator de grande importancia para a
angiogénese (formacao de novos vasos) em tumores malignos e tecidos
normais (Moroni et al, 2005; Marie et al, 2002; Yoshimura et al, 2001;
Gospodarowicz, 1976). O DbFGF foi o primeiro de sua familia a ser

isolado e clonado em 1986 (Abraham et al, 1986a, 1986b).

Atualmente 24 isoformas de FGF sao conhecidas, e estas ligam-se

a cinco receptores de FGF (FGFR1-5) (Fischer et al, 2003).

Os FGFRs sao proteinas de transmembrana com atividade tirosina
quinase (Coumoul e Deng, 2003), e suas ligacoes com o FGF dependem
da presenca de proteoglicanos com heparan sulfato (como a heparina)
para formarem um complexo com duas moléculas de FGF (Figura 3).
Esse complexo de FGFs e proteoglicano liga-se a dois FGFRs que, ao se
dimerizarem, autofosforilam-se em seus dominios intracelulares
(Plotnikov et al, 1999; Maison et al, 1994; Yayon et al, 1991; Keating et

al, 1998).
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FGFR-
Figura 3. Estrutura tridimensional da porg¢éo extracelular do complexo composto de 2 FGF-1/FGFR-2
heterodimeros, conectados pela heparina (Pellegrini et al., 2000).

A estrutura dos FGFRs consiste em 3 dominios extracelulares
semelhantes a imunoglobulinas (Ig), classificados como (Igl, IgIl e IgIIl),
um dominio transmembranico e um dominio citoplasmatico (que possui

atividade tirosina quinase) (Stauber et al, 2000) (Figura 4).
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Figura 4. Estrutura do receptor do fator de crescimento de fibroblasto. Os receptores consistem em 3
dominios extracelulares Ig-like, um dominio transmembrana e dois dominios intracelulares tirosina
cinases. Um dominio &cido de 4 aminoacidos é importante para a ligacdo da heparina e entdo dimerizar o

receptor (Bieger e Unsicker., 1996).
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Em neuroénios, o bFGF atua como um fator neurotréfico que
estimula a proliferacao e diferenciacdo de neurdnios, a sobrevivéncia
neuronal, neurogénese, ajuda na recuperacao de lesdes teciduais ou
isquemia, atua como protetor em epilepsia e isquemia e na memoria por
facilitar o potencial de longa duracao (Long-term potentiation, LTP - que
tem por finalidade submeter uma via neuronal por curto periodo de
tempo a uma corrente elétrica de alta frequéncia, alterando a eficiéncia
das sinapses) (Ghosh et al., 1995; Temple et al.,, 1995; Vicario-Abejon et
al., 1995; Abe et al., 2001; Yoshimura et al, 2001). A administracao
intracerebroventricular de bFGF facilita a inducao de potencial de longa
duracao (LTP) no hipocampo de ratos (Ishiyama et al.,, 1991; Abe et al.,
2002), e nosso grupo ja mostrou que a infusao de bFGF na area CA1l do
hipocampo dorsal aumenta a retencdo de memoria de ratos na tarefa de
esquiva inibitoria (Walz et al., 2005) e a diminuicao de sua expressao ou
funcao esta relacionada com déficit de formacao da memoria de longa

duracao (Long term memory - LTM) (Zhoa et al, 2007).

Alguns estudos relataram a existéncia de uma relacdo entre o
bFGF e o GRPR. Nestas pesquisas com tumores humanos de prostata e
mama foi observado que a administracao de antagonistas do GRPR,
como o RC-3095, foi capaz de diminuir os volumes dos tumores e a
expressao de fatores angiogénicos e seus mRNA, dentre eles o bFGF (Bajo

et al., 2004; Stangelberger et al., 2005).
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Além disso, os efeitos neurotroficos do bFGF estao, pelo menos,
parcialmente mediados pela cascata proteina quinase C (PKC) e da
proteina quinase ativada por mitéogeno (MAPK)/proteina quinase
regulada por sinalizacdo extracelular (ERK) (Abe et al.,, 2001; Abe et al.,
1001; Abe et al., 2000; Numakawa et al., 2002; Reuss et al., 2003), que
tém sido propostos como sendo fundamentais para os efeitos
modulatorios do GRPR na consolidacao da memoria. Outra via ativada
pela ligacao do bFGF ao seu receptor € a via da SNT-1/FRS2 (Figura 5).
Esta € uma via alternativa independente de tirosina, envolvendo a
proteina SNT-1, que conecta o FGFR a cascata da Ras/MAPK. (Wang et

al, 1996; Kauhara, 1997; Ong et al, 2000).
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Figura 5. Vias de sinalizacao do FGF. FGF, FGFR e heperan sulfato formam
um complexo ternario, resultando na dimerizacao e transfosforilacao de FGFR.
Aumentando a atividade tirosina quinase do FGFR. Isto ativa trés cascatas
principais: PI-3-K, MAPK e PKC). (Adaptado de Partanen., 2007).
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Aqui examinamos se o bFGF pode reverter o déficit de memoria da
esquiva inibitoria induzido pela administracao do antagonista de GRPR,

o RC-3095, na area CA1 do hipocampo dorsal de ratos.
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II. OBJETIIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho € avaliar se existe alguma
possivel interacdo na sinalizacao intracelular entre o receptor do peptideo
liberador de gastrina e o fator de crescimento de fibroblasto basico
(BFGF), localizados no hipocampo de ratos, na formacdo de memoria

aversiva.

2.2 Objetivos Espeficicos

2.2.1
Avaliar os efeitos sobre a consolidacdo da memoria de
diferentes doses de BFGF e de RC-3095 (antagonista de GRPR) na area
CA1 do hipocampo dorsal de ratos.
2.2.2
Avaliar se a microinfusao de uma dose sem efeito de bFGF é
capaz de previnir o efeito causado pela administracdo de GRPR na area

CA1 do hipocampo dorsal em ratos.
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Abstract Increasing evidence indicates that the gastrin-
releasing peptide receptor (GRPR) is implicated in regu-
lating synaptic plasticity and memory formation in the
hippocampus and other brain areas. However, the molec-
ular mechanisms underlying the memory-impairing effects
of GRPR antagonism have remained unclear. Here we re-
port that basic fibroblast growth factor (bFGF/FGF-2)
rescues the memory impairment induced by GRPR antag-
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onism in the rat dorsal hippocampus. The GRPR antagonist
[D-Tpi®, Leu'? psi(CH,NH)-Leu'*] bombesin (6-14) (RC-
3095) at 1.0 pg impaired, whereas bFGF at 0.25 pg en-
hanced, 24 h retention of inhibitory avoidance (IA) when
infused immediately after training into the CA1l hippo-
campal area in male rats. Coinfusion with an otherwise
ineffective dose of bFGF blocked the memory-impairing
effect of RC-3095. These findings suggest that the mem-
ory-impairing effects of GRPR antagonists might be par-
tially mediated by an inhibition in the function and/or
expression of neuronal bFGF or diminished activation of
intracellular protein kinase pathways associated with bFGF
signaling.

Keywords Gastrin-releasing peptide receptor - Basic
fibroblast growth factor - RC-3095 - Hippocampus -
Memory consolidation

Introduction

The gastrin-releasing peptide receptor (GRPR, also known
as BB2 receptor) is a member of the bombesin (BB)-like
peptide receptor subfamily of G-protein coupled receptors.
Activation of GRPR by the amphibian peptide BB or its
mammalian counterpart, gastrin-releasing peptide (GRP),
affects a range of cellular and neuroendocrine functions,
including cell proliferation and differentiation, cancer
growth, feeding behavior, and stress responses (for recent
reviews, see [1-4]). GRPR selective antagonists such as
[D-Tpi®, Leu'? psi(CH,NH)-Leu'*] bombesin (6-14) (RC-
3095) have been developed and put forward as experi-
mental anticancer drugs [5-7].

Increasing evidence indicates that, within the brain, the
GRPR is implicated in regulating synaptic plasticity and
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memory formation. Systemic or intracerebral administra-
tion of GRPR agonists can improve memory retention in
rodent models [8-10]. Conversely, we have previously
shown that RC-3095 can impair formation of memory for
inhibitory avoidance (IA), a single-trial type of aversive
conditioning, when injected systemically or infused into
either the CAl area of the dorsal hippocampus or the ba-
solateral amygdala in rats [11-15].

The molecular mechanisms underlying the memory-
impairing effects of GRPR antagonism are poorly
understood. One possibility is that GRPR antagonists
affect the function and/or expression of neuronal basic
fibroblast growth factor (bFGF, also known as FGF-2).
bFGF is a polypeptide displaying stimulatory actions on
proliferation, differentiation and motility of different cell
types [16—18]. In neurons, bFGF acts as neurotrophic
factor that stimulates neuronal survival, neurite growth,
and neurogenesis [19-23]. In addition, intracerebroven-
tricular administration of bFGF facilitates induction of
long-term potentiation in the rat hippocampus [24, 25],
and we have previously shown that infusion of bFGF into
the dorsal hippocampus enhances retention of memory for
TA in rats [26]. Evidence of functional interactions
between bFGF and the GRPR was provided by studies
showing that GRPR antagonists inhibit the expression of
bFGF in tumours [27, 28]. Moreover, the neurotrophic
effects of bFGF are at least partially mediated by the
protein kinase C and mitogen-activated protein kinase
(MAPK)/extracellular signal-regulated protein Kkinase
(ERK) signaling pathways [22, 29-32], which have been
proposed to underlie the modulatory actions of GRPR on
memory consolidation [10]. Here we examined whether
bFGF can rescue the IA memory deficit induced by
administration of the GRPR antagonist RC-3095 to the rat
dorsal hippocampus.

Materials and methods
Animals

Adult male Wistar rats (240-310 g at time of surgery) from
the State Health Research Foundation (FEPPS-RS) were
housed five to a cage in a temperature-controlled colony
room with food and water available ad libitum, and
maintained on a 12-h light/dark cycle (lights on at
7:00 AM). Behavioral procedures were conducted during
the light phase of the cycle between 9:00 and 17:00. All
experimental procedures were performed in accordance
with the NIH Guide for Care and Use of Laboratory Ani-
mals (NIH publication No. 80-23 revised 1996). All efforts
were made to minimize the number of animals used and
their suffering.

@ Springer

Surgery

Animals were implanted under thionembutal anesthesia
(30 mg/kg, ip) with bilateral 9.0 mm guide cannulae
(Small Parts, Miami Lakes, FL, USA) aimed 1.0 mm above
the CAl area of the dorsal hippocampus as described in
previous studies [10, 11, 14, 15, 26]. Coordinates (antero-
posterior, —4.3 mm from bregma, mediolateral, +£3.0 mm
from bregma, ventral, —1.4 mm from dura) were obtained
from the atlas of Paxinos and Watson [33]. Animals were
allowed to recover for at least 7 days after surgery.

Behavioral training

We used IA conditioning as an established model of
aversively motivated memory dependent on the dorsal
hippocampus [34, 35]. In IA training, animals learn to
associate a location in the training apparatus with an
aversive stimulus (footshock).The IA behavioral training
and retention test procedures were described in previous
reports [10-15, 26]. The IA apparatus was a
50 X 25 x 25 cm acrylic box (Albarsch, Porto Alegre,
Brazil) whose floor consisted of parallel caliber stainless
steel bars (1 mm diameter) spaced 1 cm apart. A 7 cm
wide, 2.5 cm high platform was placed on the floor of the
box against the left wall. On the training trial, rats were
placed on the platform and their latency to step down on
the grid with all four paws was measured with an auto-
mated time recording device connected to the shock gen-
erator and the training chamber. Upon stepping down on
the grid, rats received a 0.4 mA, 2.0 s footshock and were
removed from the apparatus immediately after the foot-
shock. A retention test trial was carried out 24 h after
training. The retention test trial was procedurally identical
to training, except that no footshock was presented. Step-
down latencies on the retention test trial (maximum 180 s)
were used as a measure of IA retention.

Drugs and infusion procedures

Intrahippocampal infusion procedures have been described
elsewhere [10, 11, 14, 15, 26]. Briefly, at the time of
infusion, an infusion needle was fitted into the guide can-
nula. The tip of the infusion needle protruded 1.0 mm
beyond the guide cannula and was aimed at the CAl area
of the dorsal hippocampus. Drugs were infused during a
30-s period. After the infusion of drug or vehicle, the
infusion needle was left in place for an additional minute to
allow diffusion of the drug away from the needle tip.
Immediately after IA training, rats were given a bilateral
0.5 pl-infusion of vehicle (VEH, 2% dimethylsulfoxide
(DMSO) in saline (SAL, 0.9% NaCl), RC-3095 (0.2, 1.0, or
5.0 pg; Zentaris GmbH, Frankfurt, Germany), bFGF (0.01,
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0.05, or 0.25 pg; Sigma—Aldrich, Sao Paulo, SP, Brazil), or
RC-3095 (1.0 pg) combined with bFGF (0.05 pg). Drug
doses were chosen on the basis of previous studies [11, 14,
15, 26]. Drug solutions were prepared freshly before each
experiment. The number of animals in each treatment
group was 9-12.

Histology

Forty-eight to 72 h after behavioral testing, the animals
were killed by decapitation and their brains were removed,
stored in 5% formalin for at least 72 h and verified for
infusion site placements in the dorsal hippocampus as de-
scribed in previous reports [10, 11, 14, 15, 26]. Only data
from rats with correct cannula placements (124 animals)
were included in the final analysis (Fig. 1).

Statistics

Data are shown as mean + SEM retention test latencies to
step-down (s). Comparisons of training and retention test
step-down latencies among groups were performed using
Kruskal-Wallis analysis of variance followed by Mann—
Whitney U tests, two-tailed, when necessary [10-15, 26].
In all comparisons, P < 0.05 was considered to indicate
statistical significance.

Fig. 1 Drawing of the plane A —4.3 mm of the atlas of Paxinos and
Watson [33] showing the area (hatched) where the infusion sites
considered to be correct were placed

Results

Posttraining infusion of the GRPR antagonist RC-3095
into area CA1 of the dorsal hippocampus impairs [A
memory retention

The first experiment examined the effects of posttraining
intrahippocampal infusion of different doses of RC-3095 on
24 h retention of TA. There was no significant difference
among groups in training trial latencies (df = 3, H = 1.39,
P =0.71; overall mean + SEM training trial step-down
latency (s) was 9.1 = 0.7). Results for retention test laten-
cies are shown in Fig. 2. Kruskal-Wallis analysis of vari-
ance showed a significant difference among groups in the
24 h memory retention test (df = 3, H = 22.78, P < 0.001).
Further analysis using Mann—Whitney U tests showed that
infusion of RC-3095 at 1.0 pg impaired retention
(P < 0.001 compared to VEH-treated controls), whereas the
doses of 0.2 and 5.0 ng did not affect retention (P = 0.38
for the comparison between the group treated with RC-3095
at 0.2 pg and VEH-treated controls; P = 0.31 for the
comparison between the group treated with RC-3095 at
5.0 ug and VEH-treated controls). These results replicate
findings from previous studies [11, 14, 15] showing that
posttraining intrahippocampal infusion of RC-3095 at
1.0 pg impair 24 h retention of memory for IA training.

Posttraining infusion of bFGF into area CA1 of the
dorsal hippocampus enhances IA memory retention

The second experiment examined the effects of posttrain-
ing intrahippocampal infusion of different doses of bFGF

120
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Fig. 2 Posttraining infusion of a gastrin-releasing peptide receptor
(GRPR) antagonist into the dorsal hippocampus impairs 24 h
retention of inhibitory avoidance (IA) in rats. Data are mean + SEM
24 h retention step-down latencies (s) of rats given bilateral 0.5 pl-
infusions of vehicle (VEH) or RC-3095 (0.2, 1.0 or 5.0 pg) into the
CAl area of the dorsal hippocampus immediately after IA training.
N = 9-12 animals per group; *** P < (0.001 compared to the VEH-
treated group
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on 24 h retention of IA. There was no significant difference
among groups in training trial latencies (df = 3, H = 1.68,
P = 0.64; overall mean + SEM training trial step-down
latency (s) was 8.4 + 0.6). Results for retention test
latencies are shown in Fig. 3. Kruskal-Wallis analysis of
variance showed a significant difference among groups in
the 24 h memory retention test (df =3, H = 10.30,
P < 0.05). Mann—Whitney U tests revealed that infusion of
bFGF at 0.25 pg enhanced IA retention (P < 0.01 com-
pared to VEH-treated controls), whereas the doses of 0.01
and 0.05 pg did not affect retention (P = 1.00 for the
comparison between the group treated with bFGF at
0.01 pg and VEH-treated controls; P = 0.23 for the com-
parison between the group treated with bFGF at 0.05 ng
and VEH-treated controls). The results indicate that
posttraining intrahippocampal infusion of bFGF enhances
24 h retention of IA memory.

bFGF blocks the IA memory impairment induced by
GRPR antagonism in the dorsal hippocampus

The third experiment examined the effects of posttraining
intrahippocampal infusion of RC-3095 combined with
bFGF on 24 h retention of IA. There was no significant
difference among groups in training trial latencies (df = 3,
H=1.96, P =0.58; overall mean + SEM training trial
step-down latency (s) was 9.4 + 0.7). Results for retention
test latencies are shown in Fig. 4. Kruskal-Wallis analysis
of variance showed a significant difference among groups
in the 24 h memory retention test (df =3, H = 19.43,
P < 0.001). Posttraining infusion of RC-3095 alone at the
dose of 1.0 pg significantly impaired IA retention (Mann—
Whitney U test, P <0.001 compared to VEH-treated
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Fig. 3 Posttraining infusion of basic fibroblast growth factor (bFGF)
into the dorsal hippocampus enhances 24 h retention of inhibitory
avoidance (IA) in rats. Data are mean + SEM 24 h retention step-
down latencies (s) of rats given bilateral 0.5 pl-infusions of vehicle
(VEH) or bFGF (0.01, 0.05 or 0.25 pg) into the CAl area of the
dorsal hippocampus immediately after IA training. N = 9-12 animals
per group; ** P < 0.01 compared to the VEH-treated group
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Fig. 4 Basic fibroblast growth factor (bFGF) blocks the impairment
of inhibitory avoidance (IA) retention induced by GRPR antagonism
in the rat dorsal hippocampus. Data are mean + SEM 24 h retention
step-down latencies (s) of rats given bilateral 0.5 pl-infusions of
vehicle (VEH), RC-3095 (1.0 pg), bFGF (0.05 pg), or RC-3095
(1.0 pg) combined with bFGF (0.05 pg) into the CAl area of the
dorsal hippocampus immediately after IA training. N = 9-12 animals
per group; *** P < 0.001 compared to the VEH-treated group

controls). Although posttraining infusion of bFGF alone at
the dose of 0.05 pg did not affect retention (Mann—Whit-
ney U test, P = 0.49 compared to VEH-treated controls),
bFGF coinfused with RC-3095 blocked the RC-3095-in-
duced memory impairment in the hippocampus (Mann—
Whitney U test, P =0.86 compared to VEH-treated
controls).

Discussion

This study confirms our previous finding that posttraining
infusion of the GRPR antagonist RC-3095 into area CA1 of
the rat dorsal hippocampus impairs retention of memory
for IA training. Replicating a previous study [11], the
impairing effect of RC-3095 was induced by an interme-
diate dose (1.0 pg), whereas lower (0.2 pg) and higher
(5.0 pg) doses did not affect retention. This dose-response
pattern for the memory-impairing effect of intrahippo-
campal infusions of RC-3095 and the possible underlying
mechanisms have been discussed elsewhere [11, 15]. We
also showed that posttraining intrahippocampal infusion of
bFGF dose-dependently enhanced IA memory retention.
This finding is consistent with our previous report that
infusion of bFGF into the rat dorsal hippocampus enhances
24 h retention of IA without affecting short-term retention
measured 1.5 h after training [26]. Most importantly, we
found that coinfusion of an otherwise ineffective dose of
bFGF blocked the RC-3095-induced memory impairment.
The use of posttraining infusions rules out the possibility
that the effects were due to drug-induced alterations in
attentional, motivational, motor, or sensory-perceptual
mechanisms at training.
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We have previously shown that systemic, intrahippo-
campal, or intraamygdala administration of RC-3095 im-
pairs IA retention in rats, indicating that the GRPR is
importantly involved in regulating formation of aversively-
motivated memory [11-15]. In addition, infusion of RC-
3095 into the CA1 hippocampal area blocks extinction of
IA conditioning [36]. Moreover, the view that GRPR
modulates aversive memory is supported by genetic evi-
dence indicating that GRPR-deficient mice show enhanced
fear-motivated conditioning and synaptic plasticity in the
amygdala [37], as well as by the recent finding that intra-
cortical and intraamygdala infusions of GRP or a GRPR
antagonist affect expression of contextual and cued fear
conditioning in rats [38]. However, the molecular mecha-
nisms mediating the amnestic effects of GRPR blockade
have remained unclear.

Evidence suggesting that the effects of RC-3095 and
other GRPR antagonists might be mediated by inhibition
of bFGF expression was first provided by studies using
experimental cancer models [27, 28]. For instance,
systemic administration of RC-3095 to nude mice bear-
ing orthotopic xenografts of MDA-MB-435 human breast
cancers inhibits tumour growth and decreases the
expression of mRNA and protein levels of bFGF in the
tumours [27]. Since in neurons bFGF acts as a neuro-
trophin promoting neurogenesis, neuritogenesis and syn-
aptic plasticity [17, 19-26], it is possible that RC-3095
administration to the hippocampus inhibits bFGF
expression, leading to impaired synaptic plasticity and
memory formation. Another possibility is that intrahip-
pocampal administration of bFGF compensates for the
inhibition of protein kinase pathways produced by GRPR
antagonism, thus preventing the RC-3095-induced mem-
ory deficit. This possibility is supported by evidence that
cell signaling triggered by activation of GRPR and bFGF
involve similar protein kinase pathways [10, 29-31].
Thus, memory modulation by the GRPR in the hippo-
campus is likely to involve activation of the PKC,
MAPK/ERK and protein kinase A (PKA) pathways
downstream of GRPR activation [10], and neuronal
bFGF is thought to mediate its effects by activating
receptor tyrosine kinases, which in turn lead to activation
of the PKC and MAPK/ERK signaling pathways [22,
29-32]. Further experiments using pharmacological and
biochemical approaches to investigate these possibilities
are warranted.

bFGF has been shown to attenuate cognitive dysfunction
in other rodent models of amnesia [39, 40] and was pro-
posed as a potentially useful therapeutic agent for the
treatment of brain disorders [22, 41, 42]. Thus our finding
that bFGF rescues RC-3095-induced amnesia has clinical
implications, because it suggests that bFGF should be
further investigated as a potential cognitive enhancer.

In conclusion, the results of the present study suggest
that the GRPR and bFGF signaling systems might interact
in regulating memory consolidation in the hippocampus.
The memory-impairing effects of GRPR blockade might
involve an inhibition of bFGF expression and/or dimin-
ished activation of intracellular protein kinase pathways
associated with bFGF signaling.
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IV. DISCUSSAO

Os resultados confirmaram alguns achados anteriores de que a
infusao pos-treino do RC-3095 na area CA1l do hipocampo dorsal em
ratos prejudica a retencao da memoria na tarefa da IA. Como no estudo
anterior o efeito prejudicial ocorreu com a dose de 1.0ug do RC-3095,
enquanto as doses de 0.2ug e 5.0ug nao afetaram significativamente a
formacao de memoria. Este efeito controverso entre altas e baixas doses
de RC-3095 infundidas no hipocampo pode ser devido ao fato do GRPR
ser expressado tanto em neurdénios GABAérgicos inibitorios, assim como
em neuronios glutamatérgicos excitatorios, e em neuronios que liberem
outros neurotransmissores. Assim, diferentes doses dos agonistas do
GRPR podem induzir diferentes repostas em transmissoes excitatorias e
inibitérias, estimulando ou inibindo a plasticidade sinaptica e a
memoria. Da mesma forma altas doses do antagonista do GRPR, RC-
3095, pode melhorar a consolidacdo da memoria na esquiva inibitoria
(Dantas et al, 2006). Foi mostrado também que infusao intrahipocampal
pos-treino de bFGF aumenta de forma dose-dependente a retencao da
memoria na [A. Este dado € também consistente com um trabalho
anterior que demonstrou que o bFGF administrado no hipocampo logo

apos o treino melhorou a retencdo da memoria de longa duracao — 24
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horas apos o treino - (LTM) sem alterar a memoria de curta duracao -1,5
horas apo6s o treino - (STM) (Walz et al, 2005). O achado mais
consideravel é que a coinfusao de uma dose de bFGF desprovida de efeito

bloqueou o prejuizo induzido pelo RC-3095 na memoria.

O uso de infusdes apos o treino exclui a possibilidade que os
efeitos fossem devidas a alteracoes induzidas pela droga na atencao,
motivacado, motricidade ou mecanismos sensoriais e da percepcao na fase

do treino.

Anteriormente também haviamos mostrado que administracao
sistémica, intrahipocampal e intraamigdala de RC-3095 prejudica a
retencao de memoria em ratos, indicando que o GRPR esta envolvido de
forma importante na formacao de memoria aversiva (Dantas et al, 2006;
Roesler et al, 2003). Este indicio também € sustentado por experiéncias
genéticas, onde camundongos deficientes de GRPR mostraram um
condicionamento ao medo e plasticidade sinaptica na amigdala
aumentados (Shumyastsky et al, 2002). E achados recentes mostraram
que infusodes intracorticais ou intraamigdala de GRP ou agonistas de

GRPR afetam a expressao do condicionamento.

Infusdes de RC-3095 na area CA1l do hipocampo bloqueiam a

extincao do condicionamento da esquiva inibitoria (Luft et al., 2006).
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Evidéncias em estudos com modelos experimentais de cancer,
mostram que os efeitos do RC-3095 e de outros antagonistas do GRPR
podem estar mediados pela inibicdo da funcdo ou expressao de BFGF
(Bajo et al., 2004; Stangelberger et al., 2005). Num primeiro estudo, em
que antagonistas do GRPR (RC-3095 e RC-3940-II) foram administrados
por 6 semanas em camundongos inoculados com linhagem cancer de
mama humano MDA-MB-435, foi observado a inibicao do crescimento do
tumor entre 44 e 53%. Esta diminuicao do volume tumoral foi
relacionada com a diminuicdo da expressdo dos mRNA de alguns fatores
angiogénicos como o bFGF, IGF-II e VEGF-A dos tumores (Bajo et al.,
2004). Em outro estudo, camundongos inoculados com tumores PC-3 e
DU-145 independentes de androgeno, foram tratados com antagonistas
do GRPR e do hormonio liberador do horménio de crescimento (GHRH).
Os animais tratados somente com os antagonistas do GRPR (RC-3940-II
e RC-3940-Et) ou combinados com antagonistas do GHRH (MZ-J-7-118 e
RC-J-29-18) diminuiram significativamente o volume dos tumores PC-3
and DU-145 tumors, os niveis de bFGF, capacidade de ligacao dos

receptores de EGF, e seus niveis de mRNA (Stangelberger et al., 2005).

Em neurdnios o bFGF atua na neurogénese, estimulando a

plasticidade sinaptica e consequiente retencao da memoria

Como ja mencionado anteriormente, no cérebro, o bFGF atua de

forma estimulatoria no desenvolvimento, diferenciacdo e na plasticidade
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sinaptica (formacédo de novas conexoes interneuronais) (Gimenez-Gallego
et al., 1994; Ghosh et al, 1995; Temple et al.,, 1995; Vicario-Abejon et
al., 1995; Abe et al, 2001; Yoshimura et al, 2001). Assim a
administracao intrahipocampal do RC-3095 pode reduzir os niveis de
bFGF, diminuindo a plasticidade sinaptica e consequentemente,

prejudicando a formacao da memoria no animal.

Outra hipotese seria de que a administracdo de bFGF pudesse
compensar a inibicdo de cascatas de proteina cinases, causadas pelo

bloqueio do GRPR, evitando o déficit na memoria causado pelo RC-3095.

A ativacdao dos receptores de GRP e de bFGF, envolvem vias
similares de cascatas de proteina cinases (Roesler et al., 2006b; Abe et
al., 1991, 2000; Numakawa , 2002). A modulacao da memoria no
hipocampo pelo GRPR envolve a ativacao das vias de transducao de sinal
mediadas por proteina cinase C (protein kinase C, PKC), pela proteina
cinase ativada por mitogeno (mitogen-activated protein kinase, MAPK), e
pela da via da adenilato ciclase/AMPc/proteina cinase A (protein kinase

A, PKA) (Roesler et al., 2006b).

Ja o bFGF ao ativar seus receptores tirosina cinases, desencadeia
a ativacao das cascatas das PKC, MAPK/ERK e da SNT-1/FRS2 . (Abe et
al., 2001; Abe et al.,, 1991, 2000; Numakawa et al.,, 2002; Reuss et al.,

2003).
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A interacao existente entre o GRPR e o bFGF poderia ser na via das
PKC e MAPK/ERK, que sao vias comuns na sinalizacdo intracelular,

decorrentes da ativacao destes receptores.

A PKC é uma familia de serina-treonina cinase e regula um amplo
expectro de funcoes celulares e esta implicadas em diversas doencas

(Olive e Messing, 2004, Parker e Murray- Rust, 2004).

Os componentes da cascata MAPK sdo abundantemente expressos
em neuronios pos-mitoticos e a MAPK esta localizada nos dendritos bem
como no corpo celular neuronal, mas nao nos terminais sinapticos. Vale
lembrar que estudos confirmam que a ativacdo da MAPK tem um

importante papel na LTP na area CA1 do hipocampo (Walz et al, 1999).
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V. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostram que existe uma relacdo entre
as sinalizacoes intracelulares do GRPR e do bFGF que devem interagir na
consolidacao da memoria aversiva no hipocampo. Os dados sugerem
também que os efeitos do déficit da memoria causada pelo bloqueio do
GRPR, pelo RC-3095, possivelmente envolvem a inibicao da funcao ou
expressdao do bFGF, diminuindo assim a ativacdo das cascatas de
proteinas cinases (PKC e MAPK/ERK) que estao associadas com a

sinalizacao de bFGF.

Mais estudos deveriam ser realizados para comprovar a interacao

entre o GRPR e o bFGF, tanto em animais quanto em culturas celulares.

Como o bFGF demonstra ter efeitos potencialmente melhoradores
da cognicao, incluindo a memoria, deveria ser mais estudado para
possivel uso clinico no tratamento de desordens de cognicdo e

deméncias.
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