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“Nos somos aquilo que fazemos repetidamente. Exceléncia, entao, nao é

um modo de agir, mas um habito. ”

Aristoteles
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RESUMO

Até o0 momento ndo existem evidéncias suficientes que expliquem o papel dos
receptores adenosinérgicos na reconsolidacdo de memoria espacial de longa
duracdo. Neste trabalho nés demonstramos que quando a adenosina € infundida
bilateralmente na regido CAl do hipocampo dorsal de ratos (10 nmol/lado),
imediatamente apds uma sesséao de teste de evocacao realizada 24 horas pos-
treino na tarefa do labirinto aquatico de Morris (LAM), mas nao 3 horas pos-teste,
h& prejuizo na reconsolidacdo recente da memoria espacial previamente
formada, conforme verificado em novos testes de evocacao realizados 24 horas
(reteste recente) e 5 dias (reteste remoto) apds o primeiro teste. Este efeito
amnésico da adenosina foi revertido pelos antagonistas A1 (DPCPX, 50
nmol/lado) e As (MRS 3777, 50 nmol/lado), mas foi mimetizado apenas pelo
agonista Az (HEMADO), e apenas no reteste remoto, ndo tendo causado
qualquer efeito amnésico no reteste recente. Dentre 0s antagonistas, o
antagonista Az melhorou o desempenho mnemaonico dos ratos no reteste remoto.
Portanto nossos resultados indicam que a adenosina age na regido CAl
hipocampal prejudicando a reconsolidacdo recente de memoaria espacial para a
tarefa do LAM através de um mecanismo que envolve a ativacdo de receptores
A1 e Az, e que a adenosina enddgena presente na mesma regido pode participar
como modulador da reconsolidacdo recente da memoria de longa duracdo

remota, prejudicando sua persisténcia via receptores As.
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ABSTRACT

There is currently insufficient evidence to explain the role of adenosinergic
receptors on the reconsolidation of long-term spatial memory. Here, we show that
when adenosine is bilaterally infused into the CA1l region of the dorsal
hippocampus of rats (10 nmol/side), immediately after a 24-hour post-training
retrieval test session in the Morris water maze (MWM), but not later, there is an
impairment on the recent reconsolidation of the spatial memory previously
formed, as it was verified in new retrieval tests performed 24 hours (recent retest)
and 5 days (remote retest) after the first test. This amnestic effect of adenosine
was blocked by A1 antagonists (DPCPX, 50 nmol/side) and As (MRS 3777, 50
nmol/side), but was mimicked only by the Az agonist (HEMADO), and only in the
remote retest, inasmuch as any amnesic effect was seen in the recent retest.
Among the antagonists, the Az antagonist enhanced the mnemonic performance
of the rats in the remote retest. Therefore, our results indicate that adenosine acts
in the hippocampal CAl region, impairing the recent spatial memory
reconsolidation of for the MWM task, through a mechanism involving the
activation of A1 and As receptors, and that endogenous adenosine present in the
same brain region may participate as modulator of the recent long-term memory

reconsolidation, impairing its persistence through As receptors.
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CAPITULO | - INTRODUCAO
.1 — Membria

Define-se por memoria a capacidade de armazenar informacdes que
possam ser utilizadas posteriormente. Ja o aprendizado refere-se a uma
mudang¢a no comportamento, que resulta da aquisicdo de conhecimento acerca
do mundo, e a memdria resulta do processo pelo qual esse conhecimento &
codificado, armazenado e posteriormente evocado. Se essa possibilidade de
armazenamento ndo existisse, o individuo esqueceria pessoas e lugares que
antes conhecia e nao seria capaz de utilizar e compreender a linguagem ou
executar tarefas que anteriormente havia aprendido, ndo lembraria os momentos
mais felizes ou mais tristes da sua vida, e perderia até mesmo o sentido da sua
identidade pessoal. O aprendizado e a memoéria sdo essenciais para pleno
funcionamento e sobrevivéncia independente de pessoas e animais (KANDEL et
al., 2014a, cap. 65)

O primeiro dos processos mnemonicos € a aquisicdo, que consiste na
entrada de um evento qualquer nos sistemas neuronais ligados a memoria.
Entendemos por “eventos” qualquer informagdo memorizavel incluindo
pensamentos e emocdes, ou seja, todas aquelas caracteristicas do mundo
externo, e aquelas relacionadas ao interior. Apds a entrada dessas informacdes,
ocorre uma selecédo do que realmente sera armazenado, sendo preferido aquilo
que foi mais relevante para cognicdo, mais marcantes para emocao, mais
focalizados pela atencdo, mais fortes sensorialmente ou aqueles que forem
priorizados por critérios, até entdo desconhecidos. (KANDEL et al., 2014b).

Apbs a aquisicdo e a selecdo, essas informacdes sdo armazenadas por
um periodo de tempo, que pode se estender desde alguns segundos a até
mesmo por anos. E esse processo € denominado de retencdo da memdria, ou
seja, quanto tempo essas lembrancas ficam de algum modo disponiveis para
serem lembradas. Com o passar do tempo, alguns desses aspectos acabam
aparentemente desaparecendo, processo denominado esquecimento, sendo
entdo o esquecimento um passo limitante para o tempo de retencdo dessas

memorias.
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Do que foi dito anteriormente, dentre os varios dados de um evento
adquirido, alguns seréo esquecidos imediatamente, outros serdo armazenados
durante um certo periodo e apenas poucos serdo armazenados na memaoria por
um periodo prolongado. Quando esse armazenamento € duradouro, diz-se que
houve consolidacdo da memdria, processo que permite que a informacéo seja
armazenada por um longo periodo ou até mesmo permanentemente. A regido
do cérebro que mais tem sido estudada em relacao a consolidacdo da memoéria
€ o sistema hipocampal. (DUDAI; EISENBERG, 2004)

18



.2 Classificagdo das memorias

As memodrias podem ser classificadas quanto ao seu tempo de retencao:

memoria ultrarrapida ou imediata, memoria de curta duracdo e memoéria de longa

duracdo; e também podem ser classificadas quanto a natureza de seu conteudo:

memoria explicita ou declarativa, memoria implicita ou ndo declarativa e
memoria operacional ou de trabalho (SQUIRE, ZOLA, 1996).

As mesmas estdo sumarizadas de acordo com o Quadro 1.

Quadro 1: Classificacdo das memoarias quanto a sua natureza do seu contetdo

e seu tempo de retencéo.

Tipo de Memoria
quanto ao contetdo

Subtipos

Caracteristicas

Principais regidoes
cerebrais envolvidas
em sua formagdo

Declarativa ou
Explicita (pode ser
descrita por meio de
palavras ou por
comportamento com
significado atrelado)

® Episddica (eventos)

Tem uma referéncia temporal;
memoéria de fatos seqlienciaveis
temporalmente.

e Semantica (fatos)

Envolve conceitos atemporais;
memoéria de conhecimentos,
cultural. Mapas espaciais.

e Lobo Medial
Temporal
e Diencéfalo

Nao-declarativa ou
Implicita (ndo pode ser
descrita por meio de
palavras)

e De representagdo
perceptual, memaria pro-
ativa (priming)

Representagbes (imagens, sons)
sem significado aparente
conhecido, mas Uteis como dicas
facilitatérias da evocagdo de
informacgdes inerentes; memoria
pré-consciente.

o Neocédrtex

e De procedimentos

Habitos, habilidades, regras.

e Estriado
e Cerebelo

® Associativa

A habilidade de associar dois ou
mais estimulos
(condicionamento cldssico), ou
um estimulo a uma resposta
(condicionamento operante).

e Amigdala (respostas
emocionais)

o Cerebelo (respostas
musculares
esqueléticas)

e N3o associativa Atenua uma resposta | e Reflexos
(habituagdo) ou a aumenta
(sensibilizagdo)  através da
repeticdo de um  mesmo
estimulo.
Operacional Processamento continuo (on- | e Cértex pré-frontal

line) das informagdes recém-
adquiridas e/ou recém-
evocadas; permite o raciocinio e
o planejamento do
comportamento.

o Cértex parietal
posterior
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.3 Mecanismos celulares e moleculares envolvidos na meméria

Duas estruturas criticas para a formacédo de memoarias séo o cortex pre-
frontal e o hipocampo (SQUIRE; ZOLA, 1996). O cortex pré-frontal medeia
memoéria de trabalho, fica disponivel por um curto periodo de tempo. J4 o
hipocampo € composto por duas partes principais, o giro denteado e o corno de
Amon, este subdividido em trés campos enumerados de 1 a 3, e abreviados em
CAl, CA2 e CA3. O hipocampo é necesséario para que as informacfes
declarativas sejam armazenadas de uma forma mais estavel, por periodos que
vao de dias até mesmo anos. Acredita-se que o sitio final para 0 armazenamento
de memodrias declarativas seja o cortex cerebral (DUDAI, 2004).

O hipocampo recebe sinais sensoriais do cortex entorrinal. A principal
eferéncia do hipocampo se da pelos neurdnios piramidais de CA1, que se projeta
de volta para o cortex entorrinal e ao subiculo, outra estrutura do lobo temporal
medial (Figura 1). As informacdes do cortex entorrinal alcancam os neurénios
de CA1 por meio de duas vias excitatérias, uma via direta e outra indireta. Juntas,
essas vias sdo as chamadas vias perfurantes. A via direta tem sua origem nos
neurdnios da camada Ill do cértex entorrinal, e estes estabelecem sinapses nos
dendritos mais distais dos neurénios de CAl. Ja na via indireta, os neurénios da
camada I, alcangam os neurdnios de CA1 por via trissinaptica. Os neurénios da
camada |l projetam-se pela via perfurante para células granulares do giro
denteado. Os ax6nios dessas células projetam-se nas vias musgosas, excitando
células piramidais de CA3, e entdo os axdnios dessas células projetam-se pela
via dos colaterais de Schaffer para estabelecer sinapses excitatorias nas regides
mais proximais dos dendritos das células piramidais de CA1 (KANDEL et al.,
2014b).
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Localizagdo da superficie
saccionada no hamisfério esqusrdo

'i lfJTIEI:: C-“jne}ﬁ \
penmnal

para-hipocampé Y
Carte
artornnal
Giro
» denteado
Lortax

para-hipocampal

CA3
Hpacampo
CA1

Subiculo

Cohrtesx
entorinal

Figura 1: Organizacdo anatémica da formac&o hipocampal (KANDEL et al., 2014b, p. 1259)

Lesbes em relacdo a via direta parecem nao alterar a aquisicdo de
memaorias, mas sim a capacidade de armazenar aquelas informa¢des por um
longo periodo, um processo chamado de consolidacéo.

Em 1973, Timothy Bliss e Terje Lomo (BLISS T, 1973) descobriram que 0
estagio inicial da via trissinaptica, a via perfurante da camada Il do cortex
entorrinal para os neurénios granulares do giro denteado, € sensivel a atividade
prévia. Uma breve salva de estimulos de alta frequéncia produz uma potenciacéo
de longa duracdo (LTP), um aumento de longa duracdo na amplitude dos
potenciais excitatérios pds-sinapticos nos neurbnios granulares do giro
denteado. A LTP pode durar dias ou até mesmo semanas, fenbmeno descrito

pela primeira vez no hipocampo, justamente a regido diretamente envolvida com
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a consolidacdo de memodrias. Estudos nessas diferentes vias mostraram que a
LTP ndo € uma forma uUnica de plasticidade sinaptica, ao invés disso ela
compreende uma familia de processos que reforcam a transmissao sinaptica em
diferentes sinapses hipocampais (LAMPRECHT; LEDOUX, 2004) . O glutamato
liberado nas sinapses das vias musgosas liga-se a receptores glutamatérgicos
dos tipos AMPA e NMDA na membrana pos-sinaptica dos neurénios de CA3.
Entretanto, geralmente os receptores NMDA tem apenas um papel menor na
transmissao sinaptica nessa via. Na célula pré-sinaptica, o influxo de célcio ativa
um complexo adenilato ciclase dependente de calcio/calmodulina, aumentando
assim a producao de cAMP e ativando a proteina cinase A (PKA). Isso leva a um
aumento de glutamato a partir dos terminais das fibras musgosas, resultando na
LTP (LYNCH, 2004).

Ja na LTP que ocorre na via das colaterais de Schaffer, assim como nos
terminais das fibras musgosas da regido de CA3, o glutamato liberado dos
terminais das colaterais de Schaffer ativa ambos os receptores, AMPA e NMDA,
na membrana poés-sindptica dos neurbnios piramidais de CAl. Entretanto,
diferente do que ocorre no sistema das fibras musgosas, a LTP na via dos
colaterais de Schaffer requer a ativacdo dos receptores NMDA na célula pés-
sinaptica, o que dispara uma complexa cascata de sinalizacdo pés-sinaptica. A
abertura de canais de NMDA, diferentemente dos receptores AMPA, requer que
os dois eventos ocorram de modo simultaneo. Primeiro, como qualquer receptor
ionotrépico, o glutamato deve se ligar ao receptor NMDA para abrir o canal. No
entanto, quando a membrana estd no potencial de repouso ou apenas
modestamente despolarizada, por uma estimulacao sinaptica fraca, a ligacdo do
glutamato por si é insuficiente para que os receptores NMDA conduzam ions,
pois o poro do receptor/canal é bloqueado por magnésio extracelular. Para que
o receptor funcione de maneira eficiente, a membrana pés-sinaptica deve sofrer
uma despolarizacdo significativa, para expelir, por repulsdo eletrostatica, o
magnésio ligado. Devido ao blogueio dos receptores de NMDA pelo magnésio,
em voltagens negativas préximas ao potencial de repouso, 0s potenciais pos-
sinapticos excitatorios sdo gerados principalmente pela abertura dos receptores
AMPA. Uma salva de forte atividade pos-sinaptica durante a inducao de LTP
abre um grande numero de receptores AMPA, gerando um potencial excitatério

pés-sinaptico somado o suficiente para gerar um potencial de acdo poés-
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sinaptico. O potencial de acdo gera uma forte despolarizacéo, capaz de expelir
0 magnésio do poro do receptor NMDA, permitindo a entrada de mais sodio e de
calcio por este canal, contribuindo ainda mais para a despolarizacdo poés-
sinaptica. Assim, a ativacao desses receptores leva a um aumento significativo
na concentracao intracelular de célcio nas células pds-sinaptica. O aumento de
calcio é vital para a indugdo da LTP. O aumento de célcio ativa diversas vias
intracelulares de transduc¢éo de sinais a jusante, incluindo a ativacao da proteina
cinase Il dependente de calcio/calmodulina (CaMKIl), da proteina cinase C e da
tirosina cinase. Essas vias de sinalizacdo levam a alteracdes que estimulam a
resposta da célula pés-sinaptica ao glutamato e aumentam a quantidade de
glutamato liberado dos terminais pré-sinapticos nas colaterais de Schaffer. A
LTP apresenta caracteristicas que a tornam muito apropriada para 0 mecanismo
de armazenamento da memoria de longa duragéo. Primeiro pelo que foi proposto
por Timothy Bliss e Terje Lomo, segundo, pelo fato de ser induzida rapidamente
e por fim, que uma vez induzida é estavel por horas ou até mesmo dias (BLISS,
1993; LYNCH, 2004)

Até agora, um grande numero de abordagens experimentais tem
mostrado que a inibicdo da LTP hipocampal interfere com a memdria espacial,
um tipo de memoria cuja consolidacdo mais depende da funcdo hipocampal
(MARTIN; CLARK, 2007). A tarefa comportamental mais empregada para avaliar
esta memoria é o labirinto aquético de Morris (D’HOOGE; DEYN, 2001). Assim,
temos o mecanismo da LTP como um cenéario de fundo para estudar o
funcionamento bioquimico de um tipo de memoria cuja codificacdo e

armazenamento é dependente do hipocampo.
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I.4. Consolidagcdo da memoria

A consolidacdo de memdrias € o processo em que ocorre estabilizacédo
dos tracos mnemoénicos componentes de uma memoria apos a sua aquisicao
(MCGAUGH, 2000). Durante o aprendizado ocorrem nas circuitarias neurais
subjacentes alteracdes fisiologicas reversiveis na transmissdo sinaptica dos
neurdnios componentes, e essas alteracdes precisam ser estabilizadas para que
essa memoria possa persistir de alguma forma (MCGAUGH, 2000). As
alteracOes reversiveis seriam o correspondente molecular da memoéria de curta
duracdo (STM) e as alteracbes permanentes, da memoria de longa duracao
(LTM). (LAMPRECHT and LEDOUX, 2004). Como as alteracbes moleculares
séo geralmente transitorias, ndo sdo um mecanismo suficiente para explicar a
durabilidade da LTM (DUDAI, 2002), sendo que ha fortes evidéncias de que a
LTM necessita de alteracdes na morfologia sinaptica, 0 que por sua vez, exige
sintese de novas proteinas, sendo essa a principal caracteristica que diferencia
aLTM da STM (IZQUIERDO et al., 1998). Varios experimentos mostram que o
periodo critico para sintese proteica, € imediatamente apés o treino (QUEVEDO
et al., 2004). Ou seja, durante o treino ocorre a ativacdo de cascatas
intracelulares de transducdo de sinal nas redes neuronais requisitadas, que
convertem as agbes dos neurotransmissores envolvidos em respostas
intracelulares. Assim, através da mobilizacdo de segundos mensageiros, as
respostas convergem rumo a modificacdo do padrdo de expressao génica,
havendo sintese de novos RNA mensageiros, que posteriormente serao
traduzidos em novas proteinas (DUDAI; EISENBERG, 2004). Essas novas
proteinas sintetizadas serdo empregadas na reestruturacdo das sinapses
envolvidas, visando alterar de forma duradoura a sensibilidade dessas sinapses
aos sinais neurotransmissores. As principais mudancgas estruturais que ocorrem
nessas sinapses sdo 0 aumento na quantidade de vesiculas de armazenamento
desses neurotransmissores, de sitios de liberacdo para essas vesiculas e de
terminais pré-sindpticos, concomitantemente com mudancas estruturais nas
espinhas dendriticas pds-sinapticas, que aumentam sua capacidade de geracéo
de potenciais poés-sinapticos excitatorios. (DUDAI; EISENBERG, 2004;
LAMPRECHT; LEDOUX, 2004).
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I.5 Reconsolidagdo de memarias

Apés a consolidacdo, uma memoria pode permanecer estavelmente
armazenada, e circunstancialmente ser evocada quando necessario, mas iSso
ndo significa que esta memoria estara cristalina e indefinidamente gravada,
insensivel a todo tipo de evento pés-consolidacdo. Ao invés disso, as memorias
consolidadas tornam-se labilizadas quando reativadas, o que ocorre quando séo
evocadas. Durante essa nova fase de fragilidade, essas memorias podem ter
sua retencao prejudicada se houver bloqueio da sintese de proteinas ou da
transcricdo génica, de forma semelhante ao que ocorre na fase inicial de
consolidagéo. (MORRIS et al., 2006; SILVA et al., 2008) Como um conjunto
semelhante de interferéncias pode afetar a estabilidade de memarias quando
agem tanto na fase inicial do aprendizado quanto logo ap6s a evocagédo, o
processo que converte a memoria labilizada pela evocacdo em uma forma
novamente estavel é denominado reconsolidacdo (DUDAI; EISENBERG,
2004)(ALBERINI, 2005).

A reconsolidacao é justificavel pelo ponto de vista de que é a capacidade
gue temos de modificar algumas memarias, para que memarias antigas possam
ser integradas a memorias mais recentes, para que possamos atualizar
memdérias armazenadas no passado, ou até mesmo a substituicdo de memarias
que representem de maneira mais fidedigna a nossa realidade atual (ALBERINI,
2005).

Entretanto, o processo de reconsolidacdo ocorre apenas quando ha
auséncia do estimulo de reforco que havia estado presente durante o
aprendizado. Se na evocacdo houver a presenca do estimulo de reforco, o
processo de labilizacao seguido da reconsolidagdo ndo ocorre, mas ao invés ha
apenas um reforco do trago mnemaonico consolidado. Esta € uma sutil, porém
importante diferenca entre os processos de consolidacao e reconsolidagao. Por
outro lado, se nho momento da evocacdo houver um estimulo conflitante com
aquele que desencadeou o aprendizado, dispara-se um outro processo, a
extingdo.(OSAN; TORT; AMARAL, 2011)
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[.6 Mem©éria espacial

Evidéncias indicam que o hipocampo é necessario para a aquisicao,
consolidagéo, evocacao e armazenamento das informacdes espaciais (HOOGE;
DEYN, 2010).

Muitas células hipocampais disparam quando um dado rato est4d em
algum lugar em particular, cuja localizacdo seja definida. Trata-se das place cells,
ou entdo as chamadas células de lugar. As células de lugar sdo neurbnios
especificos no hipocampo que disparam quando o animal ocupa um lugar
especifico em um ambiente, e como elas possuem diferentes campos de
localizacdo (locais onde eles sdo acionados), é possivel deduzir que essa
diferente ativacdo de acordo com a localizacdo do animal forneca um mapa
cognitivo para o mesmo. Assim, 0 rato consegue fazer uma associacdo e
reconhecer ambientes, devido ao fato de suas células de lugar que disparam, do
mesmo local, quando o animal se encontra no mesmo local que ja associou
anteriormente. (MOSER; ROWLAND; MOSER, 2015).

As memdérias espaciais possuem a importante caracteristica de ser
cognitivamente muito relevante, visto que varios estudos psicolégicos
demonstram que nosso raciocinio é ancorado em analogias espaciais
(HERWEG; KAHANA, 2018) . Ainda, € o tipo de memodria com melhor
extrapolabilidade de resultados de modelos animais para humanos (CRYSTAL,
2016).

A tarefa do labirinto aquatico de Morris (LAM) € talvez o paradigma de
aprendizado mais utilizado para investigar o processamento de memorias
espaciais (DE HOZ; MARTIN; MORRIS, 2004) (SCHIMANSKI; NGUYEN, 2004),
onde os animais sdo treinados para escapar da agua, utilizando dicas espaciais,
na forma de figuras, fixadas no ambiente onde os ratos sdo treinados. Analises
comportamentais do aprendizado no LAM indicam que ha a mobilizagdo de um
grupo de processos cognitivos ligados ao armazenamento e evocacao das

informacgdes visuais, e outro com o planejamento de estretégias de navegacao.
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I.7 Sistema adenosinérgico
[.7.1 Adenosina

Diferentes sistemas neurotransmissores participam em maior ou menor
grau da modulagéo de todos os processos relacionados a memoria (IZQUIERDO
et al.,, 2006). No sistema nervoso central, a adenosina, o ATP (adenosina
trifosfato), o UDP e o UTP (uridina difosfato e trifosfato, respectivamente)
desempenham funcbes como moléculas de sinalizacdo extracelular.
(BURNSTOCK et al., 2011; SEBASTIAO; RIBEIRO, 2009)

A adenosina € um nucleosideo endégeno composto por adenina acoplada
a uma ribose (Figura 2), sendo um composto essencial presente em todas as
células vivas. Nos mamiferos, a concentracdo extracelular de adenosina esta
diretamente ligada a carga de energia celular, onde existe um ajuste fino entre a
concentracdo de adenosina extracelular e adenosina intracelular. Dessa forma,
a adenosina exerce um importante papel homeostatico. Quando sua
concentracdo intracelular aumenta, significa que muito ATP esta sendo
hidrolisado em ADP, bem como ADP em AMP e AMP em adenosina, sinalizando
que por algum motivo estd havendo um grande consumo de energia na célula,
em uma taxa maior do que a producdo de energia, isto é, de ATP (LATINI;
PEDATA, 2001). No caso dos neurdnios, isso € ainda mais destacavel, visto que
o neurbnio é a célula que mais gasta energia por tempo devido sua atividade
geradora de potenciais de acdo, que demanda muita atividade de bombas Na*-
K*-ATPase para manter o potencial de repouso da membrana neuronal. Quanto
mais ativo estiver um neurdnio, mais potenciais de a¢ao ele produz, e de mais
ATP precisa para suprir suas bombas Na*-K*-ATPase. Ainda, o neurdnio utiliza
como substrato energético apenas o lactato, desta forma sendo totalmente
dependente do metabolismo oxidativo(KANDEL et al., 2014a, cap. 6) . Portanto,
a adenosina € um importante sinalizador de situacbes geradoras de
excitotoxicidade neuronal.

A adenosina é formada tanto em sitios intracelulares quanto
extracelulares, e essas vias garantem a manutencdo das concentracboes de
adenosina intracelular através de controle enzimético. Dois principais

mecanismos foram identificados que a principio, contribuem para a formacéao de
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a adenosina extracelular: um € baseado na secrecédo de adenosina de forma bi-
direcional, através de transportadores de nucleosideos (ENT), e um segundo
mecanismo baseado na adenosina formada pela quebra de ATP, por uma
cascata de ectoenzimas, as ecto-5-nucleotidases (NTDase) (CUNHA, 2005). A
liberacdo de adenosina pela quebra de ATP, é diretamente proporcional a
frequéncia de estimulagcdo nervosa, ou seja, quanto maior a frequéncia, maior a
quebra e consequente formacéo de adenosina. J& a contribuicdo de adenosina
via transportadores de nucleosideos, para aumento da concentracdo extracelular
de adenosina, se da em frequéncias mais baixas de estimulacdo nervosa
(CUNHA, 2005). J& intracelularmente, a principal enzima que influencia a
concentracdo extracelular de adenosina, é a adenosina quinase (AK), que esta
presente na maioria dos tipos de células, incluindo neurdnios e glia.

Existem essencialmente trés sistemas que podem ser responsaveis pela
inativacdo e remocdo da adenosina nos tecidos: adenosina desaminase,
adenosina quinase e o sistema de captacédo (LATINI; PEDATA, 2001) (Figura
3). Os inibidores de adenosina desaminase (ADA) e adenosina quinase (AK) tém
recebido consideravel atencdo na tentativa de aumentar as concentracées de
adenosina enddgena. A inibicdo da adenosina quinase exibe potencial
neuroprotetor, em areas como dor e inflamacdo (SACHDEVA; GUPTA, 2013)
Sob condicdes hipdxicas, a adenosina atinge altas concentracdes no interior da
célula através da liberacdo de adenosina no espaco extracelular através de
transportadores de nucleosideos. A outra via principal que contribui para altas
concentracdes extracelulares de adenosina durante o estresse metabdlico, € a
liberacdo e degradacdo de nucleotideos precursores de adenina (ATP, ADP e
AMP) pela cascata de ectonucleotidases. O acumulo de adenosina € limitado
pelo seu catabolismo para a inosina, pela adenosina- desaminase. (SACHDEVA;
GUPTA, 2013)
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Figura 2: Estrutura da adenosina(SACHDEVA; GUPTA, 2013)
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Figura 3: Formagéao e catabolismo da adenosina(SACHDEVA; GUPTA, 2013)
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Ha uma grande densidade de receptores adenosinérgicos em varias
regides cerebrais (SEBASTIAO; RIBEIRO, 2009), que desempenham um papel-
chave no controle da excitabilidade neuronal e, em particular, na liberacao de
neurotransmissores. Ou seja, a adenosina age como um “controlador do fluxo”
de informacdes cerebrais, e ndo como transmissora de informacéo propriamente
dita. Ainda ndo existem evidéncias disponiveis de que ocorra o acumulo de
adenosina em vesiculas sinpticas para posterior liberacdo, entretanto, a
adenosina estad intimamente ligada a secrecdo de neurotransmissores e
consequentemente a frequéncia e intensidade de disparo neuronal (CUNHA,
2005).

Sendo assim, em resumo, a adenosina afeta diretamente uma variedade
de processos sinapticos, vias de sinalizacdo e desempenha um papel importante
na regulacéo de varios sistemas neurotransmissores no sistema nervoso central
(SNC), mesmo ndo se tratando de um neurotransmissor classico. Ao contrario
de um neurotransmissor classico, a adenosina ndo é armazenada em vesiculas
sinapticas, nem atua exclusivamente em sinapses. A sua secrecdo e absorcéo
sdo mediadas por transportadores de nucleosideos bidirecionais, em que a
direcéo do transporte depende apenas do gradiente de concentracdo entre o
citoplasma e o espaco extracelular. A adenosina €, portanto, considerada um
neuromodulador, que afeta a atividade neural através de multiplos mecanismos
pré-sinapticos, controlando a liberacdo do neurotransmissor, e também agindo
no terminal pds-sinaptico causando hiper ou despolarazicdo de neurbnios e, de
forma né&o sindptica, via efeitos regulatdrios nas células da glia (BOISON et al.,
2012)

[.7.2 Receptores adenosinérgicos

Até o momento foram descritos quatro tipos de receptores de adenosina
ligados a membrana, denominados receptores A1, Az, Azs € As. Esses
receptores foram clonados em diferentes espécies sendo eles caracterizados
como receptores trasmembrana, metabotropicos, acoplados a proteina G
(CUNHA, 2005; RALEVIC; BURNSTOCK, 1998). Primeiramente, 0s receptores

de adenosina eram divididos em dois grandes grupos: receptores A1 e receptores
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As, ambos acoplados a uma proteina G inibitoria (Gi), onde uma vez ativadas,
regulariam negativamente a atividade da enzima adenilato ciclase; e receptores
A2a e Azg, acoplados a uma proteina G excitatéria (Gs), que ativaria de forma
positiva a enzima adenilato ciclase. Entretanto, essa classificacéo ja ndo € mais
tdo especifica, mesmo sendo amplamente utilizada, devido ao fato de que, os
receptores de adenosina mostraram ligacdo para diferentes proteinas G, com
consequentes sistemas de transducao diferentes, de acordo com o tipo celular.
Assim, a principio, os receptores de adenosina sdo receptores com o potencial
de se ligar a diferentes proteinas G e a diferentes sistemas de transducéo de
acordo com o0 seu grau de ativacdo e com a sua localizacado -celular
(SEBASTIAO; RIBEIRO, 2009). (Figura 4)
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Figura 4: Estrutura tranmembréanica dos receptores adenosinérgicos(SACHDEVA;
GUPTA, 2013)
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1.7.2.1 Receptor adenosinérgico Az

O receptor A, é altamente expresso no cortex cerebral, no cerebelo, no
hipocampo (Figura 5) e no corno dorsal da medula espinhal (SEBASTIAO;
RIBEIRO, 2009), sendo acoplado a uma Gj, onde a ativagdo dos receptores A1
esta associada a inibicdo da adenilato ciclase, a ativacéo das correntes de K* e
em alguns casos a ativacao da PLC (fosfolipase C). Dessa forma, os receptores
A1 controlam eficientemente os receptores NMDA, bem como canais de calcio
sensiveis a voltagem localizados pdés-sinapticamente Além do fato de serem
receptores de meia vida longa, e quando ativados de forma sustentada exibem
down regulation em relacdo a densidade de receptores (CUNHA, 2005;
SEBASTIAO; RIBEIRO, 2009) (Tabela 2)

1.7.2.2 Receptor adenosinérgico Az

Em contraste com as acgOes dos receptores Ai, relacionadas com a
inibicdo da funcéo neuronal, o conhecimento sobre o papel dos A2 na modulacéo

da atividade neuronal é mais limitado.

Diferentemente do receptor A1, a estimulacdo do receptor Az, resulta na
ativacdo da adenilato ciclase, resultando na elevacdo do cAMP. Os receptores
Az, sdo mais amplamente distribuidos que os receptores A1, e ligam a adenosina
com menos afinidade do que os receptores Ai Os receptores Az sé&o
subdivididos nos receptores Aza e Azg, com base na alta e baixa afinidade pela
adenosina, respectivamente (LIVINGSTON; HEANEY; ENNIS, 2004). Os
receptores Aza, SA0 expressos no estriado e também, em niveis mais baixos, em
outras regiées e em células gliais (Figura 5)(BOISON et al., 2012; SEBASTIAO;
RIBEIRO, 2009). Os receptores A2a sdo abundantes no caudado putamen e no
ndcleo accumbens (Tabela 2), onde demonstram modular a neurotransmissao
de &cido c-aminobutirico (GABA), glutamato, glicina, acetilcolina, noradrenalina

e serotonina em diferentes regifes do cérebro. (CUNHA, 2005)

J& os receptores A2s sdo altamente expressos no trato gastrointestinal, na
bexiga, no pulmdo e nos mastécitos, sendo expressos em niveis baixos no
cérebro (Tabela 2) (SEBASTIAO; RIBEIRO, 2009). O receptor Azs, embora
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estruturalmente relacionado ao receptor Aza, capaz de ativar a adenilato ciclase,
é funcionalmente muito diferente. Foi postulado que este subtipo pode utilizar
sistemas de transducgao de sinal diferentes da adenilato ciclase devido a estas
diferencas funcionais (LIVINGSTON; HEANEY; ENNIS, 2004). Entre todos os
receptores de adenosina, o receptor Azs € um receptor de baixa afinidade que se
acredita que permanece silencioso sob condigbes fisiologicas e somente é
ativado nem consequéncia do aumento dos niveis de adenosina extracelular
(Ryzhov et al., 2008). A ativagéo do receptor Azs, ativa as enzimas amplificadoras
adenilato ciclase e a fosfolipase C, através da ativacao das proteinas Gs e Gg,

respectivamente.

Curiosamente e diferentemente de receptores A1, estimulos estressantes
cronicos causam um aumento da expressdo e densidade desses receptores,

muitas vezes de forma mascarada. (CUNHA, 2005)

1.7.2.3 Receptor adenosinérgico Az

A presencga de receptores adenosinérgicos As foi demonstrada em ratos
em 1992 (ZHOU et al., 1992) e em humanos em 1993 (SALVATORE, et al.,
1993). O receptor Az € amplamente distribuido, sendo encontrado no rim,
testiculo, pulmdo, mastdcitos, eosindfilos, neutrofilos, coracdo e no cortex
cerebral, tendo uma distribuicdo aparentemente moderada no cerebelo e
hipocampo e baixa na maioria das outras areas do cérebro (FREDHOLM et al.,
2000; HUANG et al., 2005; LIVINGSTON; HEANEY; ENNIS, 2004; SEBASTIAO;
RIBEIRO, 2009) (Tabela 2). Assim como o receptor A1, a estimulag&o do receptor
As, resulta na inibicdo da adenilato ciclase. Dessa forma, sabe-se que estes
receptores estdo co-localizados no hipocampo e ha uma interacao entre esses
receptores, surtindo efeitos opostos na liberacdo de glutamato. Além disso,
quando comparados os receptores Ai e As, 0S receptores Az2a também podem
facilitar a liberacédo de alguns neurotransmissores que nao sao controlados por
A1, como GABA ou noradrenalina. Ainda, receptores de adenosina A1 e A2a sdo
caracterizados por sua alta afinidade pela adenosina, enquanto 0s receptores
Azg e Az apresentam afinidade significativamente menor pela adenosina. (Figura
5).
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tuberculum clfactorium)

MNeocortex

\ Hippocampus

Figura 5:Distribuicdo dos receptores adenosinérgicos nas diversas areas do cérebro,

relatando as mudancas de densidade de
estrutura.(SEBASTIAO; RIBEIRO, 2009)

receptores

de acordo com

a
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Tabela 2: Nivel de expresséo dos receptores adenosinérgicos.

Nivel de Receptor A1 Receptor Aza Receptor Aop Receptor Az
expressao

Alta Cérebro (cortex

expresséo hipocampo e cerebelo),
medula espinhal e atrio.
(POULSEN; QUINN,

1998)

Bulbo olfatorio, timo e
leucécitos
(FREDHOLM et al.,
2000)

Ceco, Colon

bexiga

TeStICU|OS mastoécitos
(ratos) (POULSEN; QUINN,

1998)

Expresséo Outras regides cerebrais,

intermediaria || Musculo esqueléticos,
figado,
Rim e tecido adiposo
(POULSEN; QUINN,

1998)

Coracéo, pulmao,
vasos sanguineos e
nervos periféricos

(FREDHOLM et al.,

2000)

Pulmdo e vasos
sanguineos
(Cacciari, 2005)

Cerebelo e
(POULSEN; QUINN, 1998)

hipocampo

Pulmbdes e
(POULSEN;
1998)

Baixa pancreas

expressao QUINN,

Outras regioes
cerebrais
(FREDHOLM et al.,

2000)

Tecido  adiposo,
glandula adrenal e
cérebro (Cacciari,

2005)

Tiredide, maioria das regioes
cerebrais, glandula

suprarrenal,

figado e baco
(POULSEN; QUINN, 1998)
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CAPITULO Il = HIPOTESE

O Quadro 2 resume a sequéncia de eventos caracteristica da
potenciagdo de longo prazo (LTP), um modelo j& descrito acima, de plasticidade
sinptica, sendo que o mesmo ja foi comprovado experimentalmente e com
muitas evidéncias de que seja a principal engrenagem em nivel celular que

subjaz a etapa de consolidacdo (WHITLOCK et al., 2006)
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Quadro 2: Principais mecanismos moleculares que até o presente momento ja

foram demonstrados subjazerem a LTP na regido CA1 do hipocampo.

1) Chegada dos primeiros potenciais de acéo (PA) nos terminais pré-sinapticos dos colaterais de Schaffer,
e inducdo da fusdo das vesiculas contendo glutamato (o principal neurotransmissor excitatorio do SNC)
com a membrana, resultando em liberagdo de glutamato na fenda sinaptica;

2) Ligacéo do glutamato aos receptores AMPA, resultando na abertura do canal deste receptor, permitindo
a entrada na célula de ions Na*;

3) A estimulacéo repetitiva dos colaterais de Schaffer determina PPSEs na espinha dendritica pds-sinaptica,
gue se somam temporalmente, mantendo a despolarizagdo. Quando esta atinge um limiar critico, o receptor
NMDA muda de conformag&o, havendo entdo a liberagdo do ion Mg?* que blogueia seu canal iénico. Este
canal desbloqueado se abre desde que o glutamato da fenda se ligue em seu sitio especifico no receptor
NMDA. Trata-se, portanto, de um mecanismo de deteccéo de atividade simultanea na pré e na pds-sinapse;

4) A abertura do canal idnico do NMDA permite a entrada de Ca?* na espinha dendritica elevando o nivel
intracelular de Ca?*;

5) O aumento do nivel intracelular de Ca?* ativa na espinha dendritica a enzima NOS. Esta produz NO a
partir de l-arginina presente na célula;

6) O NO difunde-se ao longo de poucos didmetros celulares, de modo que embora possa se mover
livremente, seu raio de acao é limitado. Ao penetrar na termina¢éo pré-sinaptica, induzira um aumento na
probabilidade liberacao de vesiculas contendo glutamato em resposta a um determinado potencial de agéo,
mas se, e apenas se, conseguir atingir a terminacao em tempo de coincidir com a atividade ainda em curso
de chegada de potenciais de a¢édo nesta terminacdo. Resulta disso que a agdo do NO é atividade-dirigida,
atuando apenas naquelas sinapses que estiverem ativas no momento do desencadeamento da LTP, e acédo
sobre sinapses vizinhas pode ter a vantagem de amplificar a LTP em curso. Esta fase caracteriza a
chamada fase imediata da LTP;

7) O glutamato presente na fenda também se liga a receptores do tipo metabotrépicos, mGlul e mGlu5.
Ativados, estes receptores ligam-se a uma proteina G (Gq). Esta muda de conformacao, e sua subunidade
og diminui sua afinidade por GDP, trocando-o por GTP. Uma vez com GTP, a subunidade o separa-se das
outras duas subunidades (By);

8) A subunidade aq-GTP difunde-se pela face citoplasmatica da membrana e liga-se a PLC, ativando-a.
Esta ativacao cessa quando a subunidade o hidroliza o GTP, devido sua atividade GTPasica intrinseca;

9) A PLC hidrolisa um lipidio de membrana, o PIP2, originando DAG e IP3. O primeiro difunde-se pela
membrana, até se ligar a PKC. O segundo, IP3, difunde-se pelo citosol, ligando-se a um canal na membrana
do reticulo endoplasmatico, que se abre e permite a saida de Ca?* estocado em seu interior, aumentando
o nivel citoplasmatico de Ca?*;

10) O Ca?* presente no citoplasma liga-se a calmodulina, e o complexo Ca?*/calmodulina ativa as AC1 e
AC8, a CaMKIl e, juntamente com o DAG, ativa a PKC. A CaMKIl e a PKC fosforilam e ativam outras
proteinas, dentre as quais as enzimas da via das MAPK;

11) A AC sintetiza cAMP a partir de ATP. O cAMP liga-se a subunidade regulatoria da PKA, que entédo se
separa da subunidade catalitica desta proteina. A subunidade catalitica da PKA, entdo desinibida, ativa no
citosol a Rap1, e/ou migra para o nucleo, onde fosforila o fator de transcricdo CREB, ativando-o;

12) A Rap1 fosforila no citoplasma a ERK1/2. A ERK1/2 fosforilada migra para o nucleo e fosforila a Rsk2,
e/ou fosforila o fator de transcri¢cdo Elk-1. A Rsk2, entdo ativada, fosforila o fator de transcricdo CREB.

13) CREB liga-se ao DNA numa sequéncia de bases especifica denominada CRE, que se situa nos
promotores de um conjunto especifico de genes, dentre eles um grupo de genes imediatos, ativando a
transcricdo destes genes. Ja Elk-1 ativa a transcrigdo de um outro conjunto de genes, alguns deles
pertencente ao conjunto que € ativado por CREB.

14) Os genes imediatos codificam mRNA para outros fatores de trancricdo, que entdo se ligardo aos
promotores de um outro conjunto de genes, os chamados genes tardios, ativando sua transcrigéo.

15) Os genes tardios codificam mRNA para proteinas estruturais, de adesao ou receptores (AMPA, NMDA,
metabotrépicos), que serdo requisitadas para a producdo de novos sitios sinapticos que irdo reforcar
especificamente as sinapses que desencadearam todo este processo. Esta Ultima etapa caracteriza a
chamada fase tardia da LTP, que dura de dias a semanas.
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(@) — AC1 e AC8: isoformas 1 e 8 da adenilil ciclase; AMPA: acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol propiénico
(do inglés); ADP e ATP: adenosilil-difostato e adenosilil trifosfato, respectivamente (do inglés); CaMKII:
proteina cinase dependente de célcio/calmodulina isoforma Il (do inglés); cAMP: adenosilil monofosfato ciclico
(do inglés); CRE: elemento responsivo ao cAMP (do inglés); CREB: proteina ligante ao CRE (do inglés); DAG:
diacilglicerol; ERK1/2: proteina cinase regulada por sinal extracelular, isoformas 1 e 2 (do inglés); GDP e GTP:
guanosilil-difostato e guanosilil trifosfato, respectivamente (do inglés); IP3: inositol trisfosfato (do inglés); MAPK:
proteina cinase ativada por mitégenos (do inglés); mRNA: RNA mensageiro (do inglés); NMDA: N-metil-D-
aspartado (do inglés); NOS: NO sintase; PIP,: fosfatidil-inositol bisfosfato (do inglés); PKA: proteina cinase A
(do inglés); PKC: proteina cinase C (do inglés); PLC: fosfolipase C (do inglés); PPSE: potencial pds-sinaptico
excitatorio; Rapl: proteina associada a Ras, isoforma 1 (do inglés); Rsk2: proteina cinase S6-ribossomal,
isoforma 2 (do inglés).

Devido ao fato de os receptores A1 e As ligarem-se a proteina Gi (proteina G
inibitéria) quando ativados pela adenosina, os niveis intracelulares do segundo
mensageiro adenosilil monofosfato ciclico (CAMP) seriam reduzidos durante a
ativacdo deste receptor. A consequéncia disto, de acordo com a sequéncia de
eventos mostrada no Quadro 2, serd uma menor ativacdo da PKA, e
subsequentemente da ativacdo da transcricdo de genes imediatos e tardios
relacionados a plasticidade sinaptica duradoura. Assim esperdvamos que a
ativacdo dos receptores A1 e As na regido CA1 hipocampal apés a sessao de
evocacao, causasse amnésia anterograda nos ratos para a memoria espacial
relativa ao LAM. E o contrario também € verdadeiro para receptores Aza e Ao,
onde, uma vez ativados, e acoplados a uma proteina Gs, ocorresse um aumento
dos niveis intracelulares do segundo mensageiro adenosilil monofosfato ciclico

(cAMP), ndo ocorreria amnésia anterégrada relacionada ao LAM.
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CAPITULO IIl - OBJETIVOS

[ll. 1 Objetivo geral

Analisar, especificamente na area CA1 do hipocampo dorsal de ratos, o

papel dos receptores adenosinérgicos Ai, Aza, Az € As no processo de

reconsolidacdo recente (testada 24 horas apos a Ultima sessao de treino) de

memoéria de longa duracdo recente (testada 24 horas apés a sessao de

evocacao) e remota (testada 5 dias ap0s a sessdo de evocacdo) de memoria

espacial adquirida na tarefa do labirinto aquético de Morris (LAM).

lll. 2 Objetivos especificos

1)

2)

3)

Investigar o efeito de diferentes doses de adenosina, infundida
bilateralmente na area CA1 do hipocampo dorsal de ratos, imediatamente
apos a primeira sessao de teste sem reforco no LAM, realizada 24 horas
apos a ultima sesséo de treino, sobre a reconsolidagao:

a) de memodria de longa duracao recente, testada 24 horas apGs a primeira
sesséo de teste;

b) de memoria de longa duracdo remota, testada 5 dias ap6s a primeira

sessao de teste;

Investigar qual ou quais receptores adenosinérgicos sdo necessarios para
as possiveis acdes da adenosina sobre a reconsolidacdo de memoaria de
longa duracéo recente para o LAM, através da co-infusdo bilateral intra-
CALl dorsal de adenosina (dose 6tima, objetivo anterior) com antagonistas
especificos para os receptores A1, A2a, A2s € Az, imediatamente apods a
primeira sessao de teste sem refor¢co no LAM, realizada 24 horas apés a
tltima sessao de treino, verificando qual desses antagonistas consegue

reverter algum possivel efeito da adenosina.

Investigar se a adenosina enddgena participa do processo de

reconsolidacdo de memoria de longa duragdo recente para o LAM,
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4)

através da infusao bilateral intra-CA1 dorsal de antagonistas especificos
para os receptores A1, Aca, Azs € As, imediatamente apds a primeira
sessdo de teste sem reforgco no LAM, realizada 24 horas apds a ultima
sessdao de treino, verificando qual desses antagonistas tem algum efeito

per se.

Confirmar por meio de qual receptor adenosinérgico a adenosina exerce
algum efeito sobre a reconsolidacdo de memoria de longa duracéo
recente para o LAM, através da infusdo bilateral intra-CA1l dorsal de
agonistas especificos para os receptores A1, Aza, Azs € Az, imediatamente
apos a primeira sessédo de teste sem refor¢co no LAM, realizada 24 horas
apos a ultima sessao de treino, verificando qual desses agonistas gera o

mesmo efeito que adenosina.
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CAPITULO IV - MATERIAIS E METODOS

IV. 1 Animais experimentais

Para a realizacdo dos estudos, o projeto foi aprovado pelo CEUA —
UNICENTRO parecer n° 29/2017. Foram utilizados ratos Wistar machos adultos,
sendo que estes pesavam de 225 a 350 gramas, provenientes dos Biotérios da
Pontificia Universidade Catdlica do Parana, da Universidade Estadual de
Maringa e da Universidade Estadual de Londrina. Os animais foram mantidos
em caixas apropriadas com capacidade para 5 animais, forradas com maravalha.
Recebiam agua e comida a vontade, e foram submetidos a ciclos de claro-escuro
de 12 horas (luz a partir das 7:00 h e escuro a partir das 19:00 h), a uma
temperatura ambiente mantida em torno de 23 £ 2° C. As caixas foram trocadas
a cada 3 dias, e 0 maximo de precaucdao foi adotado com o intuito de minimizar
o sofrimento dos animais e de reduzir também, o nUmero de animais utilizados.
Todos o0s experimentos estavam de acordo com as normas do
CEUA/UNICENTRO, onde foi realizada toda a parte experimental e dos
“Principles of laboratory animal care” (NIH publication N° 85-23, revised 1996).

IV.2 Procedimento cirudrgico

Para administracdo dos farmacos especificamente na regido hipocampal
CA1, os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para a implantacao
de céanulas-guia, as quais possuiam 0,2 mm de diametro e 9,0 mm de
comprimento, e eram posicionadas 1,0 mm acima da regido alvo, neste caso a
camada piramidal da regido CAl1 do hipocampo dorsal (Figura 6). As
coordenadas utilizadas para a cirurgia estereotaxica foram adaptadas do Atlas
anatdbmico de Paxinos e Watson, sendo elas as seguintes: Antero Posterior (AP)
= - 4,2 mm; Médio Lateral (MD) = £ 3,0 mm; Dorso Ventral (DV) = - 2,0 mm;
Inclinagdo Latero-lateral (INCL LL) = 0° (PAXINOS GEORGE , WATSON
CHARLES R.R, 1980).
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Figura 6: Cirurgia estereotaxica. E feita estereotaxicamente a implantagdo de canulas-guia

em CA1l do hipocampo dorsal do animal, conforme coordenadas adaptadas do Atlas
Anatdmico de Paxinos e Watson (PAXINOS GEORGE, WATSON CHARLES R.R, 1980), para

administracao

Todo o procedimento foi realizado com o0s animais previamente
anestesiados com 75 mg/kg de cetamina (Konig, Sado Paulo) mais 10 mg/kg de
xilazina (Coopers, Sao Paulo), intra-peritonial. As canulas-guia descritas acima
foram fixadas com acrilico junto ao osso parietal do cranio dos ratos. As canulas

utilizadas para a infusdo dos farmacos possuem 0,05 mm de didametro e 10,0
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mm de comprimento, de modo que sua extremidade se dirige para 1,0 mm além
das canulas-guia, portanto atingindo em relacdo ao bregma DV -3,0 mm, que é
onde se situa a regidao CA1 hipocampal de acordo com as coordenadas do atlas
de Paxinos & Watson, permitindo a infusdo do farmaco exatamente nesta regiao,

com o minimo possivel de danos mecéanicos.

IV. 3 Tarefa do Labirinto Aquatico de Morris (LAM)

Para a realizacdo da tarefa do labirinto aquatico de Morris (LAM), foi
utilizado um tanque circular preto (180 cm de diametro e 55 cm de altura) com
35 cm de agua mantida a 21-24°C. O tanque é virtualmente dividido em quatro
quadrantes, sendo que no centro de um desses quadrantes se encontra uma
plataforma 12 cm de diametro. Esta plataforma encontra-se e submersa 2 cm

abaixo do nivel da agua.

IV.3.1. Versao espacial

Na sua versao espacial, dicas visuais, na forma de iluminacéo indireta
assimétrica da sala do LAM, e com cartazes com cores e padrdes geométricos
diferentes fixados na parede, servem de pista para a formagdo de um mapa
espacial. O treino consiste de uma sessdo diaria de 8 largadas, executada
durante 5 dias. A plataforma de escape € mantida na mesma posi¢ao durante o
treino. Nas sessdes de treino, em cada largada, o rato é largado gentilmente de
uma de quatro posi¢cdes cardeais, em uma sequéncia pseudoaleatéria. O rato
tem até 60 segundos para encontrar a plataforma. Se nao o fizer, é gentilmente
guiado pelo experimentador até a plataforma. Uma vez sobre a plataforma, o rato
permanece nela por 30 segundos, apds o que se inicia a proxima largada. Apés
a Ultima largada, o rato € seco e devolvido a sua caixa moradia. Para o teste,
realizado 24 horas apos a Ultima sesséao de treino, a plataforma é retirada do
tanque, e o animal é largado da posi¢do do tanque mais distante do local onde
ficava a plataforma alvo nas sessodes de treino. O tempo que o animal permanece
nadando no quadrante alvo (quadrante onde a plataforma de escape esteve
localizada durante o treino) e o tempo que leva para atingir uma area centrada

no local da plataforma sé&o utilizados como os principais indicadores de retencéo
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do traco mnemonico. Nos experimentos de reconsolidacdo, o mesmo grupo de
animais passou por um segundo teste que foi realizado 24 horas um apés e 5
dias apds o primeiro teste, na auséncia da plataforma de escape.

IV.3.2. Versao espacial: Controle Reforco

Para assegurar que os efeitos observados se devem de fato a reativagao
nao-reforgcada do tragco mnemaonico, na primeira sessao de teste, que precede as
infusBes, houve a presenca da plataforma (refor¢o). Apos o rato ter encontrado
a plataforma, ele permaneceu nela por 30 segundos.

IV.3.3. Versao espacial: Controle Infusdo

Para assegurar que os efeitos observados se devem a infusdo dos
farmacos apenas quando ocorrem imediatamente apds a sesséo de reativacao
ndo-reforcada, e ndo a infusdo dos farmacos per se, ndo houve a primeira

sessdao de teste no dia respectivo, mas apenas a infusdo dos farmacos.

IV.3.4. Versao espacial: Controle Temporal

Para assegurar que os efeitos observados apés a infusdo dos farmacos
imediatamente apds a primeira sessdo de reativacao sédo tempo especificos, a
infusdo dos farmacos foi realizada 3 horas (em vez de imediatamente) apds a

primeira sessao de reativacao sem reforco.

IV.3.5. Versao espacial: Controle Estrutura

Para assegurar que os efeitos observados apés a infusdo dos farmacos
imediatamente apds a primeira sessdo de reativacdo sem reforco séo estrutura
especificos, a infusdo dos farmacos foi feita 1 mm acima da regido CA1l do

hipocampo dorsal, atingindo assim outra estrutura, o cortex occipital médio-

lateral.

IV. 4 Tratamento farmacologico

Imediatamente apds o primeiro teste 24 horas pés-treino no LAM, os

animais receberam infusdes bilaterais de 1,0 ul de veiculo com ou sem farmacos
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dissolvidos, através de suas canulas guias diretamente em regides cerebrais
pré-definidas. Para realizagdo da infusdo foi utilizada uma canula de infuséo
(0,05 mm de diametro e 10,0 mm de comprimento), conectada a uma micro-
seringa Hamilton por um tubo de polietileno, onde esse aparato foi carregado
logo antes da infusdo com o material a ser infundido. Apos a introducdo da
canula de infusdao na luz da canula-guia, a infusdo foi iniciada lentamente,
durante 30 segundos em um lado e depois no outro, sendo que ao término de
cada infusao, a canula foi deixada no local por 30 segundos adicionais para evitar

refluxo. (Figura 7 e 8)
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Figura 7: Aparato para infusdo de farmacos através de canulas-guia posicionadas durante
acirurgia estereotaxica

46



Figura 8: Introducédo da céanula de infusdo. Apds a introducédo da canula de infuséo na luz
dacanula-guia, inicia-se infusdo lentamente, durante 30 segundos e a canula é deixada no
local por 30 segundos adicionais para evitar refluxo
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IV. 5 Controle histolégico da localizagdo das canulas-guia e do local da

infusdo

A constatacdo do posicionamento da implantacdo das canulas
anatomicamente e também do local que foi atingido pela infusédo foi realizada
post-mortem, sendo o sacrificio dos animais executado por decaptacédo. Para
isso, depois de todos os procedimentos comportamentais aos quais 0s animais
foram submetidos, os mesmos receberam 1,0 ul de uma solugéo de azul de
metileno 0,1% através das canulas da mesma forma que foi realizada durante a
infusdo poOs-teste descrita anteriormente nos animais. Quinze minutos depois
disto, eles foram sacrificados e seus cérebros removidos e colocados em uma
solucédo de formol 4% por um periodo de 4 a 7 dias. Apos isto procedeu-se a
analise histologica, sendo considerados para analise estatistica somente
agueles animais onde a localizagdo da mancha de azul de metileno encontrou-

se dentro de um raio de 2 mm do local desejado. (Figura 9)
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Figura 9: Representacdo esquemética de um corte histolégico do hemisfério cerebral,
sendo que a parte grifada, mostra a &area alvo das infusdes realizadas durante os
experimentos (SILVA, 2005)

IV. 6 Farmacos utilizados

Nesse estudo foram utilizadas 9 drogas diferentes nas infusdes intra-CA1l
do hipocampo dos animais. A adenosina oriunda da Sigma (A9251) e o restante

oriundos da Tocris Bioscience, conforme descrito no Quadro 3.
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Quadro 3. Descricdo das drogas que foram utilizadas assim como os receptores alvo de cada

uma, que foram administrados intra-CA1 ao longo do experimento.

“m Receptor alvo Solublllzado em Codlgo Tocris

PSB 0777

Agonistas

BAY 60-6583 A2B DMSO

HEMADO A3 DMSO

DPCPX Al DMSO

SCH 442416 A2a DMSO
Antagonistas

PSB 603 A2B DMSO

MRS 3777

IV.7 N amostral.

Cada grupo experimental do LAM corresponde a 12 animais em média,
para que, considerando-se o0 desvio padrdo médio dos parametros medidos
inerente a esta tarefa, seja possivel a deteccdo de diferenca estatistica
minimizando-se o erro tipo | com o minimo de uso de animais.

A guantidade de ratos utilizados em cada grupo, a partir desta premissa,

consta na descricao dos resultados mais adiante.

IV.8 Descarte de residuos

Ao final dos experimentos, as carcacas dos animais eutanasiados foram
encaminhadas a um freezer proprio para este fim, para depois terem sido
encaminhados para o Departamento de Veterinaria que dispde de um

incinerador para tais residuos.
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Materiais sujos de sangue (ponteiras plasticas e agulhas de infuséo de
farmacos) e outros residuos biologicos (pelos, pele e sobras de tecidos) foram
descartados em sacos de lixo para material biolégico contaminado, que
posteriormente foi destinado a incineracédo (Laboratério de Anatomia Veterinaria,
do Departamento de Veterinaria da UNICENTRO).

IV.9 Andlise Estatistica dos Dados

Os dados foram verificados quanto ao seu perfil de distribuicdo normal
atraves do teste de Shapiro-Wilk. Os dados comportamentais sdo apresentados

como média * erro padrdo da media (SEM).

Utilizamos como parametros de avaliacdo de aprendizado durante as
sessOes de teste no LAM o tempo de laténcia do animal, ou seja, o tempo em
gue ele levou para chegar ao local onde a plataforma se encontrava nos dias de
treino, e 0 tempo em que 0 mesmo persistia procurando a plataforma dentro do
guadrante alvo. A analise foi feita com base na comparacéo de grupos através
do teste de ANOVA de uma via e teste pos hoc de Dunett de todos os grupos
contra o grupo veiculo. Ainda, a percentagem média de tempo gasto por cada
grupo experimental no quadrante alvo na tarefa do LAM foi comparada a média
tedrica de 25% através do teste t simples, para determinar se houve retencéo de
memoria de longo prazo em cada grupo. O software Grand Prism foi utilizado

para estas analises estatisticas e para a elaboracéo dos graficos.
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CAPITULO V — RESULTADOS

V.1 Curva dose-resposta

Para analisar o efeito da administracéo intra-hipocampal da adenosina na
reconsolidacéo recente de uma memoria espacial, ratos Wistar foram treinados
no LAM, como descrito no capitulo anterior, e entdo receberam infusGes
bilaterais intra-CA1 de veiculo (salina) ou adenosina a diferentes doses
imediatamente apds a sessdo de teste sem reforgo realizada 24 horas apos a
Ultima sessao de treino. Primeiramente, observamos que ao longo dos dias de
treino os animais aprenderam a tarefa, como verificado pela diminui¢do do tempo
meédio de laténcia dos animais (Figura 10.A), e que 0s animais conseguiram
consolidar uma memoria de longo prazo recente para esta tarefa, como
verificado pela laténcia (Figura 10.B) e pela permanéncia no quadrante-alvo
(Figura 10.C) durante a primeira sessao de teste sem refor¢o realizada 24 horas
apos a ultima sesséo de treino.

A adenosina, nas doses de 10 e 100 nmol/lado diminuiu a permanéncia
no quadrante-alvo em sessdes de teste sem reforgo realizadas 24 horas e 5 dias
apos a primeira sessao de teste sem reforco (Figura 10.C). Ainda analisando as
segunda e terceira sessbes de teste, verifica-se também que quando
comparamos a permanéncia no quadrante-alvo com o percentual default (sem
aprendizado prévio) de permanéncia em cada quadrante (percentual tedrico de
25% da duracdo da sesséo de teste), os grupos que receberam a infusdo O
minuto pos-teste de adenosina 10 ou 100 nmol/lado ndo apresentaram diferenca
significativa em suas permanéncias, corroborando que a adenosina nestas
doses causou prejuizo no desempenho da reconsolidacdo de longo prazo
recente (segundo teste 24 horas pOs-teste) e remota (terceiro teste 5 dias pos-
teste).

A adenosina ndo causou qualquer desses efeitos nas doses de 0,1 ou 1,0
nmol/lado, evidenciando que o efeito da adenosina na reconsolidagéao recente
de memoria espacial de longa duracdo é dose dependente. Nos proximos

experimentos, portanto, trabalhamos com a dose de 10 nmol/lado de adenosina,
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a menor dose que apresentou efeito. Esta também foi a dose de trabalho dos
agonistas.

Para garantir que os antagonistas cumprissem seu papel de bloqueio de
seus receptores respectivos, trabalhamos com doses em excesso em relacdo a
dose de trabalho da adenosina, limitados pela capacidade de concentracdo em
seus veiculos. Assim a dose de trabalho de todos os antagonistas foi de 50
nmol/lado.
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Figura 10: Infusé@o bilateral intra CA1 dorsal de adenosina imediatamente pos-teste sem
reforco prejudica a reconsolidacao recente de meméria de longa duracéo relativa a tarefa
do LAM, conforme verificado 24 horas e 5 dias ap0s esta reativacdo. Ratos com canulas de
infusdo implantadas bilateralmente mirando a regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados
durante 5 d na versao espacial do LAM. 24 h depois da Ultima sesséo de treino, os ratos foram
randomicamente designados para um de cinco grupos experimentais e submetidos a um teste
de evocacédo de 60 s na auséncia da plataforma de escape (P1, barra preta). Adenosina (Ade
0,1, 1,0, 10 e 100 nmol/lado, barras cinzas) ou veiculo (VEH, barra branca) foi bilateralmente
infundida (1,0 pl) na regido CAL do hipocampo dorsal de ratos imediatamente apés este teste de
evocacao 24 horas pos-treino. (A) Laténcia média de oito largadas por dia de treino de todos os
ratos até a localizacao da plataforma de escape). (B e C) A retencdo da memodria foi verificada
em um segundo teste de 60 s realizado 24 h apés o primeiro teste, e em um terceiro teste de 60
srealizado 5 d ap6s o primeiro teste. Os dados estédo expressos como médias (+ EM) da laténcia
de nado até o local prévio da plataforma de escape (B) ou como a porcentagem de tempo de
nado gasto dentro do quadrante-alvo (C). # p < 0,05, ## p < 0,01 e ### p < 0,001 vs. porcentual
tedrico de 25% em teste t de Student. * p < 0,05 vs. VEH em teste de Dunnett ap6s ANOVA de
uma via. (n = 7 — 14 por grupo).

V.2. Reversédo receptor-especifica do efeito amnésico da adenosina sobre
a reconsolidacdo recente de memoéria espacial de longa duracéao recente e
remota

Apbs a obtencdo da curva dose-resposta, resolvemos entdo estudar a
participagdo individual dos receptores A1, Aza, A2z € A3z no efeito amnésico
provocado pela adenosina conforme descrito anteriormente. Para isto,
realizamos a co-infuséo bilateral intra-CA1 de adenosina (10 nmol/lado) mais um
dos antagonistas dos receptores A1, A2a, A2s e Az (50 nmol/lado) imediatamente
apos a sessao de teste sem reforgo realizada 24 horas apés a Ultima sessao de
treino. A dose dos antagonistas infundida foi maior do que a de adenosina para
assegurar sua inibicdo frente a adenosina. Novamente, observamos que ao
longo dos dias de treino os animais aprenderam a tarefa, como verificado pela
diminuicdo do tempo médio de laténcia dos animais (Figura 11.A), e que 0s
animais conseguiram consolidar uma memdéria de longo prazo recente para esta
tarefa, como verificado pela laténcia (Figura 11.B) e pela permanéncia no
gquadrante-alvo (Figura 11.C) durante a primeira sessao de teste sem reforco
realizada 24 horas apés a ultima sessao de treino.

O antagonista A1 (DPCPX) e o antagonista As (MRS 3777) reverteram o
efeito amnésico da adenosina conforme verificado no segundo teste 24 horas
poOs-teste, em que 0s animais que receberam adenosina co-infundida com esses
antagonistas desempenharam uma laténcia para o local prévio da plataforma

(Figura 11.B) e uma porcentagem de tempo de nado gasto no quadrante-alvo
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(Figura 11.C) tais quais o grupo veiculo. No caso da porcentagem de tempo de
nado gasto no quadrante-alvo, a dos grupos que receberam co-infusdo de
adenosina e antagonista A1 ou As foi significativamente maior do que a
porcentagem default tedrica de 25% por quadrante, diferentemente dos outros
grupos que apresentaram prejuizo neste parametro, com desempenho similar ao
grupo que recebeu apenas adenosina, e nao diferindo significativamente da
porcentagem default tedrica de 25% por quadrante.

No terceiro teste realizado 5 dias ap0s a primeira sesséo de teste, 0s
resultados encontrados foram muito parecidos com os do segundo teste quanto
ao parametro da porcentagem de tempo de nado gasto no quadrante-alvo
(Figura 11.C). Os antagonistas A1 e As quando co-infundidos com a adenosina
resultaram em um desempenho dos ratos neste parametro nao distinguivel do
desempenho do grupo veiculo. Porém, apenas o grupo co-infundido com
adenosina e antagonista A3z apresentou uma porcentagem de tempo de nado
gasto no quadrante-alvo significativamente maior do que a porcentagem default
tedrica de 25%. Assim ndo podemos concluir que o grupo co-infundido com
adenosina e antagonista A1 conseguiu um desempenho neste parametro
compativel com estabilizacdo desta memdria para evocacao remota.

Ainda no terceiro teste, também houveram diferencas significativas
qguanto a laténcia para o local prévio da plataforma (Figura 11.B), em que os
grupos que receberam co-infusdo de adenosina e antagonista A1 ou antagonista
A2s (PSB 603) apresentaram laténcias significativamente maiores que o grupo
veiculo. Vale frisar aqui que este parametro, o da laténcia de escape para o local
prévio da plataforma em uma sessao de teste, € um parametro secundario que
visa aferir a precisdo (o rato se dirigiu primeiramente para este local?) da
evocagcdo da memoria armazenada, utilizado como parametro acessoério ao
parametro da porcentagem de tempo de nado gasto no quadrante-alvo, este sim
o parametro principal que afere a exatiddo (o rato estd procurando pela
plataforma exatamente no local em que ela se encontrava?) e a intensidade
(quanto de seu tempo de nado o rato gasta procurando a plataforma no local
correto?) da evocacdo da memodria armazenada (D’HOOGE; DEYN, 2001;
MORRIS, 1984). Assim, o conjunto desses resultados neste experimento nos
permite concluir apenas que o efeito amnésico da adenosina verificado na

reconsolidacao recente de memoria de longo prazo depende de sua agao sobre
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0s receptores A1 e As quando esta memoria é evocada 24 horas apos a
reativacao recente sem refor¢co que disparou o processo de reconsolidacao, mas
apenas de sua acao sobre receptores A3 quando esta memoria é evocada em

um prazo remoto, 5 dias apds a reativacdo recente sem reforco.
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cénulas de infusdo implantadas bilateralmente mirando a regido CA1 do hipocampo dorsal foram
treinados durante 5 d na versdo espacial do LAM. 24 h depois da Ultima sesséo de treino, os
ratos foram randomicamente designados para um de seis grupos experimentais e submetidos a
um teste de evocacdo de 60 s na auséncia da plataforma de escape (P1, barra preta). Os ratos
receberam infusao bilateral intra-CA1 (1,0 ul) de veiculo (VEH, barra branca), adenosina (Ade;
10 nmol/lado, barra cinza) ou adenosina (10 nmol/lado) mais 50 nmol/lado de DPCPX (Ade +
anti-A1, barra cinza hachurada vertical), SCH 442416 (Ade + anti-Aa, barra cinza hachurada em
aclive), PSB 603 (Ade + anti-Agg, barra cinza hachurada horizontal) ou MRS 3777 (Ade + anti-
As, barra cinza hachurada em declive) imediatamente apos este teste de evocacdo sem reforco
24 horas poés-treino. (A) Laténcia média de oito largadas por dia de treino de todos os ratos até
a localizacédo da plataforma de escape). (B e C) A retencdo da memodria foi verificada em um
segundo teste de 60 s realizado 24 h apds o primeiro teste, e em um terceiro teste de 60 s
realizado 5 d apds o primeiro teste. Os dados estédo expressos como médias (+ EM) da laténcia
de nado até o local prévio da plataforma de escape (B) ou como a porcentagem de tempo de
nado gasto dentro do quadrante-alvo (C). # p < 0,05, ## p < 0,01 e ### p < 0,001 vs. porcentual
tedrico de 25% em teste t de Student. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs. VEH em teste de
Dunnett apés ANOVA de uma via. (n = 11 — 18 por grupo).

V.3 Participacdo da adenosina enddgena na reconsolidagdo recente de
memaoria espacial de longa duracao recente e remota

Neste experimento investigamos se 0s receptores A1, Aza, A € As
participam constitutivamente do processo de reconsolidacdo recente de memoria
de longa duracao recente e remota. Para isto, realizamos a infuséo bilateral intra-
CAl dos antagonistas dos receptores Ai, Aza, A2z e Az (50 nmol/lado)
imediatamente apds a sessdo de teste sem reforco realizada 24 horas apés a
ltima sesséo de treino. Novamente, observamos que ao longo dos dias de treino
0os animais aprenderam a tarefa, como verificado pela diminuicdo do tempo
meédio de laténcia dos animais (Figura 12.A), e que 0S animais conseguiram
consolidar uma memodria de longo prazo recente para esta tarefa, como
verificado pela laténcia (Figura 12.B) e pela permanéncia no quadrante-alvo
(Figura 12.C) durante a primeira sessao de teste sem reforgo realizada 24 horas
apos a ultima sessdao de treino.

Neste experimento ndo foram observadas diferencas significativas entre
grupos na segunda sessao de teste realizada 24 horas apds a sessdo de
reativacdo sem reforco quanto a porcentagem de tempo de nado gasto no
gquadrante-alvo (Figura 12.C). Porém, na terceira sesséo de teste, realizada 5
dias ap0s a sessdo de reativacdo sem reforco, verificamos que o grupo que
recebeu a infusdo de antagonista As (MRS 3777) demonstrou um desempenho
significativamente melhor do que o grupo veiculo, indicando que a adenosina

endogena pode participar via receptores Az como um modulador cuja acéo

59



contribui para uma diminuicdo da estabilidade de memadria espacial de longa
duracéo remota.

Interessantemente, o antagonista A1 (DPCPX) causou um aumento
significativo da laténcia para o local prévio da plataforma nos segundo e terceiro
testes em relacdo aos respectivos grupos controle (VEH) (Figura 12.B). Apesar
da diferenca significativa, a magnitude desse aumento € pequena, nao
permitindo formar alguma concluséo sobre algum efeito da adenosina endégena
sobre os receptores Ai, visto que ndo houve um resultado respaldante

semelhante no parametro de porcentagem de tempo nado no quadrante-alvo.
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Figura 12: Infusdo bilateral intra CAl dorsal de antagonistas Al, A2A, A2B e A3
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longa duracéo relativa a tarefa do LAM, conforme verificado 24 horas e 5 dias ap0s esta
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reativacdo. Ratos com cénulas de infusdo implantadas bilateralmente mirando a regido CA1 do
hipocampo dorsal foram treinados durante 5 d na versado espacial do LAM. 24 h depois da Ultima
sessdo de treino, os ratos foram randomicamente designados para um de cinco grupos
experimentais e submetidos a um teste de evocagdo de 60 s na auséncia da plataforma de
escape (P1, barra preta). Os ratos receberam infuséo bilateral intra-CA1 (1,0 pl) de veiculo (VEH,
barra branca), de DPCPX 50 nmol/lado (anti-A;, barra hachurada vertical), SCH 442416 50
nmol/lado (anti-Aza, barra hachurada em aclive), PSB 603 50 nmol/lado (anti-Azs, barra
hachurada horizontal) ou MRS 3777 50 nmol/lado (anti-As, barra hachurada em declive)
imediatamente apos este teste de evocacao sem reforgco 24 horas p6s-treino. (A) Laténcia média
de oito largadas por dia de treino de todos os ratos até a localizacdo da plataforma de escape).
(B e C) A retencdo da memodria foi verificada em um segundo teste de 60 s realizado 24 h apés
0 primeiro teste, e em um terceiro teste de 60 s realizado 5 d apds o primeiro teste. Os dados
estdo expressos como médias (+ EM) da laténcia de nado até o local prévio da plataforma de
escape (B) ou como a porcentagem de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo (C). Todos
0S grupos apresentam porcentagem de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo
significativamente maior que o porcentual tedrico de 25% em teste t de Student. * p < 0,05, ** p
< 0,01 e *** p < 0,001 vs. VEH em teste de Dunnett apds ANOVA de uma via. (n = 11 — 18 por

grupo).

V.4 Efeito da ativacédo individual dos receptores adenosinérgicos sobre a
reconsolidacdo recente de memoria espacial de longa duracédo recente e
remota

Neste experimento investigamos se a ativacao individual dos receptores
A1, A2a, A2 0U A3 causa 0 mesmo efeito que a adenosina causou no processo de
reconsolidacdo recente de memoria de longa duracédo recente e remota. Para
isto, realizamos a infusdo bilateral intra-CA1 dos agonistas dos receptores Az,
A2a, Az2s e Az (10 nmol/lado) imediatamente apds a sesséo de teste sem reforco
realizada 24 horas ap6s a Ultima sessdo de treino. A dose dos agonistas
infundida foi a mesma que a de adenosina. Novamente, observamos que ao
longo dos dias de treino os animais aprenderam a tarefa, como verificado pela
diminuicdo do tempo médio de laténcia dos animais (Figura 13.A), e que 0s
animais conseguiram consolidar uma memoéria de longo prazo recente para esta
tarefa, como verificado pela laténcia (Figura 13.B) e pela permanéncia no
quadrante-alvo (Figura 13.C) durante a primeira sessao de teste sem reforgo
realizada 24 horas apés a ultima sessao de treino.

Neste experimento ndo foram observadas diferencas significativas entre
grupos na segunda sessdo de teste realizada 24 horas apds a sessdo de
reativacdo sem reforgo quanto a porcentagem de tempo de nado gasto no
guadrante-alvo (Figura 13.C). Porém, na terceira sessdo de teste, realizada 5
dias apos a sesséo de reativacdo sem reforgo, verificamos que o grupo que

recebeu a infusdo do agonista As (HEMADO) desempenhou uma porcentagem
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de tempo de nado gasto no quadrante-alvo significativamente menor do que o
grupo veiculo, e ndo significativamente diferente da porcentagem default tedrica
de 25%.

Assim, quanto ao principal parametro mensurador de evocacdo de
memoria para a tarefa do LAM, a porcentegem de tempo de nado gasto no
quadrante-alvo, o Unico agonista que reproduziu o efeito amnésico da adenosina
sobre a reconsolidacédo recente de memdria espacial de longa duragéo foi o
agonista especifico para o receptor As, € mesmo assim apenas quando essa
memoria foi remota, conforme verificado no terceiro teste realizado 5 dias apés
a primeira sessao de reativagdao sem reforgo. Ficou em aberto explicar como que
a adenosina causa esse mesmo efeito amnésico sobre reconsolidagéo recente
de memoria espacial de longa duracéo recente. Talvez necessite a acdo da
adenosina em mais de um receptor simultaneamente. Investigaremos esta
hip6tese no doutorado.

Os agonistas A1 (CPA) e As (HEMADO) causaram um aumento
significativo da laténcia para o local prévio da plataforma no segundo teste em
relacdo aos respectivos grupos controle (VEH) (Figura 13.B). Apesar da
diferenca significativa, a magnitude desse aumento € pequena, ndo permitindo
formar alguma conclusdo sobre algum efeito desses agonistas sobre seus
receptores, visto que ndo houve um resultado respaldante semelhante no

parametro de porcentagem de tempo nado no quadrante-alvo.
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Figura 13: Infuséo bilateral intra CAl dorsal de agonistas A1, A2A, A2B e A3 imediatamente
pos-teste sem refor¢co ndo afeta a reconsolidagéo recente de meméria de longa duracédo
relativa a tarefa do LAM, conforme verificado 24 horas e 5 dias ap6s esta reativagdo, com
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excegcdo do agonista As que prejudicou a estabilidade da memoria de longa duracéo
remota verificada 5 dias pos-teste. Ratos com canulas de infusdo implantadas bilateralmente
mirando a regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados durante 5 d na verséo espacial do
LAM. 24 h depois da ultima sessao de treino, os ratos foram randomicamente designados para
um de cinco grupos experimentais e submetidos a um teste de evocacéo de 60 s na auséncia da
plataforma de escape (P1, barra preta). Os ratos receberam infusdo bilateral intra-CA1 (1,0 pl)
de veiculo (VEH, barra branca), de CPA 10 nmol/lado (A1, barra hachurada vertical), PSB 0777
10 nmol/lado (Aza, barra hachurada em aclive), BAY 60-6583 10 nmol/lado (Azs, barra hachurada
horizontal) ou HEMADO 10 nmol/lado (As, barra hachurada em declive) imediatamente apés este
teste de evocacdo sem reforco 24 horas pos-treino. (A) Laténcia média de oito largadas por dia
de treino de todos os ratos até a localizacdo da plataforma de escape). (B e C) A retencéo da
memoria foi verificada em um segundo teste de 60 s realizado 24 h ap6s o primeiro teste, e em
um terceiro teste de 60 s realizado 5 d apos o primeiro teste. Os dados estdo expressos como
médias (x EM) da laténcia de nado até o local prévio da plataforma de escape (B) ou como a
porcentagem de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo (C). O grupo Az no teste 5d pos-
teste € o (nico grupo que ndo apresenta porcentagem de tempo de nado gasto dentro do
quadrante-alvo significativamente maior que o porcentual teérico de 25% em teste t de Student.
*p <0,05, * p<0,01 e**p<0,001vs. VEH em teste de Dunnett apds ANOVA de uma via. (n
=6 — 15 por grupo).

V.5 Realizag&o dos controles experimentais

Para validacdo dos resultados acima descritos realizamos 0s seguintes
controles: controle infusdo, controle reforco, controle temporal e controle

estrutura.

V.5.1 Controle infusao

Para realizacdo do controle infusdo, realizamos todos os dias de
treinamento conforme descrito nos experimentos anteriores. No dia em que seria
realizado o primeiro teste 24 horas ap0s a ultima sesséo de treino, 0s animais
nNao passaram por esse teste e mesmo assim receberam a infusédo intra-CA1
bilateral de veiculo ou adenosina na dose de 10 nmol/lado. Os testes 48 horas e
6 dias ap0s a ultima sessao de treino foram realizados normalmente, seguindo
0 protocolo proposto durante toda a parte experimental do projeto.

A infusdo de adenosina 24 horas pos-treino, sem ter sido precedida de
uma sessao de reativacdo sem refor¢co, ndo causou amneésia anteroégrada para
a memoria espacial de longa duracgéo recente e remota conforme verificado nos
testes 48 horas e 6 dias poés-treino (Figura 15). Este resultado exclui a
possibilidade de o efeito da adenosina verificado anteriormente tenha sido
independente de sua infusdo intra-CAl ter sido imediatamente precedida da

sessdo de reativacdo sem reforgco, ou devido a alguma acgédo tardia
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desencadeada pela adenosina per se que seria verificavel 24 horas apos sua

infusao.
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Figura 14: Infusao bilateral intra CA1 dorsal de adenosina 24 horas apés a Ultima sessao
de treino ndo prejudica a evocagao de memoéria de longa duracao relativa a tarefa do LAM,
conforme verificado 48 horas e 6 dias ap6s a Ultima sessdo de treino. Ratos com canulas
de infusdo implantadas bilateralmente mirando a regido CAl do hipocampo dorsal foram
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treinados durante 5 d na versdo espacial do LAM. 24 h depois da Ultima sesséo de treino, os
ratos foram randomicamente designados para um de dois grupos experimentais. Adenosina (Ade
10 nmol/lado, barra cinza) ou veiculo (VEH, barra branca) foi bilateralmente infundida (1,0 pl) na
regido CA1 do hipocampo dorsal de ratos 24 horas pos-treino (INF). (A) Laténcia média de oito
largadas por dia de treino de todos os ratos até a localizagao da plataforma de escape). (B e C)
A retencdo da memdria foi verificada em um teste de 60 s realizado 48 h pés-treino, e em um
segundo teste de 60 s realizado 6 d pés-treino. Os dados estao expressos como médias (£ EM)
da laténcia de nado até o local prévio da plataforma de escape (B) ou como a porcentagem de
tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo (C). Nao houve diferenca estatistica entre os
grupos, e todos o0s grupos apresentam porcentagem de tempo de nado gasto dentro do
quadrante-alvo significativamente maior que o porcentual teérico de 25% em teste t de Student..
(n =10 - 11 por grupo).

V.5.2 Controle reforgo

Para realizacdo do controle reforco, realizamos todos os dias de
treinamento conforme descrito nos experimentos anteriores. No primeiro teste
realizado 24 horas ap0s a Ultima sesséo de treino, os animais foram submetidos
a um teste de 60 segundos na presenca da plataforma de escape, de forma que
esse teste foi como mais uma sessdo de treino com reforco. Os animais
receberam imediatamente ap0s essa sessao de teste com reforco a infusao intra-
CAL1 bilateral de veiculo ou adenosina na dose de 10 nmol/lado. Os testes 24
horas e 5 dias apds essa sessdo de teste (também denominada reativacao)
foram realizados normalmente, seguindo o protocolo proposto durante toda a
parte experimental do projeto.

A infus@o de adenosina imediatamente pos-teste com refor¢o ndo causou
amnésia anterdgrada para a memoria espacial de longa duracdo recente e
remota conforme verificado nos testes 24 horas e 5 dias apds o primeiro teste
(Figura 15). Este resultado condiciona o efeito da adenosina verificado
anteriormente a auséncia do refor¢o (plataforma de escape) durante a sesséo
de reativacdo, necessaria para que haja o disparo do processo de labilizacdo
que possibilita 0 processo de reconsolidacdo que ocorre a seguir. Assim este
resultado nos permite afirmar que o efeito da adenosina verificado nesta
dissertacao foi de fato sobre a reconsolidagédo recente de memaria espacial de

longa duragéo recente e remota.
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Figura 15: Infusdo bilateral intra CA1 dorsal de adenosina imediatamente pds-teste com
reforco néo prejudica a reconsolidacéo recente de memdria de longa duragdo relativa a
tarefa do LAM, conforme verificado 24 horas e 5 dias apds esta reativacdo. Ratos com
cénulas de infusdo implantadas bilateralmente mirando a regido CA1 do hipocampo dorsal foram
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treinados durante 5 d na versdo espacial do LAM. 24 h depois da ultima sessédo de treino, 0s
ratos foram randomicamente designados para um de dois grupos experimentais e submetidos a
um teste de evocacdo de 60 s com a presenca da plataforma de escape (R, barra preta).
Adenosina (Ade 10 nmol/lado, barra cinza) ou veiculo (VEH, barra branca) foi bilateralmente
infundida (1,0 pl) na regido CA1 do hipocampo dorsal de ratos imediatamente apds este teste de
evocacgdo 24 horas pos-treino. (A) Laténcia média de oito largadas por dia de treino de todos os
ratos até a localizacao da plataforma de escape). (B e C) A retencdo da memodria foi verificada
em um segundo teste de 60 s realizado 24 h ap@s o primeiro teste, e em um terceiro teste de 60
s realizado 5 d apés o primeiro teste, ambos com a plataforma de escape ausente. Os dados
estdo expressos como médias (+ EM) da laténcia de nado até o local prévio da plataforma de
escape (B) ou como a porcentagem de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo quando
a plataforma de escape esteve ausente (C). Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos, e
todos os grupos apresentam porcentagem de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo
significativamente maior que o porcentual teérico de 25% em teste t de Student.. (n = 6 por

grupo).

V.5.3 Controle temporal

Para realizagdo do controle temporal, realizamos todos os dias de
treinamento conforme descrito nos experimentos anteriores. No primeiro teste
realizado 24 horas ap0s a ultima sessao de treino, os animais foram submetidos
a um teste de 60 segundos na auséncia da plataforma de escape. Os animais
receberam 3 horas apos essa sessao de teste sem refor¢o a infuséo intra-CA1
bilateral de veiculo ou adenosina na dose de 10 nmol/lado. Os testes 24 horas e
5 dias ap0s essa sessao de teste foram realizados normalmente, seguindo o
protocolo proposto durante toda a parte experimental do projeto.

A infusdo de adenosina 3 horas poés-teste sem reforco ndo causou
amnésia anterdgrada para a memoria espacial de longa duracdo recente e
remota conforme verificado nos testes 24 horas e 5 dias ap6s o0 primeiro teste
(Figura 16). Este resultado mostra que o efeito da adenosina verificado
anteriormente sobre a reconsolidacdo recente de memaria espacial de longa

duracdo recente e remota é tempo dependente.
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Figura 16: : Infus&o bilateral intra CA1 dorsal de adenosina 3 horas pos-teste sem reforgco
ndo prejudica areconsolidagéo recente de memdria de longa duragdao relativa a tarefa do
LAM, conforme verificado 24 horas e 5 dias apds esta reativacdo. Ratos com canulas de
infusdo implantadas bilateralmente mirando a regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados
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durante 5 d na versao espacial do LAM. 24 h depois da ultima sessao de treino, os ratos foram
randomicamente designados para um de dois grupos experimentais e submetidos a um teste de
evocacao de 60 s na auséncia da plataforma de escape (P1, barra preta). Adenosina (Ade 10
nmol/lado, barra cinza) ou veiculo (VEH, barra branca) foi bilateralmente infundida (1,0 pl) na
regido CA1 do hipocampo dorsal de ratos 3 h ap0s este teste de evocacao 24 horas pos-treino.
(A) Laténcia média de oito largadas por dia de treino de todos os ratos até a localizagdo da
plataforma de escape). (B e C) A retencdo da memdria foi verificada em um segundo teste de 60
s realizado 24 h apds o primeiro teste, e em um terceiro teste de 60 s realizado 5 d apés o
primeiro teste. Os dados estdo expressos como médias (+ EM) da laténcia de nado até o local
prévio da plataforma de escape (B) ou como a porcentagem de tempo de nado gasto dentro do
quadrante-alvo (C). N&o houve diferenca estatistica entre os grupos, e todos 0s grupos
apresentam porcentagem de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo significativamente
maior que o porcentual teérico de 25% em teste t de Student. (n = 6 — 8 por grupo).

V.5.4 Controle estrutura

Para realizagdo do controle estrutura, realizamos todos os dias de
treinamento conforme descrito nos experimentos anteriores. No primeiro teste
realizado 24 horas apds a ultima sessao de treino, os animais foram submetidos
a um teste de 60 segundos na auséncia da plataforma de escape. Os animais
receberam imediatamente apds essa sessdo de teste sem refor¢co a infusédo
bilateral intra-cortex occipital médio-lateral, situado exatamente 1 mm acima da
regido CA1l do hipocampo dorsal, de veiculo ou adenosina na dose de 10
nmol/lado. Os testes 24 horas e 5 dias apds essa sessdo de teste foram
realizados normalmente, seguindo o protocolo proposto durante toda a parte
experimental do projeto.

A infusdo de adenosina imediatamente pds-teste sem reforco em uma
regido 1 mm acima da regido CA1 dorsal ndo causou amnésia anterégrada para
a memoria espacial de longa duracéo recente e remota conforme verificado nos
testes 24 horas e 5 dias ap06s o primeiro teste (Figura 17). Este resultado mostra
que o efeito da adenosina verificado anteriormente sobre a reconsolidacao
recente de memoaria espacial de longa duragéo recente e remota é CA1 dorsal
dependente.
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Figura 17: Infusdo bilateral intra cOrtex occipital médio-lateral de adenosina
imediatamente pos-teste sem refor¢co ndo prejudica a reconsolidagao recente de memoéria
de longaduracéo relativa a tarefa do LAM, conforme verificado 24 horas e 5 dias apds esta
reativacdo. Ratos com cénulas de infusdo implantadas bilateralmente mirando 1 mm acima da
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regido CA1 do hipocampo dorsal, ou seja, a regido cortical occipital médio-lateral, foram treinados
durante 5 d na versao espacial do LAM. 24 h depois da ultima sessao de treino, os ratos foram
randomicamente designados para um de dois grupos experimentais e submetidos a um teste de
evocacao de 60 s na auséncia da plataforma de escape (P1, barra preta). Adenosina (Ade 10
nmol/lado, barra cinza) ou veiculo (VEH, barra branca) foi bilateralmente infundida (1,0 pl) na
regido cortical occipital médio-lateral de ratos imediatamente apds este teste de evocagéo 24
horas pos-treino. (A) Laténcia média de oito largadas por dia de treino de todos os ratos até a
localizacdo da plataforma de escape). (B e C) A retencdo da memodria foi verificada em um
segundo teste de 60 s realizado 24 h apds o primeiro teste, e em um terceiro teste de 60 s
realizado 5 d apds o primeiro teste. Os dados estdo expressos como médias (+ EM) da laténcia
de nado até o local prévio da plataforma de escape (B) ou como a porcentagem de tempo de
nado gasto dentro do quadrante-alvo (C). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos, e
todos os grupos apresentam porcentagem de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo
significativamente maior que o porcentual tedrico de 25% em teste t de Student. (n = 6 — 7 por

grupo).
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CAPITULO VI - DISCUSSAO

Os resultados apresentados nesta dissertagédo mostram que a adenosina,
quando infundida diretamente na regidao CAl do hipocampo dorsal de ratos,
prejudicou de maneira dose-dependente a retencdo da memoria espacial de
longa duracdo recente e remota relativa a tarefa do LAM, um efeito que foi
parcialmente mimetizado pela ativacdo especifica de receptores As, em que
houve prejuizo da retencdo da memoria espacial de longa duracéo remota, mas
nado da recente. Tal mimetizacdo foi possivel através da administracdo do
agonista especifico dos receptores As, HEMADO, tendo sua especificidade
confirmada por AUCHAMPACH et al.,, 2010, e também sua afinidade pelo
receptor confirmada por sua constante de dissociagao (Ki) de 1.1 nM. Este efeito
amnésico foi observado apenas quando a adenosina foi administrada
imediatamente pds-treino, mas ndo 3 horas apds a sessao de teste sem reforco
realizada 24 horas apds a Ultima sessdo de treino, sugerindo que o efeito
amnésico da adenosina se deve a uma acdo tempo-dependente do processo de
reconsolidacao, e que ndo se trata de uma consequéncia de efeitos tardios sobre
a evocacao ou sobre as atividades locomotora e exploratéria, visto que néo
houve alteracdo da velocidade de nado em todos 0s grupos experimentais.

As drogas utilizadas no nosso trabalho, tanto os agonistas, como 0s
antagonistas, ja haviam sido descritas na literatura (RALEVIC; BURNSTOCK,
1998) como também utilizadas em trabalhos anteriores (CORODIMAS; TOMITA,
2001; LATINI; PEDATA, 2001), justificando o uso das mesmas em noSsoS
grupos de teste.

Para escolha das doses a serem infundidas durante as etapas do
experimento, utilizamos a curva dose como um referencial. Os agonistas
possuem uma afinidade maior pelos receptores adenosinérgicos, baseado na
constante de dissociacdo (Ki) dos mesmos quando comparados a adenosina,
fato confirmado pela nossa revisdo de literatura (BARALDI et al.,, 2005;
BORRMANN et al., 2009; DE LERA RUIZ; LIM; ZHENG, 2014; KOZMA et al.,
2013; MORO et al., 2006; “Tocris a biotchne brand”, [s.d.]). Dessa forma,
poderiamos utilizar uma dose menor do que a adenosina para reproduzirmos tal

efeito, porém utilizamos a mesma dose (10 nmol), por conservadorismo.
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Ja no caso dos antagonistas, utilizamos uma dose em excesso, maximo
de excesso possivel, para garantir que de fato houvesse o bloqueio dos
receptores.

Também verificamos que a adenosina enddgena pode participar
fisiologicamente da modulacao da estabilidade da memoria espacial ao longo do
tempo de retencdo, visto que o blogueio especifico dos receptores As
imediatamente apds a sessao de teste realizada 24 horas apdés a Ultima sessao
de treino aumentou a retencdo dessa memoria espacial de longa duracdo em
relagdo ao grupo veiculo conforme verificado 5 dias depois. Este resultado
sugere gue diferentes memarias podem ter sua persisténcia ao longo do tempo
modulada pelos niveis enddgenos de adenosina durante 0s momentos em que
essas memorias sao evocadas. Isto pode ter um significado muito importante em
vincular a regulagcado do metabolismo energético neuronal, em que os niveis intra
e extracelulares de adenosina sdo uma variavel chave (CAMICI; GARCIA-GIL;
TOZZI, 2018), com a capacidade da rede formada por esses neurbnios em
sustentar a manutencao de um traco mnemaonico no longo prazo.

Ainda, varios trabalhos descrevem as acdes da adenosina como
inibitérias e neuroprotetoras, pelo fato de suas concentracfes extracelulares se
elevarem em condicdes de estresse (JACOBSON; GAO, 2006; RAHMAN, 2009;
SEBASTIAO; RIBEIRO, 2009), visando proteger qualquer dano celular, causado
nessas situacdes. Este papel da adenosina, junto com sua acéo fisiol6gica sobre
a reconsolidacdo recente de memoria espacial de longa duragdo remota,
também permite conectar cenarios em que ha estresse celular com o
desempenho mnemonico subsequente.

Interessantemente, ha relativamente poucos trabalhos na literatura
descrevendo a participacdo do sistema adenosinérgico em processos
mnemoénicos como a consolidacdo e menos ainda a reconsolidagéo,
comparativamente a outros sistemas neuroquimicos. Ha trabalhos que
encontraram que somente a administracao de antagonistas adenosinérgicos nao
acarretam em alteracbes de aprendizado, porém alguns desses trabalhos
investigaram apenas o efeito da adenosina nos receptores A1 e A2 (KOPF et al.,
1999; MIORANZZA et al., 2011), que mesmo tendo utilizado camundongos e

tarefas mnemaonicas diferentes (esquiva inibitoria e reconhecimento de objetos),
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condizem com nossos resultados quanto ao antagonismo nesses receptores
apenas.

A ativacao isolada dos receptores adenosinérgicos nao reproduziu o efeito
da adenosina sobre a reconsolidacao recente de memoria espacial de longa
duracédo recente. Assim, nossos resultados ndo nos permitem por ora explicar
de que forma a adenosina causou tal efeito. Provavelmente, ou a adenosina age
através de algum outro alvo distinto de seus receptores, ou esta acao exige a
ativacdo simultanea de dois ou mais receptores adenosinérgicos. Esta segunda
hipbtese sera testada na continuacao deste trabalho no doutorado.

Ja o fato de o agonista As ter causado um efeito verificavel apenas na
reconsolidacao recente de memoria espacial de longa duragdo remota, mas ndo
na recente, mais uma vez nos mostra uma diferenca no nivel de mecanismos
bioquimicos entre esses dois tipos de memdérias de longa duracéo, recente vs.
remota. A primeira vez em que uma diferenca em nivel bioquimico foi encontrada
entre esses dois tipos de memoéria de longa duracao foi referente a ativacdo da
CaMKIl, que precisa ser ativada imediatamente apds um teste nao reforcado na
tarefa do LAM para que haja uma reconsolida¢do que gere uma memoria estavel
no prazo remoto (5 dias pds-teste sem reforco), conforme demonstrado por DA
SILVA, et al,. 2013. Estes resultados, junto com o fato de a adenosina ser um
fator chave da regulacdo metabdlica neuronal, e com o fato de nesses
mecanismos regulatérios os niveis intracelulares de calcio também serem um
fator chave (LLORENTE-FOLCH et al., 2015), sugere uma interessante linha de
investigagdo, visando descobrir algum vinculo regulatorio entre a razéo
extra/intracelular de adenosina e as vias de transducdo de sinais calcio-
dependentes, e a participacdo desse vinculo em processos mneménicos como
o da reconsolidacdo de memdrias de longa duracdo, e em como diferem em
determinar a persiténcia do traco mnemaonico ao ser reconsolidado.

Além do fato dos nossos dados apresentarem somente alteracdo
significativa em relacdo & memoria espacial de longa duragdo remota quando
ativamos apenas 0 receptor As, foi inusitado estes resultados estarem
relacionados aos receptores As, pois 0s mesmos sdo descritos de forma infima
na literatura, confirmado pela nossa revisao de literatura, onde encontramos uma
série de artigos em que se descreve a fungdo de receptores adenosinérgicos

através de administracfes farmacoldgicas somente nos receptores A1 e familia
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A2. (BORTOLOTTO et al., 2015; DALL’IGNA et al., 2007; HARVEY et al., 2012;
HUANG et al., 2005; KOPF et al., 1999; LIU et al., 2018; MIORANZZA et al.,
2011; SACHDEVA; GUPTA, 2013), sendo os receptores As descritos ha minoria
das vezes (CORODIMAS; TOMITA, 2001; RUBAJ; ZGODZINSKI; SIEKLUCKA-
DZIUBA, 2003; ZHOU et al., 1992).

Dessa forma, conseguimos esclarecer que a adenosina modula a
reconsolidacéo recente de memoria espacial de longa duragdo remota, via
receptores adenosinérgicos As. Uma das possibilidades para que tal efeito ocorra
€ 0 mecanismo de transducdo de sinal desencadeado via receptor As. Este
receptor é acoplado a uma proteina G inibitéria (RALEVIC; BURNSTOCK, 1998),
gue uma vez ativada, inibe a adenilil-ciclase membranar, desta forma diminuindo
a concentracao intracelular do segundo mensageiro AMP¢, 0 que por sua vez
leva a uma menor ativacdo da PKA, e subsequentemente a uma menor ativacéo
da transcricao de genes imediatos e tardios relacionados a plasticidade sinaptica
duradoura (ALBERINI; KANDEL, 2014; LAMPRECHT, 1999) . Tudo isso
converge para uma diminuicdo na taxa de traducdo de novas proteinas, o que
acarreta num consequente prejuizo na retencdo da memoria de longa duracéo
(IZQUIERDO et al., 1998)(ROESLER, 2017; ROSENBERG et al., 2014) . Porém
ja é conhecido que os receptores adenosinérgicos apresentam capacidade de
ligacdo a diferentes proteinas G e que consequentemente podem desencadear
a ativacao de diferentes cascatas de transducéo de sinal (CUNHA, 2005), entéo
efeito que verificamos aqui decorrente da ativagéo de receptores As pode estar
ocorrendo por outra via que ndo a via de proteina Gi. Portanto, ndo podemos
afirmar exatamente por qual via de transducao intracelular de sinal o receptor As
€ capaz de modular a reconsolidacdo recente de memdria espacial de longa
duracéo remota.

Assim, visamos esclarecer esses questionamentos através do meu
projeto de doutorado, sendo eles: (i) se a adenosina exerceria esses mesmos
efeitos, via 0s mesmos receptores, se a reconsolidacdo fosse remota (primeiro
teste sem reforgo realizado 5 dias ap0s a ultima sessdo de treino) em vez de
recente; (ii) verificar quais possiveis alvos pelos quais a adenosina age sob a
reconsolidacdo recente da memoria espacial de longa duracao; (iii) explicar
como esses receptores desencadeiam esses efeitos, através de quais

componentes enzimaticos de quais cascatas intracelulares de transducéo de
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sinal, e se isso resulta ultimamente em diminuicdo da taxa de sintese proteica,
ou aumento da taxa de degradacgéo proteica, ou ambos; (iv) por fim, identificar
quais proteinas, dentre as que sabidamente sdo essenciais para a plasticidade
neuronal subjacente a LTP (ABRAHAM; WILLIAMS, 2008), podem ter tido sua
taxa de renovacédo alterada devido a acdo desencadeada pela adenosina no

momento da reativagdo sem reforco da meméria espacial.
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CAPITULO VII - CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos nesse trabalho podemos concluir que:

1)

2)

3)

4)

A adenosina quando infundida bilateralmente na area CA1 do hipocampo
dorsal de ratos, nas doses de 10 nmol e 100 nmol/lado, imediatamente
apos a primeira sessao de teste sem reforco no LAM, realizada 24 horas
apos a ultima sessao de treino, bloqueou a reconsolidacédo recente de
memoria de longa duracédo recente e remota, conforme verificado em

testes realizados 24 horas e 5 dias ap0s o primeiro teste.

O efeito da adenosina, na dose de 10 nmol/lado sobre a reconsolidacéo
recente de memoaria espacial de longa duracdo recente e remota foi
revertido quando houve co-infusdo da adenosina ou com o antagonista

A1, ou com o antagonista As, ambos na dose de 50 nmol/lado.

A adenosina enddgena participa apenas via receptores Az do processo de
reconsolidacao recente de memaria de longa duracéo remota para o LAM,
pois a infusdo bilateral intra-CA1 dorsal de antagonista especifico para o
receptor As, na dose de 50 nmol/lado, imediatamente apds a primeira
sessdo de teste sem reforco no LAM, realizada 24 horas apos a ultima
sessdo de treino, causou um aumento do desempenho dos ratos em
evocar essa memaria conforme verificado no teste realizado 5 dias apos

0 primeiro teste.

O efeito que a adenosina exerce sobre a reconsolidagdo recente de
memoria espacial de longa duracdo remota ocorre por meio da ativacao
apenas do receptor As, pois esse efeito foi reproduzido através da infusao
bilateral intra-CA1 dorsal de agonista especifico para o receptores Az, ha
doses de 10 nmol/lado, imediatamente apds a primeira sessao de teste
sem reforco no LAM, realizada 24 horas apoés a Ultima sessao de treino,
que causou um desempenho amnésico conforme verificado no teste

realizado 5 dias ap0s o primeiro teste.
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