
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BÁSICAS DA SAÚDE 

DEPARTAMENTO DE BIOQUÍMICA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS - 

BIOQUÍMICA 

 

 

 

 

 

 

Natália Pagnussat 

 

 

 

O envolvimento dos receptores de adenosina A1 e A2A na 

memória em camundongos machos adultos 

 

 

 

 

 

 

PORTO ALEGRE, 2015. 



II 

 

Natália Pagnussat 

 

 

 

 

 

 

 

 

O envolvimento dos receptores de adenosina A1 e A2A na 

memória em camundongos machos adultos 

 

  

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-graduação em Ciências Biológicas  - 

Bioquímica, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, como requisito 

parcial para a obtenção do título de doutor em Ciências Biológicas – 

Bioquímica. 

 

Orientadora: Professora Dra. Lisiane de Oliveira Porciúncula 

 

PORTO ALEGRE, 2015. 

 



 III 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Viva como se fosse morrer amanhã, aprenda como se fosse viver 

para sempre.”  

(Gandhi). 



 IV 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para o meu amor. 



 V 

AGRADECIMENTOS 

Aos meus colegas, amigos, companheiros de grupo e de muitos 
experimentos, em especial as minhas queridonas Giovanna, Amanda, Dani G., 
Dani M., Dani P., Bina e Fezinha, que me acompanharam mais de perto neste 
período, compartilhando comigo os mais variados momentos. Obrigada por 
tudo gurias. 

Aos demais colegas e professores dos laboratórios 24, 26 e 28 por todos 
esses anos de convivência e aprendizado. 

Aos colegas Paulo e Cássio e demais autores deste trabalho, por toda a 
ajuda e empenho. 

Ao professor Rodrigo Cunha por todos os ensinamentos e contribuições 
impecáveis para a realização deste artigo. 

À minha amigona do coração Fezinha, muito obrigada por tudo. Faltam 
palavras pra te agradecer, por me aturar, me ajudar, me cuidar e 
principalmente por me fazer acreditar que tudo iria dar certo no final, com 
certeza a tua amizade foi um dos melhores presentes que a Bioquímica me 
trouxe. 

À minha querida e grande amiga Vanessa, que foi a responsável pela 
minha iniciação no laboratório de Bioquímica, por todo o aprendizado, 
paciência, amizade e carinho de sempre. 

Ao meu grande mestre Diogo Lara, por ter me dado inúmeras 
oportunidades ao longo de todos estes anos de convivência e por sempre me 
incentivar, torcer e vibrar comigo todas as minhas conquistas. Serei 
eternamente grata a ti, Diogo. 

Aos meus amigos de fora do meio acadêmico, que de alguma forma 
sempre estiveram presentes, me apoiando e me incentivando em todos os 
momentos. 

Aos meus familiares por estarem sempre presentes na minha vida, me 
incentivando e me ajudando, sem vocês nada disso teria sentido. 
Especialmente agradeço a minha mãe Lígia e a minha avó Ernestina, por 
serem meus exemplos de força, coragem, determinação e amor incondicional. 

Ao meu marido Augusto, a quem eu dedico esta tese, por estar sempre 
ao meu lado, me confortando, incentivando e auxiliando em todos os 
momentos, obrigada por todo o carinho, amor e paciência. 

Aos membros da banca, pela leitura e exame do presente trabalho. 
À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior e à 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 
 E por fim, agradeço a minha querida orientadora, a professora Lisiane 
por ter me acolhido em seu grupo de pesquisa, pela oportunidade, paciência, 
conselhos, dedicação e por todos os ensinamentos ao longo dos últimos quatro 
anos. Obrigada por tudo, Lisi. 

 

 

 

 



 VI 

APRESENTAÇÃO 

Conforme as normas do Programa de Pós Graduação em Ciências 

Biológicas: Bioquímica, a presente tese de doutorado está organizada em três 

partes e os resultados estão apresentados na forma de artigo científico. 

A parte I contém o resumo, a introdução e os objetivos do trabalho. 

A parte II aborda essencialmente os materiais e métodos e os resultados 

do trabalho, sendo apresentada na forma de artigo científico. 

A parte III constitui-se da interpretação dos resultados (discussão), 

conclusões, perspectivas e referências. 

As sessões de introdução, discussão e conclusão encontradas nesta 

tese apresentam interpretações e comentários gerais sobre os resultados 

presentes no artigo científico. As referências bibliográficas adicionais ao final 

desta tese representam as utilizadas apenas nas partes I e III. 

Os trabalhos realizados nesta tese foram desenvolvidos no 

Departamento de Bioquímica da UFRGS, no laboratório 26, sob a orientação 

da Professora Dra. Lisiane de Oliveira Porciúncula. 
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RESUMO 

A cafeína é o psicoestimulante mais consumido mundialmente. Sua ação 

farmacológica consiste em bloquear os receptores de adenosina A1 e A2A. A 

administração crônica de cafeína previne déficits cognitivos decorrentes da 

idade e em modelos experimentais da doença de Alzheimer. Esses efeitos 

preventivos são também observados pela administração do antagonista 

seletivo do receptor de adenosina A2A. Nesse trabalho investigou-se a 

participação dos receptores de adenosina A1 e A2A na prevenção dos déficits 

cognitivos induzidos por escopolamina. Também foi investigado se a 

manipulação dos receptores A2A teria algum impacto na memória em 

camundongos naive. Para isso, foram utilizadas três tarefas comportamentais 

que avaliaram três tipos de memória: a tarefa de reconhecimento de objetos 

(RO), a esquiva inibitória (EI) e o labirinto em Y. A administração intraperitoneal 

de escopolamina (1,0 mg/kg) prejudicou o desempenho da memória de curto 

prazo nas três tarefas utilizadas. O antagonista de receptores A1 (DPCPX, 1,0 

mg / kg, i.p.) preveniu a amnésia induzida por escopolamina no RO e na EI, 

enquanto o antagonista de receptores A2A (SCH 58261, 0,5 mg / kg, i.p.) 

preveniu a amnésia em todos os testes. Além disso, ambos os antagonistas 

não apresentaram efeitos sobre a memória ou a locomoção em animais naive. 

Também foi observado que a ativação dos receptores A2A, a partir da 

administração de CGS 21680 (0,1 mg/kg, i.p.) antes da sessão de treino, foi 

suficiente para provocar prejuízos na memória em animais naive também nas 

três tarefas, e este efeito foi prevenido por meio da administração de SCH 

58261 (0,5 mg/kg, i.p.). Por fim, a administração intracerebroventricular (i.c.v) 

de CGS 21680 (50 nmol) também prejudicou o desempenho dos animais na 
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tarefa de RO. Em conjunto, estes resultados sugerem que a ativação dos 

receptores A2A é suficiente para provocar déficits de memória e ainda sugerem 

que os receptores A1 também participam de maneira seletiva no controle dos 

déficits de memória relacionados ao sistema colinérgico. 
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ABSTRACT 

Caffeine, a non-selective adenosine receptor antagonist,  prevents 

memory deficits, an effect mimicked by adenosine A2A receptor (A2AR), but not 

receptor A1 (A1R), antagonists upon aging and Alzheimer´s disease. We tested 

if A2AR were also necessary for the memory impairment upon direct 

perturbation of the cholinergic system with scopolamine and if A2AR activation 

was sufficient to trigger memory deficits in naive mice using 3 tests, to probe for 

short-term memory, namely the object recognition task, inhibitory avoidance 

and modified Y-maze. The intra-peritoneal (i.p.) administration of scopolamine 

(1.0 mg/kg) impaired short-term memory performance in 3 tests, namely the 

object recognition task, inhibitory avoidance and modified Y-maze. The 

scopolamine-induced amnesia was prevented by the A2AR (SCH 58261, 0.5 

mg/kg, i.p.) as well as by A1R antagonist (DPCPX, 1 mg/kg, i.p.) in all tests, 

except for the modified Y-maze, and both antagonists were devoid of effects on 

memory or locomotion in naive rats. Notably, the activation of A2AR with CGS 

21680 (0.1 mg/kg, i.p.) before the training session was sufficient to trigger 

memory impairment in the 3 tests in naive mice, and effect prevented by SCH 

58261 (0.5 mg/kg, i.p.). Furthermore, the intracerebroventricular administration 

of CGS 21680 (50 nmol) also impaired recognition memory in the object 

recognition task. These results show that A2AR are necessary and sufficient to 

trigger memory impairment and they further suggest that A1R might also be 

selectively engaged to control the cholinergic driven memory impairment. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

Aβ   peptídeo beta amilóide 

A1R  receptor de adenosina A1 

A2AR  receptor de adenosina A2A 

AC  adenilato ciclase  

ACh  acetilcolina 

AChE  acetilcolinesterase 

ADA   adenosina desaminase 

ADK   adenosina cinase  

AMPc  adenosina  3',5' monofosfato cíclico 

ATP  adenosina 5’ trifosfato 

CA1  Corno de Amon 1 (região do hipocampo) 

CGS 21680 2-p-(2-Carboxyethyl)phenethylamino-5′-N-

ethylcarboxamidoadenosine 

ChAT  colina-O-acetil-transferase 

CPA  N6 -ciclopentiladenosina 

DA  doença de Alzheimer 

DP  doença de Parkinson 

DPCPX  8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine 

ectoN  ectonucleotidases  

EI  esquiva inibitória 

ENT   transportador equilibrativo de nucleosídeo 

i.p.  intraperitoneal 

ICV  intracerebroventricular 

LTD  depressão de longa duração 

LTM  memória de longa duração 
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LTP  potenciação de longa duração 

NMDA  N-metil-D aspartato 

P1  receptor purinérgico do tipo 1 

RO  reconhecimento de objetos 

SCH 58261 2-(2-Furanyl)-7-(2-phenylethyl)-7H-pyrazolo[4,3-

e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-5-amine 

SN  sistema nervoso 

SNC  sistema nervoso central 

STM  memória de curta duração 

STZ   estreptozotocina 
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I. INTRODUÇÃO 

I.1 MEMÓRIA  

A memória pode ser definida como a capacidade em adquirir, armazenar 

e recuperar diferentes informações (Izquierdo, 1989). Ela serve de suporte para 

todas as habilidades, o planejamento e o conhecimento de um indivíduo. 

(Izquierdo, 1989; Izquierdo & Medina, 1997). A formação de memórias em um 

indivíduo ocorre por meio de processamentos neurais muito complexos 

envolvendo diferentes regiões cerebrais, tais como hipocampo, córtex 

entorrinal, córtex cingulado, córtex pré-frontal e amígdala, além de diferentes 

neurotransmissores como a dopamina, a noradrenalina, a serotonina e a 

acetilcolina (Izquierdo & Medina, 1997; Zanatta et al., 1997; Cahill & McGaugh, 

1998, Bianchin et al., 1999, Barros et al., 2000; Alonso et al., 2005; Roozendaal 

& McGaugh, 2011).  

 As memórias podem ser classificadas conforme a sua duração ou 

conteúdo. De acordo com a duração, as memórias podem ser divididas em 

pelo menos, duas fases: a memória de curta duração, (STM, do inglês, short 

term memory), independente de síntese protéica, e a memória de longa 

duração (LTM, do inglês, long term memory), que é dependente de síntese 

protéica (McGaugh, 1966; Izquierdo et al., 1998; Bekinschtein et al., 2007). 

A memória de curta duração dura apenas poucas horas após a sua 

aquisição. Ela requer estruturas como o hipocampo,  o córtex entorrinal e a 

amígdala e envolve mecanismos próprios e distintos que a tornam um processo 

paralelo e independente da memória de longa duração, pois mesmo quando a 

memória de curta duração é bloqueada, a memória de longa duração pode ser 

javascript:void(0);
javascript:void(0);
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formada, diferente do que se pensava anteriormente (Izquierdo et al., 1998; 

1999; 2006). 

A memória de longa duração leva algumas horas para ser consolidada e 

durante este processo ela pode ser modulada ou sofrer interferências de 

alguns fatores, tais como alterações emocionais ou administração de alguns 

fármacos (McGaugh, 1966). A formação de uma memória de longa duração 

envolve um processamento neural complexo, incluindo síntese de proteínas e 

remodelação de sinapses (McGaugh, 1966; Camarota et al., 2000; 

Bekinschtein et al., 2010).  Estudos indicam a participação do hipocampo,  

córtex entorrinal, amígdala e outras regiões corticais na formação das 

memórias de longa duração (Izquierdo & Medina, 1997; Cahill & McGaugh, 

1998; Bianchin et al., 1999; Barros et al., 2000).  

 De acordo com o conteúdo, as memórias podem ser classificadas em 

declarativas (subdivididas em episódicas e semânticas) ou de procedimentos. 

As memórias declarativas envolvem principalmente o hipocampo e o córtex 

entorrinal associados entre si e com o córtex cingulado, parietal e com os 

núcleos basal e lateral da amígdala (Cahill & McGaugh, 1998; Izquierdo et al., 

1999; Barros et al., 2000; Squire & Dede, 2015). Além disso, as memórias 

declarativas são classificadas como explícitas, pois envolvem um aprendizado 

com plena intervenção da consciência e podem durar alguns minutos, dias ou 

até anos. Já, as memórias de procedimentos envolvem habilidades motoras e 

sensoriais e são classificadas como implícitas, pois envolvem um aprendizado 

automático, sem necessidade de intervenção da consciência ou da percepção 

do processo, e em geral duram por toda a vida do indivíduo (Danion et al., 

1995; Izquierdo et al., 1998; Squire & Dede, 2015).  Este tipo de memória 
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envolve regiões importantes no desenvolvimento do aprendizado motor tais 

como o núcleo caudado, a substância nigra e o cerebelo, além das estruturas 

relacionadas à memória, hipocampo e córtex entorrinal (Izquierdo et al., 2006; 

Squire & Dede, 2015). A memória declarativa é muito mais suscetível a 

modulações pelas emoções, ansiedade e estado de ânimo do que as memórias 

de procedimentos (Cahill & McGaugh, 1998).  

No que diz respeito as fases das memórias, as memórias de longa 

duração podem ser divididas em pelo menos três: a de aquisição, a de 

consolidação e a de evocação. O processo de aquisição da memória, também 

chamado de aprendizado, é a fase inicial e determinante para que um indivíduo 

possa armazenar ou não uma memória. Já a consolidação da memória inicia 

imediatamente após a sua aquisição e envolve uma série de eventos celulares 

complexos, envolvendo o aumento da expressão gênica e a síntese de 

proteínas (Izquierdo, 1989; Carew, 1996). Além disso, a consolidação da 

memória compreende o período no qual sua fixação definitiva é necessária 

para que mais tarde (dias ou anos) ela possa ser evocada. Este processo é 

suscetível a interferências por diversos fatores, entre eles, traumas, fatores 

emocionais e administração de alguns fármacos (Izquierdo, 1989; McGaugh 

1966; 2000). Por fim, a evocação, também conhecida como recordação ou 

lembrança, é o momento em que a memória será acessada, fundamental para 

o indivíduo e também para os processos de avaliação da memória (Izquierdo, 

1989; Izquierdo et al., 2002).  A evocação envolve a ativação sequencial de 

muitas áreas do cérebro como, por exemplo, a região CA1 do hipocampo, o 

córtex entorrinal, o córtex parietal e o córtex cingulado (Barros et al., 2001; 

2003; Wu et al., 2014). As alterações no estado emocional e no ânimo de um 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cahill%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9683321
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McGaugh%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9683321
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indivíduo, bem como as intervenções farmacológicas ao longo deste processo, 

podem afetar de forma positiva ou negativa a formação, a retenção e a 

evocação de novas memórias (Izquierdo, 1989). 

 

I.2 Protocolos experimentais de memória 

A memória humana e dos demais mamíferos são bastante semelhantes 

no que se refere aos mecanismos essenciais de memória, e muito do 

conhecimento que se tem disponível sobre os mecanismos neurobiológicos da 

memória é proveniente de estudos realizados em roedores.  

Diversas tarefas são utilizadas para avaliar memória em roedores, tais 

como a tarefa de reconhecimento de objetos (RO), o labirinto aquático de 

Morris, o labirinto em Y e a tarefa da esquiva inibitória (EI). Além destas tarefas 

avaliarem diferentes tipos de memória, existem ainda variações de protocolos 

dentro de cada uma delas (Cunha et al., 2008; Botton et al., 2010; Barker et al., 

2011; Chang et al., 2012; Akkerman et al., 2012). Desta forma, dependendo do 

tipo de memória a ser estudada, este fato deve ser levado em consideração 

para a escolha do protocolo mais adequado. No entanto, é importante salientar 

que esta variabilidade de protocolos pode tornar difícil a comparação entre os 

resultados de diferentes experimentos e diferentes grupos de pesquisa. 

A capacidade de reconhecer e diferenciar objetos e indivíduos são 

funções cognitivas importantes e podem ser severamente prejudicadas em 

doenças neurodegenerativas como a Doença de Alzheimer (DA) (Irle et al., 

1987; Hajilou & Done, 2007). Em roedores, a tarefa mais utilizada para avaliar 

a memória de reconhecimento, afetada pela DA, é o reconhecimento de 

objetos (RO).  
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O RO foi proposto pela primeira vez por Ennaceur & Delacour (1988) e 

consiste em uma tarefa comportamental bastante simples, baseada na 

preferência inata dos roedores pela exploração da novidade, sem a 

necessidade de estímulos externos (aversivos ou não), intervenções de reforço 

ou punição (Ennauceur & Delacour, 1988, Sik et al., 2003). Esta tarefa consiste 

em primeiramente habituar os animais em uma arena onde posteriormente 

serão colocados os objetos. A sessão de treino consiste em expor os animais a 

dois objetos idênticos e cronometrar o tempo gasto em cada um dos objetos. A 

sessão de teste consiste em trocar um dos objetos familiares por um objeto 

novo e cronometrar o tempo gasto em cada um dos objetos. O cálculo do index 

de reconhecimento do objeto novo é feito pela razão entre o tempo gasto no 

objeto novo e a soma do tempo gasto em ambos os objetos (novo e familiar) na 

sessão de teste. O intervalo entre as sessões e o tempo de duração de cada 

sessão variam de acordo com o protocolo utilizado.  

O RO vem sendo cada vez mais utilizado para avaliação de funções 

cognitivas e possíveis intervenções de fármacos no processamento das 

memórias (Sik et al., 2003; Leger et al., 2013). Outra razão para o uso do RO é 

o fato de que ele nos permite investigar diferentes fases de processamento das 

memórias. Entretanto, como o traço da memória tende a se deteriorar com o 

passar do tempo, o melhor desempenho dos roedores nesta tarefa é 

comumente observado entre 60 e 90 minutos após a sessão de treino (Dodart 

et al., 1997; Sik et al., 2003; Bevins & Besheer, 2006; van Goethem et al., 

2012).  

As estruturas cerebrais mais implicadas no RO são o hipocampo, o 

córtex perirrinal e o córtex posrrinal (Dickerson & Eichenbaum, 2010; Akkerman 
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et al., 2012).  Além de ser muito utilizada para avaliar memória de 

reconhecimento em roedores, esta tarefa também tem sido aplicada com 

sucesso em outras espécies animais como cachorros, porcos e cavalos 

(Callahan et al., 2000; Gifford et al., 2007; Hanggi, 2010) e até mesmo em 

humanos (Borota et al., 2014).  

 Outra tarefa baseada na preferência inata dos roedores pela exploração 

da novidade, sem a necessidade de estímulos aversivos ou intervenções de 

reforço, é o labirinto em Y, que foi proposto pela primeira vez por Dellu et al. 

(1992) para avaliar a memória de reconhecimento espacial. Esta tarefa se 

baseia em um paradigma de escolha livre na qual a exploração da novidade é 

mensurada a partir de diferentes exposições a um aparato com três braços 

idênticos, semelhante a letra “Y”. Na fase de aquisição o acesso a um dos três 

braços é bloqueado e é permitido ao animal explorar apenas dois braços. A 

seguir, já na sessão de teste (recuperação da memória), o animal tem livre 

acesso aos três braços e é avaliado o reconhecimento da novidade em relação 

aos braços familiares (Dellu et al., 2000). Entretanto, uma vez que os três 

braços do labirinto são idênticos, a discriminação de novidade baseia-se 

apenas sobre os diferentes aspectos do ambiente que o animal é capaz de 

perceber a partir de cada braço (memória espacial). A atividade locomotora dos 

animais nesta tarefa também pode ser avaliada a partir do número de visitas 

em cada um dos braços (Dellu et al., 1992; Dellu et al., 2000).  

 O labirinto em Y é dependente da integridade de circuitos do 

hipocampo e de receptores NMDA na área CA1 (Petit et al., 2011) e assim 

como o RO, fornece vantagens para estudos com roedores, uma vez que 

também se baseia tendência natural dos animais para exploração da novidade, 
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além de ser uma tarefa precisa, totalmente automatizada e de rápida retenção. 

Desta forma, evita a necessidade de treinamentos extensivos e uso de reforços 

positivos ou negativos e permite uma análise detalhada do desempenho dos 

animais, podendo ser considerada uma ferramenta útil para diversos estudos 

comportamentais e farmacológicos em roedores (Conrad et al., 1996; Cunha et 

al., 2008; Canas et al., 2009; Rial et al., 2014).  

 Além da exploração ao braço novo, esta tarefa também é bastante 

conhecida e utilizada para avaliação da memória de trabalho, a partir de 

protocolos que se baseiam no número de alternância entre os três braços do 

aparato, no qual o animal deve lembrar-se do braço que entrou em uma 

ocasião anterior para que possa alternar sua escolha em uma tentativa 

seguinte (Hughes, 2004; Dall’Igna et al., 2007; Niimi  et al., 2013; Sierksma et 

al., 2014; Pickering  et al., 2015). 

Já a tarefa de esquiva inibitória (EI) caracteriza-se por associar um 

estímulo aversivo (choque) a um teste de aprendizado e memória. O aparato 

da EI consiste em uma caixa cujo solo é feito de barras de cobre que estão 

conectadas a rede elétrica. Na sessão de treino, o animal é colocado em uma 

plataforma dentro da caixa e o tempo que ele leva para descer com as quatro 

patas para as barras de cobre é cronometrado. Imediatamente após o animal 

descer da plataforma, eles recebe um choque leve durante 2 segundos nas 

patas. Na sessão de teste o animal é recolocado na plataforma do aparato e a 

latência para descer da plataforma é usada como indicador de retenção da 

memória. Nesta sessão, o animal não recebe choque. A análise dos resultados 

é expressa pelo tempo que o animal leva para descer da plataforma na sessão 

de treino e na sessão de teste (latência). A retenção da memória poderá ser 



 14 

avaliada em diferentes momentos após a sessão de treino, assim como a 

intensidade do choque também pode variar, dependendo do protocolo utilizado 

(Gold, 1986; Cammarota et al., 2003, Botton et al., 2010). 

A consolidação da memória na esquiva inibitória requer a ativação de 

uma série de vias de sinalização intracelular na região CA1 do hipocampo, 

córtex entorrinal, córtex cingulado e córtex parietal, com intuito de provocar 

modificações duradouras nas sinapses, responsáveis pela estabilização do 

traço mnemônico (Izquierdo & Medina, 1997; Blake et al., 2014; Giovannini et 

al., 2015). Sabe-se que a amígdala, por meio de mecanismos que envolvem a 

liberação de noradrenalina, participa ativamente da consolidação da memória 

na esquiva inibitória (Cahill et al., 1996; Roozendaal & McGaugh, 2011). Além 

das estruturas mencionadas, também estão envolvidos nesta tarefa os 

neurotransmissores dopamina, serotonina, glutamato e acetilcolina (Barros et 

al., 2001; Baratti et al., 2009; Simonyi et al., 2010; Cercato et al., 2014; 

Menezes et al., 2015; Giovannini et al., 2015).   

Tanto o reconhecimento de objetos (Winters et al., 2007; Costa et al., 

2008a; Botton et al., 2010; Chang et al., 2012) quanto o labirinto em Y 

(Dall’Igna et al., 2007; Cunha et al., 2008; Cognato et al., 2010) e a esquiva 

inibitória (Kopf et al., 1999; Dall’Igna et al., 2007; Botton et al., 2010) vêm 

sendo bastante utilizados com intervenções farmacológicas em diferentes 

momentos dos protocolos de aprendizado, tais como pré-treino, pós-treino ou 

pré-teste. Dependendo do momento em que a intervenção farmacológica é 

realizada, podem ser produzidos diferentes efeitos (positivos ou negativos) 

sobre as fases de aquisição, consolidação e evocação das memórias 

(Izquierdo, 1989; Winters et al., 2008). 



 15 

I.3 ADENOSINA  

A adenosina é um nucleosídeo endógeno que participa de uma ampla 

variedade de funções biológicas básicas, incluindo a biossíntese de 

nucleotídeos e o metabolismo energético celular (Eltzschig, 2009). No Sistema 

Nervoso Central (SNC) ela age em todas as células, incluindo os neurônios e 

as células gliais, atuando como um neuromodulador, controlando a 

excitabilidade neuronal, os processos sinápticos e a regulação da liberação de 

neurotransmissores (Sebastião & Ribeiro, 2000; Boison, 2007; Boison, 2012; 

Chen et al., 2013).  

A adenosina pode ser produzida a partir da hidrólise do ATP (do inglês 

adenosine triphosphate) pela cascata enzimática das ectonucleotidases 

(ectoN), a partir da degradação do AMP cíclico (AMPc) ou ainda pode ser 

produzida no meio intracelular e após ser transportada para o meio 

extracelular, via transportador equilibrativo de nucleosídeo (ENT) (Brundege et 

al., 1997; Latini & Pedata, 2001; Eltzschig, 2009).  A adenosina intracelular 

possui metabolismo rápido, podendo ser convertida em AMP pela adenosina 

cinase (ADK) ou ser convertida em inosina por meio da ação da enzima 

adenosina desaminase (ADA) (Hershfield, 2005; Benarroch, 2008; Eltzschig, 

2009; Figura 1).  
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Figura 1. Versão simplificada de uma sinapse mostrando as principais características da sinalização de 

adenosina no SNC e seus principais mediadores, os receptores A1 e A2A. A figura mostra as duas 

principais fontes de  adenosina extracelular, a primeira por meio da conversão extracelular da adenosina 

trifosfato (ATP) pela ação das ectonucleotidases (EctoN) e a segunda a partir do transporte de adenosina 

intracelular via transportador equilibrativo de nucleosídeo (ENT). Os receptores A1 inibem a liberação de 

glutamato e as respostas pré-sinápticas mediadas pelos receptores N-metil-D aspartato (NMDA), além 

disso estes receptores também inibem a adenilato ciclase (AC) e aumentam a condutância aos íons 

potássio (K
+
) e inibem os canais de cálcio (Ca

2+
) pré-sinápticos. Já os receptores A2A estimulam a AC e 

antagonizam os efeitos inibitórios dos receptores A1 sobre a liberação de glutamato. Eles também podem 

formar dímeros com os receptores A1 ou com os receptores de dopamina D2 e antagonizar os efeitos da 

dopamina em neurônios estriado-palidais. ADK = adenosina cinase; AMP = adenosina monofosfato; 5’NT 

= 5’nucleotidase (adaptado de Benarroch, 2008). 

 

As ações da adenosina ocorrem a partir da sua ligação com quatro 

subtipos de receptores purinérgicos do tipo P1 (receptores inibitórios A1 e A3 e 

receptores facilitatórios A2A e A2B). Estes receptores encontram-se acoplados à 

proteína G e têm sete domínios transmembrana formados por aminoácidos 
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hidrofóbicos (Fredholm et al., 2001; 2005). A ativação dos receptores A1 ou A3 

leva à atenuação dos níveis de AMPc intracelular, enquanto que a ativação dos 

receptores A2A ou A2B está associada com a elevação dos níveis de AMPc 

(Eltzschig, 2009). 

Os receptores de adenosina A1 são amplamente distribuídos por todo o 

Sistema Nervoso Central (SNC), principalmente em regiões como o córtex, o 

hipocampo, o cerebelo e a medula espinhal (Daly & Padgett, 1992; Ribeiro et 

al., 2003) e inibem a adenilato ciclase (AC) (Daly & Padgett, 1992). Além disso, 

estes receptores inibem a liberação de glutamato e as respostas pré-sinápticas 

mediadas pelos receptores N-metil-D aspartato (NMDA) (Brambilla et al., 

2005). Esses receptores apresentam um papel inibitório frente à transmissão 

excitatória do SNC e oferecem neuroproteção contra danos cerebrais 

(Fredholm et al., 2005). 

Já os receptores A2A são encontrados em maior densidade no bulbo 

olfatório e no estriado, e em menor nível nas outras regiões cerebrais. Ao 

contrário dos receptores A1, os receptores A2A estimulam a adenilato ciclase e 

antagonizam os efeitos inibitórios dos receptores A1 sobre a liberação de 

glutamato (Daly & Padgett, 1992; Dixon et al., 1996; Ribeiro et al., 2003; 

Fredholm et al., 2005; Rebola et al., 2005; Eltzschig, 2009). Os receptores A2A 

estão bastante relacionados com a modulação da plasticidade dos circuitos 

neuronais, tais como a aprendizagem e a memória (Zhou et al., 2009; Wei et 

al., 2011).  

O papel essencial da adenosina na manutenção da homeostase 

cerebral, controle da transmissão sináptica, liberação de neurotransmissores e  

excitabilidade neuronal contribui para a codificação da informação nos circuitos 
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neuronais, e ocorre principalmente por intermédio dos seus receptores A1 e A2A 

(Sebastião & Ribeiro, 1996; Cunha, 2001; Fredholm et al., 2005, Cunha, 2008). 

A adenosina também desempenha um papel importante em diferentes 

comportamentos que podem variar desde a locomoção até o humor (Chen et 

al., 2013). Uma vez que a adenosina por meio da ação em receptores A1 e A2A 

participa de fenômenos associados à plasticidade sináptica, no decorrer dos 

anos seu papel nos processos de aprendizado e memória vem sendo elucidado 

(de Mendonça & Ribeiro, 1994; de Mendonça et al., 1997).  

 

I.4 CAFEÍNA E MEMÓRIA  

A participação dos receptores de adenosina nos processos cognitivos 

vem sendo reconhecida ao longo dos anos por meio dos estudos com cafeína. 

A cafeína pertence à classe das metilxantinas, sendo considerada o 

psicoestimulante mais consumido mundialmente. As ações da cafeína ocorrem 

por meio do antagonismo não seletivo dos receptores de adenosina A1 e A2A 

(Fredholm & Persson, 1982; Fredholm et al., 1999).  

 Muitos trabalhos vêm investigando os efeitos da administração de 

cafeína sobre o desempenho cognitivo tanto em animais quanto em humanos. 

Em animais, estudos relacionados à DA revelaram que a cafeína previne a 

morte de neurônios de cerebelo de roedores causada pelo peptideo beta 

amilóide (Aβ), o principal componente das placas senis que se acumulam no 

cérebro na DA (Dall´Igna et al., 2003). Outro estudo também relacionado à DA, 

verificou que a cafeína provocou uma melhora da memória associada à 

redução da fosforilação da proteína tau e fragmentos proteolíticos no 

hipocampo de roedores (Laurent et al., 2014), evidenciando que a ingestão 
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moderada de cafeína é benéfica tanto no modelo animal pela infusão do Aβ 

quanto no da proteína tau hiperfosforilada. Além disso, outros estudos 

utilizando animais demonstram que a cafeína proporciona efeitos benéficos na 

restauração de habilidades cognitivas perdidas (Prediger et al., 2005a) e 

previne a neurodegeneração em modelos transgênicos para a Doença de 

Alzheimer (Arendash et al., 2006; Arendash & Cao, 2010).  

 Resultados do nosso grupo mostraram que o tratamento com cafeína 

em animais melhora a memória de reconhecimento em adultos e previne o 

déficit cognitivo decorrente da idade em idosos (Costa et al., 2008a; 2008b). 

Mais recentemente, nosso grupo também demonstrou que o consumo crônico 

de cafeína reverte o prejuízo da memória de curto e de longo prazo na esquiva 

inibitória em animais de meia-idade (Sallaberry  et al., 2013). Um outro estudo 

realizado por Angellucci e colaboradores (1999) mostrou que quando a cafeína 

foi administrada após o treino (na fase de consolidação da memória) ou antes 

do teste (na evocação da memória) na tarefa de EI, ela melhorou o 

desempenho dos animais. O mesmo não foi observado quando a cafeína foi 

administrada antes do treino (aquisição da memória), pois os animais não 

apresentaram melhora no desempenho após a administração da cafeína 

(Angellucci et al., 1999). Estes resultados sugerem que a cafeína pode ou não 

afetar as diferentes fases de memória, dependendo da tarefa escolhida e das 

diferentes intervenções farmacológicas nos processos mnemônicos. 

Com relação aos estudos realizados em humanos, diversos deles 

apontam que a ingestão habitual de cafeína (consumo crônico) atenua a 

disfunção cognitiva durante o envelhecimento ou na DA. Um estudo 

retrospectivo relacionou inversamente o consumo de cafeína com a demência 
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associada à DA (Maia & de Mendonça, 2002). Outros estudos epidemiológicos 

demonstraram que o consumo regular e moderado de cafeína previne o 

declínio cognitivo, principalmente em mulheres idosas (Johnson-Kozlow et al. 

2002; Ritchie et al., 2007). Eskelinen e colaboradores (2009) investigaram os 

indivíduos de meia-idade que consumiam doses moderadas de café (3-5 

xícaras por dia) e verificaram que estes apresentaram menor risco de 

demência em comparação aos que não consumiam a bebida. Posteriormente, 

um outro estudo com indivíduos de meia-idade mostrou que a ingestão de 

cafeína foi associada a um risco reduzido de demência ou um atraso no seu 

início, especialmente nos indivíduos que já apresentavam um 

comprometimento cognitivo leve (Cao et al., 2012).  

Mais recentemente, um estudo realizado por Borota e colaboradores 

(2014), também em humanos, avaliou o desempenho de indivíduos adultos que 

receberam cafeína (200 mg) ou placebo após a aquisição em uma tarefa de 

reconhecimento visual de objetos. O teste ocorreu 24 horas após e os 

indivíduos que receberam cafeína foram capazes de reconhecer quando os 

objetos apresentados no teste eram semelhantes, mas não idênticos, aos 

objetos apresentados no treino. Já os que receberam placebo classificaram 

estes objetos como idênticos aos já vistos anteriormente. Neste estudo também 

foi realizada a administração de cafeína antes do teste, sendo que não houve 

uma melhora na consolidação da memória em comparação ao grupo que 

recebeu placebo.  

 Alguns pesquisadores vem investigando os efeitos da abstinência de 

cafeína em humanos. Mitchell e colaboradores (1995) mostraram que os 

sintomas de abstinência de cafeína não estão necessariamente relacionados 
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com o aumento do consumo de cafeína. A partir deste estudo realizado com  

usuários regulares de cafeína, eles avaliaram o efeito da privação e da auto-

administração de cafeína após 33 horas de privação completa, parcial (50%) ou 

sem privação de cafeína (100%). Os sintomas de abstinência de cafeína 

(baseados nos questionários respondidos pelos usuários) ocorreram após a 

privação completa mas não após a privação parcial de cafeína e neste estudo, 

a auto-administração da cafeína não foi correlacionada com a abstinência dos 

usuários. 

Um outro estudo investigou os efeitos da administração de diferentes 

doses agudas de cafeína em homens e mulheres que não eram usuários 

diários de cafeína. Cento e dois indivíduos receberam cafeína (50, 150 e 450 

mg)  ou placebo e após participaram de quatro sessões experimentais 

envolvendo tarefas de atenção, memória de curto prazo e desempenho 

psicomotor. Os indivíduos que receberam cafeína apresentaram aumento na 

excitação, humor e vigilância e melhoraram o desempenho em algumas tarefas 

de memória, mostrando que os efeitos comumente observados a partir da 

administração de cafeína também ocorrem em pessoas que não são usuários 

contínuos de cafeína (Childs & de Wit, 2006). 

 Cornelis e colaboradores (2007) associaram o polimorfismo genético 

dos receptores de adenosina A2A com o consumo habitual de cafeína e outro 

estudo mostrou que a interação entre os receptores A2A e D2 podem ser 

responsáveis pela resposta negativa à cafeína em certos indivíduos (Childs et 

al., 2008), sugerindo uma importância na interação entre a dopamina e 

adenosina nos efeitos da cafeína. 
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 A respeito da influência genética no consumo de cafeína, um estudo 

realizado por Kendler & Prescott (1999) avaliou o padrão de consumo, 

tolerância, abstinência e intoxicação por administração de cafeína em gêmeos 

monozigóticos e dizigóticos e verificou que as semelhanças no padrão de 

ingestão de cafeína eram muito maiores nos gêmeos monozigóticos do que 

nos dizigóticos, mostrando que o consumo de cafeína, semelhante ao consumo 

de outras drogas psicoativas, é influenciada por fatores genéticos. 

  

I.5 RECEPTORES DE ADENOSINA E MEMÓRIA 

Diversos trabalhos em  animais utilizando cafeína, agonistas e 

antagonistas seletivos dos receptores de adenosina A1 e A2A destacam a 

importância destes receptores e da adenosina nos processos de memória.  

A administração de agonistas seletivos para os receptores de adenosina 

A1, N(6)-cyclohexyladenosine (CHA) e N(6)-phenylisopropyladenosine (R-PIA), 

uma hora antes do treino na esquiva passiva causou prejuízos na aquisição da 

memória de maneira dose dependente (Zarrindast & Shafaghi, 1994). Em outro 

estudo realizado por Ohno & Watanabe (1996) a infusão bilateral do agonista 

A1 (CHA) no hipocampo dorsal de roedores aumentou significativamente o 

número de erros em uma tarefa que avalia memória de trabalho, e foi 

prevenido por meio da infusão prévia de 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine 

(DPCPX, antagonista A1). Neste mesmo estudo a infusão de 2-p-(2-

Carboxyethyl) phenethylamino-5′-N-ethylcarboxamidoadenosine (CGS 21680, 

agonista A2A) não prejudicou a memória de trabalho (Ohno & Watanabe, 1996). 

Animais (com restrição de água) foram treinados na esquiva passiva com 

acesso a água, associado a um choque. Em doses mais elevadas (1,5 e 2,25 
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µmol/kg), a administração de N6 -ciclopentiladenosina (CPA, agonista A1) antes 

do treino diminuiu a latência para a busca de água, sendo que a administração 

prévia de DPCPX (antagonista A1) preveniu esse déficit de retenção de 

memória (Normile  & Barraco, 1991). Além disso, Pereira e colaboradores 

(2002) mostraram que a infusão bilateral de DPCPX (50 nM) no córtex 

cingulado posterior de ratos, imediatamente após o treino na esquiva inibitória 

facilita a memória de curto e de longo prazo. E a estimulação dos receptores de 

adenosina A1 e A2A pelos agonistas CPA e CGS 21680, respectivamente, no 

córtex cingulado posterior prejudica a recuperação da memória em roedores na 

tarefa de esquiva inibitória (Pereira et al., 2005). Esses resultados demonstram 

que a administração de agonistas de receptores de adenosina A1 prejudicam a 

memória, enquanto o bloqueio destes receptores facilita a memória em 

roedores, demonstrando a importância dos receptores A1 nos processos de 

memória. 

Mais recentemente alguns estudos vêm sugerindo que, principalmente a 

partir dos receptores de adenosina do tipo A2A, a cafeína previne a 

neurodegeneração e consequentemente atua na prevenção dos prejuízos 

cognitivos, sugerindo um papel crucial para os receptores A2A nos processos 

de memória (Dall'Igna et al., 2003; 2007; Canas et al., 2009; Espinosa et al., 

2013).  A administração de cafeína e de antagonistas seletivos dos receptores 

A2A foram capazes de prevenir déficits cognitivos em modelos de déficit de 

atenção e hiperatividade (Pires et al., 2009), estresse crônico imprevisível 

(Kaster et al., 2015), convulsão (Cognato et al., 2010), envelhecimento (Leite et 

al., 2011) e em trabalhos que induziram a Doença de Parkinson (DP) em 



 24 

modelos animais (Xu et al., 2010; Xiao et al., 2011; Kachroo  & Schwarzschild, 

2012; Palacios et al., 2012).  

Com relação a doença de Parkinson é importante salientar que a 

associação entre os receptores de adenosina A2A e os receptores de dopamina 

D2 nos núcleos da base (Ferré et al., 1997; Schwarzschild et al., 2006) fornece 

evidências para o desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento da 

DP, uma vez que antagonistas de receptores de adenosina, particularmente os 

antagonistas A2A, não só melhoram o desempenho motor na DP (Chen et al., 

2001; Ikeda et al., 2002), como também melhoram o desempenho cognitivo dos 

animais (Mihara et al., 2007). Ainda, alguns antagonistas de receptores de 

adenosina A2A, tais como o KW-6002, já estão em fase III de ensaio clínico 

para o tratamento da Doença de Parkinson e estão sendo considerados 

fármacos seguros e promissores (Chen et al., 2013; Chen, 2014). 

Já em relação a Doença de Alzheimer, modelos animais desta doença 

mostraram que antagonistas dos receptores A2A foram capazes de proteger 

neurônios de roedores contra a toxicidade induzida por Aβ, sendo que este 

efeito não foi observado pela administração de antagonistas dos receptores A1 

(Dall'Igna et al., 2007). Também foi observado que animais com 

superexpressão dos receptores de adenosina A2A apresentaram prejuízos na 

memória (Giménez-Llort et al., 2007) e que o bloqueio dos receptores A2A 

preveniu a sinaptotoxicidade e os prejuízos de memória induzidos por Aβ 

(Canas et al., 2009). Anteriormente, em um estudo também realizado em 

roedores, Dall’Igna e colaboradores (2003) já haviam sugerido o envolvimento 

dos receptores A2A na prevenção da neurotoxicidade induzida pelo peptideo β-

amiloide em neurônios cerebelares (Dall'Igna et al., 2003). Resultados do 
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nosso grupo, em um modelo experimental de demência esporádica induzido 

por estreptozotocina (STZ), mostraram um aumento do imunoconteúdo e da 

expressão dos receptores A2A no hipocampo (mas não dos receptores A1), 

acompanhado por prejuízos na memória de reconhecimento (Espinosa et al., 

2013). Recentemente, um grupo de pesquisadores realizou experimentos 

utilizando a ativação optogenética da sinalização dos receptores de adenosina 

A2A no hipocampo (Li et al., 2015). Este estudo demonstrou que a ativação 

optogenética do receptor A2A foi suficiente para comprometer a memória 

espacial no labirinto em Y. 

Estes resultados sugerem uma participação fundamental do bloqueio 

dos receptores A2A na restauração da memória e nos efeitos neuroprotetores 

da cafeína. Apesar disso, o papel dos receptores A2A nos processos 

mnemônicos (ou seja, na ausência de prejuízos) ainda foi muito pouco 

explorado. 

 

I.6 SISTEMA COLINÉRGICO, ADENOSINA E MEMÓRIA 

A acetilcolina (ACh) é um importante mediador químico das sinapses no 

sistema nervoso central e periférico, bem como na junção neuromuscular. No 

sistema nervoso central (SNC) ela atua como um modulador de processos 

cognitivos, tais como a memória e o aprendizado (McQuiston, 2014).  A síntese 

da ACh ocorre a partir da acetil-coenzima A e da colina, por ação da enzima 

Colina-O-Acetil-Transferase (ChAT) (Siegel et al., 2006; Fujii et al., 2008). Uma 

vez sintetizada, a acetilcolina é transportada e armazenada em vesículas 

sinápticas e após ser liberada por exocitose, ela interage especificamente com 

os receptores colinérgicos presentes nas membranas pré e pós-sinápticas. A 



 26 

ação da acetilcolina cessa quando ela é hidrolisada em acetato e colina pela 

enzima acetilcolinesterase (AChE), presente na fenda sináptica (Fujii et al., 

2008; figura 2). 

 

Figura 2 – Visão geral do transporte, síntese e degradação de acetilcolina em um terminal nervoso pré-

sináptico colinérgico. A colina é transportada da membrana para o citoplasma, a partir do transportador de 

colina (ChT). A acetilcolina é formada no citoplasma a partir de colina e de acetil-coenzima A, por meio da 

ação da enzima Colina-O-Acetil-Transferase (ChAT) nas imediações das vesículas sinápticas. O 

transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) concentra a acetilcolina nas vesículas e mediante 

estimulação nervosa, despolarização e entrada de cálcio (Ca
2+

), as vesículas contendo acetilcolina (ACh) 

se fundem com a membrana e liberam seu conteúdo. Esta fusão resulta em um aumento de ACh na 

fenda sináptica, tornando-a ativa. A ação da acetilcolina cessa quando ela é hidrolisada em acetato e 

colina pela ação da  acetilcolinesterase (AchE), permitindo a recaptação de grande parte de colina por 

ChT.  Por causa das diferentes composições iônicas no meio extra e intracelular, o ChT somente 

encontra-se ativo na membrana das células nervosas, e inativo nas vesículas, enquanto o VAChT 

encontra-se ativo nas vesículas sinápticas e inativo na membrana das células nervosas (Adaptado de 

Siegel et al., 2006). 
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As ações da acetilcolina nos processos cognitivos ocorrem a partir dos 

seus receptores colinérgicos do tipo muscarínicos e nicotínicos (Dale, 1914). 

Os receptores nicotínicos pertencem à família de receptores ionotrópicos e, 

quando ativados, adquirem a conformação de canal aberto permitindo a 

entrada de íons sódio e potássio (Cox et al., 2008). Já os receptores 

muscarínicos constituem uma família de receptores acoplados a proteína G, 

contendo sete domínios transmembrana. Os receptores muscarínicos são 

subdivididos em cinco grupos distintos (M1- M5) (Bonner, 1989; Caulfield, 

1993). 

Os receptores muscarínicos estão particularmente envolvidos na 

memória e no aprendizado, participam das respostas emocionais, da 

modulação do estresse e da regulação do sono e vigília. Os subtipos de 

receptores M1 e M2 compõem importantes vias de sinalização para a formação 

da memória e são abundantemente expressos no córtex cerebral, hipocampo, 

substância negra e estriado (Levey et al., 1991; Hamilton et al., 2001; 

Nathanson, 2008).   

A ativação dos receptores excitatórios (M1) ativa a proteína G, que ativa 

a fosfolipase C (PLC), induzindo a despolarização neuronal por meio do 

fechamento dos canais de potássio e ativação dos canais de cálcio enquanto 

que a ativação dos receptores inibitórios (M2) ativa a proteína G, que inibe a 

adenilato-ciclase (AC), induzindo a hiperpolarização neuronal por fechamento 

dos canais de cálcio e abertura dos canais de potássio (Groleau et al., 2015; 

figura 3). 
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Figura 3 – Mediação intracelular dos receptores múscarínicos M1 e M2 de acetilcolina. (A) A ativação dos 

receptores M1 excitatórios (azul) ativa a proteína G, que ativa a fosfolipase C (PLC). Isto induz a 

despolarização do neurônio por meio do fechamento dos canais de K
+
 e ativação dos canais de Ca

2+
 que 

aumentam a concentração intracelular de cálcio. Os receptores M1 encontram-se principalmente nos 

terminais pós-sinápticos. (B) A ativação dos receptores M2 inibitórios (vermelho) ativa a proteína G, que 

inibe a adenilato-ciclase (AC) . Isto induz a hiperpolarização da célula por fechamento dos canais de Ca
2+

 

e abertura dos canais de K
+
. Os receptores M2 encontram-se principalmente nos terminais pré-sinápticos. 

K
+ 

= potássio, Ca
2+ 

= cálcio (adaptado de Groleau et al., 2015). 

 

Agonistas muscarínicos facilitam o aprendizado e a memória 

(Jerusalinsky et al., 1997). Já os antagonistas de receptores muscarínicos 

prejudicam a memória (Robbins et al., 1997; Doralp & Leung, 2008; Miranda & 

Bermúdez-Rattoni, 2007; Botton et al., 2010; Tinsley et al., 2011), inclusive em 

humanos (Riedel et al., 1995). 

A escopolamina é um antagonista não seletivo de receptores 

colinérgicos muscarínicos, também chamado de fármaco anticolinérgico, que 
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possui propriedades amnésicas já bem estabelecidas (Klinkenberg & Blokland, 

2010; Wu et al., 2012). Sua ação envolve a inibição da ação da acetilcolina no 

SNC e parece ser um potente inibidor das fases de aquisição e recuperação, 

mas um fraco inibidor do processo de consolidação da memória (Izquierdo, 

1989). A administração periférica ou intracerebral de escopolamina produz 

déficits em uma variedade de testes de memória em roedores, tais como no 

labirinto em T (T-maze) (De-Mello & Carobrez, 2002), a esquiva inibitória 

(Roldán et al., 2001; Botton et al., 2010) e o reconhecimento de objetos (Dodart 

et al., 1997; Rutten et al., 2006). Além disso, estudos utilizando escopolamina 

sugerem que a memória de reconhecimento depende da ativação de 

receptores muscarínicos no córtex perirrinal (Tang et al., 1997). Desta forma, a 

escopolamina pode ser considerada adequada para estudos de aprendizado e 

memória envolvendo o sistema colinérgico, uma vez que a atividade colinérgica 

faz parte dos processos de formação da memória.   

Na diminuição progressiva da função cognitiva que ocorre na DA, sabe-

se que a perda de memória de curto prazo está associada a uma alteração no 

sistema colinérgico (Allgaier & Allgaier, 2014). A hipofunção do sistema 

colinérgico é considerada um evento inicial para a deterioração da memória 

decorrente da idade e na DA. As alterações são observadas tanto na 

quantidade de receptores muscarínicos em diversas regiões cerebrais quanto 

na qualidade da sinalização intracelular induzida por estes receptores 

(Cummings  & Back, 1998; Bartus, 2000; Sarter & Parikh, 2005).  

Estudos utilizando animais mostraram que a  administração de cafeína 

(10 mg / kg, i.p.) durante 4 dias consecutivos preveniu prejuízos de memória 

(de curto e de longo prazo) causados pela administração de escopolamina pós-
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treino na esquiva inibitória e no reconhecimento de objetos em camundongos 

adultos (Botton et al., 2010). Além disso, a cafeína administrada cronicamente 

aumenta a liberação de acetilcolina no córtex pré-frontal de ratos adultos 

(Acquas et al., 2002) e estudos comportamentais também mostraram um 

envolvimento do sistema adenosinérgico nos déficits mnemônicos causados 

pela administração de antagonistas colinérgicos (Rubaj  et al., 2003; Cunha  et 

al., 2008). À medida em que ocorre o aumento da ativação dos receptores A2A 

e a inibição dos receptores A1, ocorre a inibição da liberação de acetilcolina no 

córtex límbico (Cunha et al., 1994; Rodrigues et al., 2008). Desta forma, é 

plausível que o bloqueio seletivo dos receptores A1, ao invés dos receptores 

A2A, seja capaz de evitar a hipofunção colinérgica.  

Em seres humanos, um estudo avaliou os efeitos da cafeína sobre o 

comprometimento de memória causado por escopolamina em 16 voluntários 

saudáveis, que receberam cafeína (250 mg) ou placebo. A cafeína preveniu o 

comprometimento de memória (de curto e de longo prazo) causado por 

escopolamina, e também melhorou a qualidade e a velocidade da recuperação 

da memória em uma tarefa que envolveu o aprendizado de palavras (Riedel et 

al., 1995). 
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II. OBJETIVOS 

II.1 OBJETIVO GERAL 

- Investigar o envolvimento dos receptores de adenosina A1 e A2A no 

comprometimento da memória de reconhecimento, aversiva e espacial induzido 

pelo bloqueio dos receptores colinérgicos muscarínicos. 

 

 

II.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

- Avaliar o impacto da manipulação farmacológica de receptores de adenosina 

A1 e A2A nas tarefas de reconhecimento de objetos, esquiva inibitória e labirinto 

em Y em camundongos adultos. 

 

- Caracterizar o papel dos receptores de adenosina A1 e A2A sobre o 

comprometimento da memória causado pelo antagonista não seletivo de 

receptores muscarínicos – escopolamina -  nas tarefas de reconhecimento de 

objetos, esquiva inibitória e labirinto em Y em camundongos adultos. 
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CAPÍTULO I 

Adenosine A2A receptors are necessary and sufficient to trigger memory 
impairment in adult mice. 

 
Artigo publicado no periódico British Journal of Pharmacology 
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III. DISCUSSÃO 

Estudos com cafeína, um antagonista não seletivo dos receptores de 

adenosina A1 e A2A (Fredholm et al., 1999), permitiram demonstrar a 

participação dos receptores de adenosina nos processos cognitivos. Estes 

estudos revelam que a administração de cafeína melhora o desempenho  tanto 

em roedores (Angellucci et al., 1999; Arendash et al., 2006; Dall'Igna et al., 

2007; Costa et al., 2008a; Botton et al., 2010; Espinosa et al., 2013; Laurent et 

al., 2014) quanto em humanos (Maia & Mendonça, 2002; Eskelinen et al., 2009; 

Cao et al., 2012; Borota et al., 2014). Além disso, estudos em roedores 

sugerem que principalmente a partir dos receptores de adenosina do tipo A2A, a 

cafeína previne o comprometimento da memória em modelos experimentais da 

doença de Alzheimer (Arendash et al., 2006; Dall'Igna et al., 2007; Canas et al., 

2009; Laurent et al., 2014). Apesar destes resultados, o papel dos receptores 

de adenosina nos processos de memória ainda não está bem esclarecido.  

A escopolamina é um antagonista não seletivo de receptores 

colinérgicos muscarínicos do tipo M1 e M2, muito conhecido por seus efeitos 

amnésicos (Izquierdo, 1989; Klinkenberg & Blokland, 2010; Wu et al., 2012) e 

vem sendo bastante utilizada para induzir déficits cognitivos em modelos 

animais (Dodart et al., 1997; Rutten et al., 2006; Botton et al., 2010; Bortolotto 

et al., 2015) e em estudos que visam melhor compreender a relação do sistema 

colinérgico com a DA (Gupta & Gupta, 2012; Nazarova et al., 2012; Puri et al., 

2015). 

Buscando melhor compreender o envolvimento dos receptores de 

adenosina nos processos de memória, o presente trabalho avaliou o impacto 

de bloquear seletivamente os receptores de adenosina A1 e A2A sobre o 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gupta%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22503969
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gupta%20LK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22503969
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comprometimento de memória causado pelo bloqueio dos receptores 

muscarínicos, por meio da administração de escopolamina em diferentes 

tarefas comportamentais. 

Uma vez que a escopolamina administrada agudamente pode produzir 

hiperatividade motora (Mueller & Peel, 1990; Fritts et al., 1998; Harrison et al., 

2010), primeiramente foram testadas baixas doses de escopolamina na 

memória de curta e de longa duração no RO, a fim de encontrar uma dose que 

apresentasse efeitos amnésicos, mas sem apresentar efeitos na locomoção. 

Após esta padronização foram então realizados os demais experimentos.  

Entre os principais resultados encontrados, o presente estudo mostrou 

que o bloqueio seletivo dos receptores A2A preveniu o déficit induzido por 

escopolamina na memória de curto prazo nas tarefas de reconhecimento de 

objetos, esquiva inibitória e labirinto em Y. Além disso, também foi evidenciado 

que a ativação sistêmica dos receptores A2A em animais naive foi suficiente 

para prejudicar a memória de curto prazo nestas três tarefas e ainda, a 

ativação intracerebral dos receptores A2A em animais naive foi suficiente para 

prejudicar a memória de curto prazo no RO. 

Primeiramente, os resultados apresentados demonstraram que bloquear 

seletivamente os receptores de adenosina A1 e A2A em animais naive, pela 

administração sistêmica dos antagonistas DPCPX e SCH 58261 

respectivamente, não provocou alterações na memória dos animais nas três 

tarefas utilizadas (RO, EI e labirinto em Y), tanto para memória de curto quanto 

para a de longo prazo.  

 Em outro protocolo experimental, quando foram bloqueados os 

receptores de adenosina A2A, por meio da administração de SCH 58261, após a 
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administração sistêmica de escopolamina, foi observado que o bloqueio 

seletivo destes receptores preveniu o comprometimento da memória de curto 

prazo induzido por este antagonista muscarínico, nas três tarefas utilizadas 

(RO, EI e labirinto em Y). O bloqueio seletivo dos receptores de adenosina A1, 

após a administração sistêmica de escopolamina também foi capaz de reverter 

o prejuízo da memória de reconhecimento e aversiva. Porém, o bloqueio dos 

receptores A1 não foi eficiente para  prevenir o comprometimento da memória 

causado pela escopolamina no labirinto em Y. Estes resultados demonstram 

que o efeito  da cafeína frente a um déficit induzido por escopolamina na 

memória de reconhecimento e aversiva (Botton et al., 2010) parece depender 

do antagonismo de ambos os receptores de adenosina (A1 e A2A) (Fredholm et 

al., 1999). Estes resultados estão de acordo com um outro estudo realizado em 

peixes-zebra, no qual a administração dos antagonistas seletivos para os 

receptores A1 e A2A preveniu a amnésia induzida por escopolamina na tarefa de 

esquiva inibitória, sem afetar a atividade locomotora destes animais (Bortolotto 

et al., 2015). 

O impacto de bloquear seletivamente os receptores de adenosina A1 

sobre a memória ainda é bastante controverso. Na tarefa de esquiva inibitória, 

um estudo realizado por Pereira e colaboradores (2002) mostrou que o 

bloqueio dos receptores de adenosina A1 no córtex cingulado posterior facilita a 

memória dos roedores. Outro estudo realizado pelo nosso grupo verificou que o 

bloqueio dos receptores de adenosina A1 no déficit induzido por metilfenidato, 

preveniu o déficit na tarefa de reconhecimento de objetos (Mioranzza et al., 

2011). Ainda, Harvey e colaboradores (2012) testaram um novo antagonista de 

receptores A1, o AJ23 (7-methyl-1-phenyl-1,8-dihydro-pyrazolo-(3,4d)(1,2,4)-
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triazolo(1,5a)- pyrimidin-4-one), e verificaram que o bloqueio do receptor A1 foi 

capaz de reverter o déficit induzido por escopolamina na esquiva inibitória. Em 

contrapartida, a administração aguda de DPCPX (antagonista seletivo para os 

receptores A1) não alterou a consolidação da memória na tarefa de esquiva 

inibitória (Kopf et al., 1999) e o tratamento crônico com DPCPX prejudicou a 

memória de longo prazo no labirinto aquático de Morris (Vollert et al., 2013). 

De fato, alguns estudos mostram que o bloqueio dos receptores A1 pode 

ser benéfico para a memória, enquanto outros estudos demonstram que pode 

ser prejudicial ou ainda não produzir nenhum efeito. Esta variabilidade dos 

resultados provavelmente está relacionada aos diferentes protocolos de 

administração dos fármacos utilizados. É importante ressaltar também que a 

ativação de receptores A1 em geral provoca sedação profunda (Snyder et al., 

1981; Bruns et al., 1983) e este fato limita o uso dos agonistas A1, pois 

dependendo da via de administração e das doses utilizadas pode haver um 

prejuízo na locomoção desses animais e por consequência prejudicar o 

desempenho nas tarefas.  

O bloqueio dos receptores de adenosina A1 na prevenção dos déficits 

induzidos por escopolamina observados neste estudo está de acordo com a 

importância destes receptores na modulação colinérgica, interagindo com 

receptores muscarínicos M1 e M2 (Pedata et al., 1986; Oliveira et al., 2002), 

reforçando a liberação de acetilcolina (Pedata et al., 1986; Cunha et al., 1994) 

e inibindo de forma eficaz a liberação de acetilcolina no córtex límbico 

(Jackisch et al., 1984; Cunha et al., 1994).  

Já os efeitos benéficos dos antagonistas de receptores A2A em prevenir 

prejuízos na memória não podem ser explicados pela inibição da liberação de 
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acetilcolina a partir de preparações corticais límbicas (Rodrigues et al., 2008). 

Sendo assim, é mais provável que não esteja relacionado diretamente com o 

sistema colinérgico, mas com a capacidade que os antagonistas de receptores 

A2A possuem de controlar a plasticidade sináptica em circuitos corticais (Rebola 

et al., 2008; Costenla et al., 2011), que é discutida para ser a base 

neurofisiológica do aprendizado e da memória (Martin et al., 2000). Isto 

explicaria a prevenção dos prejuízos de memória causados pela administração 

dos antagonistas de receptores A2A nas diferentes condições citadas 

anteriormente (Prediger et al., 2005b; Dall'Igna et al., 2007; Canas et al., 2009; 

Batalha et al., 2013), inclusive após a administração aguda de escopolamina, 

de acordo com os nossos resultados. Assim, a eficácia dos antagonistas de 

receptores A2A pode estar relacionada a um equilíbrio entre a normalização da 

plasticidade sináptica e seus efeitos prejudiciais sobre o sistema colinérgico.  

Este conjunto de resultados torna os receptores A2A um alvo preferencial 

para os benefícios da cafeína na promoção da neuroproteção contra os déficits 

cognitivos observados em modelos experimentais de doença de Alzheimer 

(Arendash et al., 2006; Dall'Igna et al., 2007; Canas et al., 2009; Espinosa et 

al., 2013). No entanto, é importante ressaltar que os mecanismos subjacentes 

aos efeitos benéficos de antagonistas A1 e A2A em resposta a amnésia induzida 

por escopolamina são difíceis de esclarecer. Um dos motivos é o fato de que 

as bases neurofisiológicas da amnésia envolvendo a escopolamina ainda não 

são claras, uma vez que os efeitos da escopolamina sobre a plasticidade 

sináptica não são consistentemente observados.  

Os  efeitos da escopolamina na potenciação de longa duração (LTP do 

inglês long term potentiation) e na depressão de longa duração (LTD do inglês 
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long term depression) são controversos. Prévio estudo mostrou que a 

escopolamina altera a LTP em fatias de hipocampo (Hirotsu et al., 1989). Em 

outro estudo, a escopolamina não apresentou efeito sobre a LTP na região 

CA1 mas diminuiu significativamente a LTP na região CA3 em fatias de 

hipocampo (Tanaka et al., 1989). Mais recentemente, a escopolamina bloqueou 

a produção da LTD, mas não da LTP em fatias de córtex perirrinal (Warburton 

et al., 2003).  

Agonistas de receptores M1 e inibidores da acetilcolinesterase 

apresentam efeitos benéficos na memória (Fisher, 2012) enquanto que a 

escopolamina atua na estimulação da liberação de acetilcolina, de modo 

semelhante aos antagonistas de receptores muscarínicos M1, promovendo 

efeitos amnésicos já bem estabelecidos (Vannucchi et al., 1997). Em 

contrapartida, a administração de escopolamina no córtex perirrinal pode 

melhorar a memória de reconhecimento de objetos (Winters et al., 2007). Estes 

achados fortalecem a ideia de que os efeitos da amnésia induzida pela 

administração sistêmica da escopolamina sejam mediados por circuito (ou seja, 

afetando diferentes regiões do cérebro e suas conexões) ao invés de estarem 

relacionados a eventos neuroquímicos isolados (ou seja, restritos a uma única 

alteração molecular em uma região definida do cérebro). Além disso, estes 

dados poderiam explicar resultados anteriores nos quais o bloqueio de 

receptores A2A não foi totalmente eficaz para prevenir o comprometimento da 

memória espacial causado por escopolamina (Cunha et al., 2008), mesmo 

utilizando diferentes doses de escopolamina e de antagonistas A2A.  

Posteriormente, foi investigada a ativação dos receptores de adenosina 

A2A, pela administração sistêmica do agonista CGS 21680. Os resultados 
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obtidos demonstraram que em animais naive essa ativação foi suficiente para 

prejudicar a memória de curto prazo nas três tarefas comportamentais 

estudadas, mostrando que os receptores A2A são necessários e suficientes 

para comprometer a memória de curta duração. Este efeito foi prevenido pela 

administração do antagonista de receptores A2A, SCH 58261. Deficits similares 

de desempenho na memória de trabalho foram observados em animais 

transgênicos que superexpressam o receptor A2A no prosencéfalo (Gimenez-

Llort et al., 2007). Além disso, a análise post-mortem do córtex frontal de 

pacientes com DA revelou um aumento significativo na expressão dos 

receptores de adenosina A1 e A2A em estágios iniciais e avançados da doença 

(Albasanz et al., 2008).  

É importante ressaltar que as doses de CGS 21680 utilizadas neste 

trabalho não afetaram a atividade locomotora dos animais, diferentemente da 

diminuição na locomoção observada com a administração de CPA (agonista de 

receptores de adenosina A1) já relatada anteriormente (El Yacoubi et al., 2000). 

E em razão desta diminuição da locomoção provocada pelo agonista A1, não 

foi possível testar o impacto da ativação dos receptores A1 frente ao déficit 

induzido por escopolamina. 

 Visando excluir os efeitos periféricos causados por CGS 21680 como 

uma possível causa para a diminuição da memória observada na tarefa de RO 

e na tentativa de comprovar que o efeito encontrado era predominantemente 

central, CGS 21680 foi administrado diretamente nos ventrículos laterais dos 

animais (i.c.v). Estes resultados mostraram que a infusão de CGS 21680 

extinguiu a memória de reconhecimento e indicam que os efeitos são centrais. 

Os resultados obtidos estão de acordo com estudos prévios, os quais 
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descreveram que a ativação dos receptores de adenosina A1 no hipocampo 

interfere nos processos neurais envolvidos na memória de trabalho (Ohno 

& Watanabe, 1996) e também que a injeção de CGS 21680 diretamente no 

córtex cingulado posterior causa prejuízos na tarefa de esquiva inibitória 

(Pereira et al., 2005). 

 Finalmente, foi observado que o agonista de receptores A2A, CGS 

21680, não afetou o comprometimento da memória causada por escopolamina 

na tarefa de RO. Uma vez que temos um efeito máximo da escopolamina sobre 

a memória de reconhecimento, seria difícil verificar uma interação entre os dois 

fármacos.  Este conjunto de evidências sugerem que a ativação dos receptores 

de adenosina A2A é prejudicial para a memória e isto se torna particularmente 

relevante para uma melhor compreensão do mecanismo de sinalização 

envolvendo os receptores A2A (Fredholm et al., 2007; Zezula & Freissmuth, 

2008). 
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IV. CONCLUSÃO 

O presente estudo estabeleceu o envolvimento do antagonismo de 

ambos os receptores de adenosina (A1 e A2A) como provável mecanismo 

subjacente ao efeito benéfico da cafeína para evitar o prejuízo de memória 

causado por escopolamina. Neste estudo também foi observado que a ativação 

dos receptores A2A é suficiente para desencadear prejuízos na memória, 

sugerindo que a ativação do receptor A2A seja um dos mecanismos envolvidos 

nos déficits de memória. Além disso, os resultados apresentados indicam que 

os receptores de adenosina A1 participam de maneira seletiva no controle dos 

prejuízos cognitivos relacionados ao sistema colinérgico. Portanto, o conjunto 

dos nossos resultados contribuem para o melhor conhecimento dos efeitos da 

cafeína nos processos mnemônicos e reforçam o interesse terapêutico nos 

receptores de adenosina A2A na modulação dos mecanismos de memória.  

Além disso nosso estudo contribui para o desenvolvimento de novas pesquisas 

relacionadas a interação entre os sistemas adenosinérgico e colinérgico. 
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V- PERSPECTIVAS 

Para dar continuidade ao estudo aqui apresentado, temos como 

perspectivas: 

 

- Avaliar os efeitos da administração central de CPA (agonista A1), SCH 

58261 (antagonista A2A) e DPCPX (antagonista A1) em outras fases 

(consolidação e evocação), dos três diferentes tipos memória; 

 

- Investigar a resposta dos animais envelhecidos frente a manipulação 

farmacológica desses receptores nos três tipos de memória avaliados 

nesse trabalho; 

 

- Identificar quais as vias de sinalização operadas pelos receptores de 

adenosina A1 e A2A estão envolvidas nos efeitos sobre as memórias 

estudadas nesse trabalho.  
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