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RESUMO

A cafeina é o psicoestimulante mais consumido mundialmente. Sua agéo
farmacoldgica consiste em bloquear os receptores de adenosina A; e Axa A
administracdo crbnica de cafeina previne déficits cognitivos decorrentes da
idade e em modelos experimentais da doenga de Alzheimer. Esses efeitos
preventivos sdo também observados pela administracdo do antagonista
seletivo do receptor de adenosina A,a. Nesse trabalho investigou-se a
participacdo dos receptores de adenosina A; e Aza na prevencdo dos déficits
cognitivos induzidos por escopolamina. Também foi investigado se a
manipulacdo dos receptores Apa teria algum impacto na memodria em
camundongos naive. Para isso, foram utilizadas trés tarefas comportamentais
que avaliaram trés tipos de memdria: a tarefa de reconhecimento de objetos
(RO), a esquiva inibitoria (El) e o labirinto em Y. A administracdo intraperitoneal
de escopolamina (1,0 mg/kg) prejudicou o desempenho da memoria de curto
prazo nas trés tarefas utilizadas. O antagonista de receptores A; (DPCPX, 1,0
mg / kg, i.p.) preveniu a amnésia induzida por escopolamina no RO e na El,
enquanto o antagonista de receptores A, (SCH 58261, 0,5 mg / kg, i.p.)
preveniu a amnésia em todos os testes. Além disso, ambos os antagonistas
nao apresentaram efeitos sobre a memdria ou a locomocdo em animais naive.
Também foi observado que a ativacdo dos receptores Aja, a partir da
administracdo de CGS 21680 (0,1 mg/kg, i.p.) antes da sesséo de treino, foi
suficiente para provocar prejuizos na memoria em animais naive também nas
trés tarefas, e este efeito foi prevenido por meio da administracdo de SCH
58261 (0,5 mg/kg, i.p.). Por fim, a administracéo intracerebroventricular (i.c.v)

de CGS 21680 (50 nmol) também prejudicou o desempenho dos animais na



tarefa de RO. Em conjunto, estes resultados sugerem que a ativacdo dos
receptores Aya € suficiente para provocar déficits de memoria e ainda sugerem
que os receptores A; também participam de maneira seletiva no controle dos

déficits de memodria relacionados ao sistema colinérgico.



ABSTRACT

Caffeine, a non-selective adenosine receptor antagonist, prevents
memory deficits, an effect mimicked by adenosine A, receptor (A2AR), but not
receptor A; (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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I. INTRODUCAO
l.1 MEMORIA

A memodria pode ser definida como a capacidade em adquirir, armazenar
e recuperar diferentes informacdes (Izquierdo, 1989). Ela serve de suporte para
todas as habilidades, o planejamento e o conhecimento de um individuo.
(Izquierdo, 1989; Izquierdo & Medina, 1997). A formacdo de memorias em um
individuo ocorre por meio de processamentos neurais muito complexos
envolvendo diferentes regides cerebrais, tais como hipocampo, coértex
entorrinal, cértex cingulado, cortex pré-frontal e amigdala, 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 memorias podem ser classificadas conforme a sua duragdo ou
contetdo. De acordo com a duragdo, as memorias podem ser divididas em
pelo menos, duas fases: a memoria de curta duracdo, (STM, do inglés, short
term memory), independente de sintese protéica, e a memodria de longa
duracdo (LTM, do inglés, long term memory), que € dependente de sintese
protéica (McGaugh, 1966; Izquierdo et al., 1998; Bekinschtein et al., 2007).

A memoria de curta duracdo dura apenas poucas horas apds a sua
aguisicado. Ela requer estruturas como o hipocampo, 0 cortex entorrinal e a
amigdala e envolve mecanismos proprios e distintos que a tornam um processo
paralelo e independente da memaria de longa duragéao, pois mesmo quando a

memoria de curta duracdo € blogueada, a memoaria de longa duracéo pode ser
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formada, diferente do que se pensava anteriormente (lzquierdo et al., 1998;
1999; 2006).

A memoria de longa duracéo leva algumas horas para ser consolidada e
durante este processo ela pode ser modulada ou sofrer interferéncias de
alguns fatores, tais como alteragbes emocionais ou administracdo de alguns
farmacos (McGaugh, 1966). A formagdo de uma memdéria de longa duracao
envolve um processamento neural complexo, incluindo sintese de proteinas e
remodelacdo de sinapses (McGaugh, 1966; Camarota et al., 2000;
Bekinschtein et al., 2010). Estudos indicam a participacdo do hipocampo,
cortex entorrinal, amigdala e outras regides corticais na formacdo das
memoérias de longa duracdo (lzquierdo & Medina, 1997; Cahill & McGaugh,
1998; Bianchin et al., 1999; Barros et al., 2000).

De acordo com o conteudo, as memarias podem ser classificadas em
declarativas (subdivididas em episddicas e semanticas) ou de procedimentos.
As memorias declarativas envolvem principalmente o hipocampo e o cortex
entorrinal associados entre si e com o cértex cingulado, parietal e com os
ndcleos basal e lateral da amigdala (Cahill & McGaugh, 1998; Izquierdo et al.,
1999; Barros et al.,, 2000; Squire & Dede, 2015). Além disso, as memoarias
declarativas sdo classificadas como explicitas, pois envolvem um aprendizado
com plena intervengéo da consciéncia e podem durar alguns minutos, dias ou
até anos. Ja, as memorias de procedimentos envolvem habilidades motoras e
sensoriais e sao classificadas como implicitas, pois envolvem um aprendizado
automatico, sem necessidade de intervencdo da consciéncia ou da percepcao
do processo, e em geral duram por toda a vida do individuo (Danion et al.,

1995; Izquierdo et al., 1998; Squire & Dede, 2015). Este tipo de memoria



envolve regides importantes no desenvolvimento do aprendizado motor tais
como o nucleo caudado, a substancia nigra e o cerebelo, além das estruturas
relacionadas a memoria, hipocampo e cortex entorrinal (Izquierdo et al., 2006;
Squire & Dede, 2015). A memodria declarativa € muito mais suscetivel a
modulac¢des pelas emocdes, ansiedade e estado de &nimo do que as memaorias
de procedimentos (Cahill & McGaugh, 1998).

No que diz respeito as fases das memorias, as memorias de longa
duracdo podem ser divididas em pelo menos trés: a de aquisicdo, a de
consolidagéo e a de evocacdo. O processo de aquisicdo da memoria, também
chamado de aprendizado, € a fase inicial e determinante para que um individuo
possa armazenar ou ndo uma memdria. Ja a consolidacdo da memoria inicia
imediatamente apds a sua aquisi¢cdo e envolve uma série de eventos celulares
complexos, envolvendo o aumento da expressdo génica e a sintese de
proteinas (lzquierdo, 1989; Carew, 1996). Além disso, a consolidacdo da
memoria compreende o periodo no qual sua fixacdo definitiva é necessaria
para que mais tarde (dias ou anos) ela possa ser evocada. Este processo é
suscetivel a interferéncias por diversos fatores, entre eles, traumas, fatores
emocionais e administracdo de alguns farmacos (lzquierdo, 1989; McGaugh
1966; 2000). Por fim, a evocacao, também conhecida como recordacao ou
lembranca, € o momento em que a memoria sera acessada, fundamental para
o individuo e também para os processos de avaliacdo da memoéria (Izquierdo,
1989; Izquierdo et al.,, 2002). A evocacgao envolve a ativagdo sequencial de
muitas areas do cérebro como, por exemplo, a regiao CA1 do hipocampo, o
cortex entorrinal, o coOrtex parietal e o cértex cingulado (Barros et al., 2001;

2003; Wu et al., 2014). As alteragbes no estado emocional e no animo de um
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individuo, bem como as intervengfes farmacoldgicas ao longo deste processo,
podem afetar de forma positiva ou negativa a formagédo, a retencdo e a

evocacao de novas memorias (Izquierdo, 1989).

I.2 Protocolos experimentais de memoéria

A memoéria humana e dos demais mamiferos sdo bastante semelhantes
no que se refere aos mecanismos essenciais de memoria, e muito do
conhecimento que se tem disponivel sobre os mecanismos neurobioldgicos da
memo©ria é proveniente de estudos realizados em roedores.

Diversas tarefas séo utilizadas para avaliar meméria em roedores, tais
como a tarefa de reconhecimento de objetos (RO), o labirinto aquéatico de
Morris, o labirinto em Y e a tarefa da esquiva inibitéria (El). Além destas tarefas
avaliarem diferentes tipos de memoaria, existem ainda variagdes 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 memoria a ser estudada, este fato deve ser levado em consideragéo
para a escolha do protocolo mais adequado. No entanto, é importante salientar
que esta variabilidade de protocolos pode tornar dificil a comparacao entre o0s
resultados de diferentes experimentos e diferentes grupos de pesquisa.

A capacidade de reconhecer e diferenciar objetos e individuos sé&o
funcdes cognitivas importantes e podem ser severamente prejudicadas em
doencas neurodegenerativas como a Doenca de Alzheimer (DA) (Irle et al.,
1987; Hajilou & Done, 2007). Em roedores, a tarefa mais utilizada para avaliar
a memoria de reconhecimento, afetada pela DA, € 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
preferéncia inata dos roedores pela exploracdo da novidade, sem a
necessidade de estimulos externos (aversivos ou ndo), intervengdes de reforgo
ou punicdo (Ennauceur & Delacour, 1988, Sik et al., 2003). Esta tarefa consiste
em primeiramente habituar os animais em uma arena onde posteriormente
seréo colocados os objetos. A sessao de treino consiste em expor 0s animais a
dois objetos idénticos e cronometrar o tempo gasto em cada um dos objetos. A
sessdo de teste consiste em trocar um dos objetos familiares por um objeto
novo e cronometrar o tempo gasto em cada um dos objetos. O célculo do index
de reconhecimento do objeto novo é feito pela razdo entre o tempo gasto no
objeto novo e a soma do tempo gasto em ambos os objetos (novo e familiar) na
sessao de teste. O intervalo entre as sessfes e o0 tempo de duracdo de cada
sessdao variam de acordo com o protocolo utilizado.

O RO vem sendo cada vez mais utilizado para avaliacdo de funcbes
cognitivas e possiveis intervencdes de farmacos no processamento das
memorias (Sik et al., 2003; Leger et al., 2013). Outra razéo para o uso do RO é
o fato de que ele nos permite investigar diferentes fases de processamento das
memodrias. Entretanto, como o traco da memoéria tende a se deteriorar com o
passar do tempo, o melhor desempenho dos roedores nesta tarefa é
comumente observado entre 60 e 90 minutos apds a sessao 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 sdo o hipocampo, o

cortex perirrinal e o cértex posrrinal (Dickerson & Eichenbaum, 2010; Akkerman
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et al., 2012). Além de ser muito utilizada para avaliar memoria 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 preferéncia inata dos roedores pela exploracéo
da novidade, sem a necessidade de estimulos aversivos ou intervencdes de
reforco, € o labirinto em Y, que foi proposto pela primeira vez por Dellu et al.
(1992) para avaliar a memoria de reconhecimento espacial. Esta tarefa se
baseia em um paradigma de escolha livre na qual a exploracdo da novidade é
mensurada a partir de diferentes exposicdoes a um aparato com trés bragos
idénticos, semelhante a letra “Y”. Na fase de aquisicdo o acesso a um dos trés
bracos é bloqueado e é permitido ao animal explorar apenas dois bracos. A
seguir, jA na sessdo de teste (recuperacdo da memoria), o animal tem livre
acesso aos trés bracos e € avaliado o reconhecimento da novidade em relacéo
aos bracos familiares (Dellu et al., 2000). Entretanto, uma vez que 0s trés
bracos do labirinto sé&o idénticos, a discriminacdo de novidade baseia-se
apenas sobre os diferentes aspectos do ambiente que o animal é capaz de
perceber a partir de cada brago (memoria espacial). A atividade locomotora dos
animais nesta tarefa também pode ser avaliada a partir do nimero de visitas
em cada um dos bracos (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 area CAl (Petit et al.,, 2011) e assim
como o RO, fornece vantagens para estudos com roedores, uma vez que

também se baseia tendéncia natural dos animais para exploracéo da novidade,
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além de ser uma tarefa precisa, totalmente automatizada e de rapida retencéo.
Desta forma, evita a necessidade de treinamentos extensivos e uso de reforgos
positivos ou negativos e permite uma andlise detalhada do desempenho dos
animais, podendo ser considerada uma ferramenta util para diversos estudos
comportamentais e farmacoldgicos em roedores (Conrad et al., 1996; Cunha et
al., 2008; Canas et al., 2009; Rial et al., 2014).

Além da exploragdo ao brago novo, esta tarefa também € bastante
conhecida e utilizada para avaliacdo da memoria de trabalho, a partir de
protocolos que se baseiam no ndmero de alternancia entre os trés bragos do
aparato, no qual o animal deve lembrar-se do braco que entrou em uma
ocasido anterior para que possa alternar sua escolha em uma tentativa
seguinte (Hughes, 2004; Dall’lgna et al., 2007; Niimi et al., 2013; Sierksma et
al., 2014; Pickering et al., 2015).

Ja a tarefa de esquiva inibitéria (EI) caracteriza-se por associar um
estimulo aversivo (choque) a um teste de aprendizado e memdria. O aparato
da EI consiste em uma caixa cujo solo é feito de barras de cobre que estédo
conectadas a rede elétrica. Na sessao 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 apds o animal
descer da plataforma, eles recebe um choque leve durante 2 segundos nas
patas. Na sessao de teste o animal € recolocado na plataforma do aparato e a
laténcia para descer da plataforma é usada como indicador de retencao da
memoria. Nesta sessao, o animal ndo recebe choque. A analise dos resultados
€ expressa pelo tempo que o animal leva para descer da plataforma na sesséo

de treino e na sesséo de teste (laténcia). A retencdo da memadria podera ser
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avaliada em diferentes momentos apds a sessdo 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 consolidacdo da memoria na esquiva inibitéria requer a ativacao de
uma série de vias de sinalizacdo intracelular na regido CA1 do hipocampo,
cortex entorrinal, cortex cingulado e coértex parietal, com intuito de provocar
modificacdes duradouras nas sinapses, responsaveis pela estabilizacdo do
traco mnemaonico (Izquierdo & Medina, 1997; Blake et al., 2014; Giovannini et
al., 2015). Sabe-se que a amigdala, por meio de mecanismos que envolvem a
liberacdo de noradrenalina, participa ativamente da consolidacdo da memoéria
na esquiva inibitoria (Cabhill et al., 1996; Roozendaal & McGaugh, 2011). Além
das estruturas mencionadas, também estdo 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'lgna et al., 2007; Cunha et al., 2008; Cognato et al., 2010) e a esquiva
inibitéria (Kopf et al., 1999; Dalllgna et al., 2007; Botton et al., 2010) vém
sendo bastante utilizados com intervencfes farmacologicas em diferentes
momentos dos protocolos de aprendizado, tais como pré-treino, pds-treino ou
pré-teste. Dependendo do momento em que a intervengdo farmacologica é
realizada, podem ser produzidos diferentes efeitos (positivos ou negativos)
sobre as fases de aquisicdo, consolidagcdo e evocagdo das memorias
(Izquierdo, 1989; Winters et al., 2008).
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.3 ADENOSINA

A adenosina € um nucleosideo enddégeno que participa de uma ampla
variedade de funcdes biolégicas basicas, incluindo a biossintese de
nucleotideos e o metabolismo energético celular (Eltzschig, 2009). No Sistema
Nervoso Central (SNC) ela age em todas as células, incluindo os neurdnios e
as células gliais, atuando como um neuromodulador, controlando a
excitabilidade neuronal, os processos sinpticos e a regulagéo da liberacao de
neurotransmissores (Sebastido & Ribeiro, 2000; Boison, 2007; Boison, 2012;
Chen et al., 2013).

A adenosina pode ser produzida a partir da hidrélise do ATP (do inglés
adenosine triphosphate) pela cascata enzimatica das ectonucleotidases
(ectoN), a partir da degradacdo do AMP ciclico (AMPc) ou ainda pode ser
produzida no meio intracelular e ap0s ser transportada para 0 meio
extracelular, via transportador equilibrativo de nucleosideo (ENT) (Brundege et
al., 1997; Latini & Pedata, 2001; Eltzschig, 2009). A adenosina intracelular
possui metabolismo rapido, podendo ser convertida em AMP pela adenosina
cinase (ADK) ou ser convertida em inosina por meio da acdo da enzima
adenosina desaminase (ADA) (Hershfield, 2005; Benarroch, 2008; Eltzschig,

2009; Figura 1).
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Figura 1. Verséo simplificada de uma sinapse mostrando as principais caracteristicas da sinaliza¢do de
adenosina no SNC e seus principais mediadores, os receptores A; e Aza. A figura mostra as duas
principais fontes de adenosina extracelular, a primeira por meio da conversao extracelular da adenosina
trifosfato (ATP) pela a¢édo das ectonucleotidases (EctoN) e a segunda a partir do transporte de adenosina
intracelular via transportador equilibrativo de nucleosideo (ENT). Os receptores A; inibem a liberagéo de
glutamato e as respostas pré-sinapticas mediadas pelos receptores N-metil-D aspartato (NMDA), além
disso estes receptores também inibem a adenilato ciclase (AC) e aumentam a condutancia aos ions
potassio (K*) e inibem os canais de calcio (Ca2+) pré-sinapticos. Ja os receptores Aza estimulam a AC e
antagonizam os efeitos inibitérios dos receptores A; sobre a liberacéo de glutamato. Eles também podem
formar dimeros com os receptores A; ou com os receptores de dopamina D e antagonizar os efeitos da
dopamina em neurdnios estriado-palidais. ADK = adenosina cinase; AMP = adenosina monofosfato; 5’NT

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

As acOes da adenosina ocorrem a partir da sua ligagdo com quatro
subtipos de receptores purinérgicos do tipo P1 (receptores inibitorios A; e Az e
receptores facilitatorios Aza € Agg). Estes receptores encontram-se acoplados a

proteina G e tém sete dominios transmembrana formados por aminoacidos
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hidrofébicos (Fredholm et al., 2001; 2005). A ativacdo dos receptores A; ou As
leva a atenuacgéo dos niveis de AMPc intracelular, enquanto que a ativacao dos
receptores Aza ou Ay estd associada com a elevagcdo dos niveis de AMPc
(Eltzschig, 2009).

Os receptores de adenosina A; sdo amplamente distribuidos por todo o
Sistema Nervoso Central (SNC), principalmente em regiées como o coértex, 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 liberacédo de glutamato e as respostas pré-sinapticas
mediadas pelos receptores N-metil-D aspartato (NMDA) (Brambilla et al.,
2005). Esses receptores apresentam um papel inibitorio frente a transmissao
excitatoria do SNC e oferecem neuroprotecdo contra danos cerebrais
(Fredholm et al., 2005).

Ja os receptores Apa sdo encontrados em maior densidade no bulbo
olfatério e no estriado, e em menor nivel nas outras regides cerebrais. Ao
contrario dos receptores A;, 0s receptores A,a estimulam a adenilato ciclase e
antagonizam os efeitos inibitérios dos receptores A; sobre a liberacdo 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 Axa
estdo bastante relacionados com a modulagcdo da plasticidade dos circuitos
neuronais, tais como a aprendizagem e a memoéria (Zhou et al., 2009; Wei et
al., 2011).

O papel essencial da adenosina na manutencdo da homeostase
cerebral, controle da transmissédo sinaptica, liberacdo de neurotransmissores e

excitabilidade neuronal contribui para a codificacdo da informacg&ao nos circuitos
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neuronais, e ocorre principalmente por intermédio dos seus receptores A; e Aoa
(Sebastido & 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 locomocédo até o humor (Chen et
al., 2013). Uma vez que a adenosina por meio da acdo em receptores A; e Aza
participa de fenbmenos associados a plasticidade sinaptica, no decorrer dos
anos seu papel nos processos de aprendizado e memoria vem sendo elucidado

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

|.4 CAFEINA E MEMORIA

A participagdo dos receptores de adenosina nos processos cognitivos
vem sendo reconhecida ao longo dos anos por meio dos estudos com cafeina.
A cafeina pertence a classe das metilxantinas, sendo considerada o
psicoestimulante mais consumido mundialmente. As acdes da cafeina ocorrem
por meio do antagonismo néo seletivo dos receptores de adenosina A; e Asa
(Fredholm & Persson, 1982; Fredholm et al., 1999).

Muitos trabalhos vém investigando os efeitos da administracdo de
cafeina sobre o desempenho cognitivo tanto em animais quanto em humanos.
Em animais, estudos relacionados a DA revelaram que a cafeina previne a
morte de neurbnios de cerebelo de roedores causada pelo peptideo beta
amiléide (AB), o principal componente das placas senis que se acumulam no
cérebro na DA (Dall’lgna et al., 2003). Outro estudo também relacionado a DA,
verificou que a cafeina provocou uma melhora da memoria associada a

reducdo da fosforilagdo da proteina tau e fragmentos proteoliticos no

hipocampo de roedores (Laurent et al.,, 2014), evidenciando que a ingestéo
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moderada de cafeina é benéfica tanto no modelo animal pela infusdo do AR
quanto no da proteina tau hiperfosforilada. Além disso, outros estudos
utilizando animais demonstram que a cafeina proporciona efeitos benéficos na
restauracdo de habilidades cognitivas perdidas (Prediger et al., 2005a) e
previne a neurodegeneracdo em modelos transgénicos para a Doenca de
Alzheimer (Arendash et al., 2006; Arendash & Cao, 2010).
Resultados do nosso grupo mostraram que o tratamento com cafeina
em animais melhora a memoria 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 0 consumo crénico
de cafeina reverte o prejuizo da memoria de curto e de longo prazo na esquiva
inibitéria em animais de meia-idade (Sallaberry et al., 2013). Um outro estudo
realizado por Angellucci e colaboradores (1999) mostrou que quando a cafeina
foi administrada apds o treino (na fase de consolidagcdo da memdria) ou antes
do teste (na evocacdo da memoéria) na tarefa de EI, ela melhorou o
desempenho dos animais. O mesmo nédo foi observado quando a cafeina foi
administrada antes do treino (aquisicdo da memodria), pois 0s animais nao
apresentaram melhora no desempenho apdés a administracdo da cafeina
(Angellucci et al., 1999). Estes resultados sugerem que a cafeina pode ou néo
afetar as diferentes fases de memdria, dependendo da tarefa escolhida e das
diferentes intervengdes farmacoldgicas nos processos mnemaonicos.
Com relagdo aos estudos realizados em humanos, diversos deles
apontam que a ingestdo habitual de cafeina (consumo cronico) atenua a
disfuncdo cognitiva durante o envelhecimento ou na DA. Um estudo

retrospectivo relacionou inversamente o consumo de cafeina com a deméncia
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associada a DA (Maia & de Mendonca, 2002). Outros estudos epidemioldgicos
demonstraram que o0 consumo regular e moderado de cafeina previne o
declinio cognitivo, principalmente em mulheres idosas (Johnson-Kozlow et al.
2002; Ritchie et al., 2007). Eskelinen e colaboradores (2009) investigaram o0s
individuos de meia-idade que consumiam doses moderadas de café (3-5
xicaras por dia) e verificaram que estes apresentaram menor risco de
deméncia em comparacdo aos que nao consumiam a bebida. Posteriormente,
um outro estudo com individuos de meia-idade mostrou que a ingestao de
cafeina foi associada a um risco reduzido de deméncia ou um atraso no seu
inicio, especialmente nos individuos que j& 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 individuos adultos que
receberam cafeina (200 mg) ou placebo apds a aquisicdo em uma tarefa de
reconhecimento visual de objetos. O teste ocorreu 24 horas ap0s e 0s
individuos que receberam cafeina foram capazes de reconhecer quando os
objetos apresentados no teste eram semelhantes, mas nao idénticos, aos
objetos apresentados no treino. Ja os que receberam placebo classificaram
estes objetos como idénticos aos ja vistos anteriormente. Neste estudo também
foi realizada a administracdo de cafeina antes do teste, sendo que ndo houve
uma melhora na consolidagdo da memdria em comparacdo ao grupo que
recebeu placebo.

Alguns pesquisadores vem investigando os efeitos da abstinéncia de
cafeina em humanos. Mitchell e colaboradores (1995) mostraram que 0s

sintomas de abstinéncia de cafeina ndo estdo necessariamente relacionados
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com o aumento do consumo de cafeina. A partir deste estudo realizado com
usuérios regulares de cafeina, eles avaliaram o efeito da privagdo e da auto-
administracédo de cafeina apés 33 horas de privacdo completa, parcial (50%) ou
sem privagdo de cafeina (100%). Os sintomas de abstinéncia de cafeina
(baseados nos questionarios respondidos pelos usuarios) ocorreram apoés a
privacdo completa mas néo apdés a privacdo parcial de cafeina e neste estudo,
a auto-administracdo da cafeina néo foi correlacionada com a abstinéncia dos
USUArios.

Um outro estudo investigou os efeitos da administracdo de diferentes
doses agudas de cafeina em homens e mulheres que ndo eram Uusuarios
diarios de cafeina. Cento e dois individuos receberam cafeina (50, 150 e 450
mg) ou placebo e apOs participaram de quatro sessdes experimentais
envolvendo tarefas de atencdo, memoria de curto prazo e desempenho
psicomotor. Os individuos que receberam cafeina apresentaram aumento na
excitagcdo, humor e vigilancia e melhoraram o desempenho em algumas tarefas
de memdria, mostrando que os efeitos comumente observados a partir da
administracdo de cafeina também ocorrem em pessoas que nNdo Sao USUArios
continuos de cafeina (Childs & de Wit, 2006).

Cornelis e colaboradores (2007) associaram o polimorfismo genético
dos receptores de adenosina A;a com o0 consumo habitual de cafeina e outro
estudo mostrou que a interacdo entre 0s receptores A;a € D2 podem ser
responsaveis pela resposta negativa a cafeina em certos individuos (Childs et
al., 2008), sugerindo uma importancia na interacdo entre a dopamina e

adenosina nos efeitos da cafeina.
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A respeito da influéncia genética no consumo de cafeina, um estudo
realizado por Kendler & Prescott (1999) avaliou o padrdo de consumo,
tolerancia, abstinéncia e intoxicacao por administracdo de cafeina em gémeos
monozigoticos e dizigoticos e verificou que as semelhancas no padréo de
ingestdo de cafeina eram muito maiores nos gémeos monozigéticos do que
nos dizigoticos, mostrando que o consumo de cafeina, semelhante ao consumo

de outras drogas psicoativas, € influenciada por fatores genéticos.

|.5 RECEPTORES DE ADENOSINA E MEMORIA

Diversos trabalhos em  animais utilizando cafeina, agonistas e
antagonistas seletivos dos receptores de adenosina A; e Apa destacam a
importancia destes receptores e da adenosina nos processos de memoria.

A administracdo 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 prejuizos na aquisi¢cao da
memoéria de maneira dose dependente (Zarrindast & Shafaghi, 1994). Em outro
estudo realizado por Ohno & Watanabe (1996) a infusédo bilateral do agonista
A1 (CHA) no hipocampo dorsal de roedores aumentou significativamente o
namero de erros em uma tarefa que avalia memoria de trabalho, e foi
prevenido por meio da infusdo prévia de 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine
(DPCPX, antagonista A;). Neste mesmo estudo a infusédo de 2-p-(2-
Carboxyethyl) phenethylamino-5'-N-ethylcarboxamidoadenosine (CGS 21680,
agonista A,a) ndo prejudicou a memoaria de trabalho (Ohno & Watanabe, 1996).
Animais (com restricdo de agua) foram treinados na esquiva passiva com

acesso a agua, associado a um choque. Em doses mais elevadas (1,5 e 2,25
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pmol/kg), a administragao de N6 -ciclopentiladenosina (CPA, agonista A;) antes
do treino diminuiu a laténcia para a busca de agua, sendo que a administracédo
prévia de DPCPX (antagonista A;) preveniu esse déficit de retencdo de
memoéria (Normile & Barraco, 1991). Além disso, Pereira e colaboradores
(2002) mostraram que a infusdo bilateral de DPCPX (50 nM) no cortex
cingulado posterior de ratos, imediatamente apds o treino na esquiva inibitoria
facilita a memdria de curto e de longo prazo. E a estimulacdo dos receptores de
adenosina A; e Axa pelos agonistas CPA e CGS 21680, respectivamente, no
cortex cingulado posterior prejudica a recuperacdo da memaria em roedores na
tarefa de esquiva inibitéria (Pereira et al., 2005). Esses resultados demonstram
que a administracdo de agonistas de receptores de adenosina A; prejudicam a
memdéria, enquanto o bloqueio destes receptores facilita a memoria em
roedores, demonstrando a importancia dos receptores A; nos processos de
memoria.

Mais recentemente alguns estudos vém sugerindo que, principalmente a
partir dos receptores de adenosina do tipo A,x, a cafeina previne a
neurodegeneracdo e consequentemente atua na prevencdo dos prejuizos
cognitivos, sugerindo um papel crucial para os receptores Aa NOS Processos
de memdria (Dall'lgna et al., 2003; 2007; Canas et al., 2009; Espinosa et al.,
2013). A administracdo de cafeina e de antagonistas seletivos dos receptores
Aza foram capazes de prevenir déficits cognitivos em modelos de déficit de
atencdo e hiperatividade (Pires et al., 2009), estresse cronico imprevisivel
(Kaster et al., 2015), convulsao (Cognato et al., 2010), envelhecimento (Leite et

al., 2011) e em trabalhos que induziram a Doenca de Parkinson (DP) em
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modelos animais (Xu et al., 2010; Xiao et al., 2011; Kachroo & Schwarzschild,
2012; Palacios et al., 2012).

Com relacdo a doenca de Parkinson € importante salientar que a
associacao entre os receptores de adenosina Aa € 0s receptores de dopamina
D2 nos nudcleos da base (Ferré et al., 1997; Schwarzschild et al., 2006) fornece
evidéncias para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da
DP, uma vez que antagonistas de receptores de adenosina, particularmente os
antagonistas Aza, ndo s6 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 Aa, tais como o KW-6002, ja estdo em fase Ill de ensaio clinico
para o tratamento da Doenca de Parkinson e estdo sendo considerados

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

Ja em relacdo a Doenca de Alzheimer, modelos animais desta doenca
mostraram que antagonistas dos receptores A, foram capazes de proteger
neurénios de roedores contra a toxicidade induzida por AB, sendo que este
efeito ndo foi observado pela administracdo de antagonistas dos receptores A;
(Dalllgna et al.,, 2007). Também foi observado que animais com
superexpressao dos receptores de adenosina A, apresentaram prejuizos na
memoéria (Giménez-Llort et al.,, 2007) e que o bloqueio dos receptores Aza
preveniu a sinaptotoxicidade e os prejuizos de memoaria induzidos por AR
(Canas et al., 2009). Anteriormente, em um estudo também realizado em
roedores, Dall'lgna e colaboradores (2003) ja haviam sugerido o envolvimento
dos receptores Aza na prevengao da neurotoxicidade induzida pelo peptideo (3-

amiloide em neurénios cerebelares (Dall'lgna et al., 2003). Resultados do
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nosso grupo, em um modelo experimental de deméncia esporadica induzido
por estreptozotocina (STZ), mostraram um aumento do imunoconteddo e da
expressdo dos receptores Aza no hipocampo (mas nao dos receptores A;),
acompanhado por prejuizos ha memoéria de reconhecimento (Espinosa et al.,
2013). Recentemente, um grupo de pesquisadores realizou experimentos
utilizando a ativagao optogenética da sinalizagdo dos receptores de adenosina
Aza no hipocampo (Li et al., 2015). Este estudo demonstrou que a ativacao
optogenética do receptor A,a foi suficiente para comprometer a memdria

espacial no labirinto em Y.

Estes resultados sugerem uma participacdo fundamental do bloqueio
dos receptores Aya na restauracdo da memoria e nos efeitos neuroprotetores
da cafeina. Apesar disso, o0 papel dos receptores Apan NOS Processos
mnemoénicos (ou seja, na auséncia de prejuizos) ainda foi muito pouco

explorado.

1.6 SISTEMA COLINERGICO, ADENOSINA E MEMORIA

A acetilcolina (ACh) é um importante mediador quimico das sinapses no
sistema nervoso central e periférico, bem como na juncdo neuromuscular. No
sistema nervoso central (SNC) ela atua como um modulador de processos
cognitivos, tais como a memoaria e o aprendizado (McQuiston, 2014). A sintese
da ACh ocorre a partir da acetil-coenzima A e da colina, por agédo 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 vesiculas
sinapticas e ap0s ser liberada por exocitose, ela interage especificamente com

0s receptores colinérgicos presentes nas membranas pré e poés-sinapticas. A
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acdo da acetilcolina cessa quando ela é hidrolisada em acetato e colina pela
enzima acetilcolinesterase (AChE), presente na fenda sinaptica (Fujii et al.,

2008; figura 2).

ChAT

Choline
AcCoA

;5@

- — Choline + Ac™
ACh

Figura 2 — Visdo geral do transporte, sintese e degradacéo de acetilcolina em um terminal nervoso pré-
sindptico colinérgico. A colina é transportada da membrana para o citoplasma, a partir do transportador de
colina (ChT). A acetilcolina € formada no citoplasma a partir de colina e de acetil-coenzima A, por meio da
acdo da enzima Colina-O-Acetil-Transferase (ChAT) nas imediagbes das vesiculas sinapticas. O
transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) concentra a acetilcolina nas vesiculas e mediante
estimulacéo nervosa, despolariza¢do e entrada de célcio (Ca2+), as vesiculas contendo acetilcolina (ACh)
se fundem com a membrana e liberam seu contetdo. Esta fusé@o resulta em um aumento de ACh na
fenda sinaptica, tornando-a ativa. A acdo da acetilcolina cessa quando ela é hidrolisada em acetato e
colina pela acdo da acetilcolinesterase (AchE), permitindo a recaptacdo de grande parte de colina por
ChT. Por causa das diferentes composi¢cfes idnicas no meio extra e intracelular, o ChT somente
encontra-se ativo na membrana das células nervosas, e inativo nas vesiculas, enquanto o VAChT
encontra-se ativo nas vesiculas sinapticas e inativo na membrana das células nervosas (Adaptado de

Siegel et al., 2006).
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As acdes da acetilcolina nos processos cognitivos ocorrem a partir dos
seus receptores colinérgicos do tipo muscarinicos e nicotinicos (Dale, 1914).
Os receptores nicotinicos pertencem a familia de receptores ionotrépicos e,
quando ativados, adquirem a conformagdo de canal aberto permitindo a
entrada de ions sodio e potassio (Cox et al., 2008). Ja os receptores
muscarinicos constituem uma familia de receptores acoplados a proteina G,
contendo sete dominios transmembrana. Os receptores muscarinicos sao
subdivididos em cinco grupos distintos (M1- M5) (Bonner, 1989; Caulfield,
1993).

Os receptores muscarinicos estao particularmente envolvidos na
memoéria e no aprendizado, participam das respostas emocionais, da
modulacdo do estresse e da regulacdo do sono e vigilia. Os subtipos de
receptores M1 e M2 compdem importantes vias de sinalizacéo para a formacao
da memdéria e sdo abundantemente expressos no cortex cerebral, hipocampo,
substancia negra e estriado (Levey et al., 1991; Hamilton et al., 2001;
Nathanson, 2008).

A ativac&o dos receptores excitatorios (M1) ativa a proteina G, que ativa
a fosfolipase C (PLC), induzindo a despolarizagdo neuronal por meio do
fechamento dos canais de potassio e ativacdo dos canais de calcio enquanto
que a ativacdo dos receptores inibitorios (M2) ativa a proteina G, que inibe a
adenilato-ciclase (AC), induzindo a hiperpolarizacdo neuronal por fechamento
dos canais de célcio e abertura dos canais de potassio (Groleau et al., 2015;

figura 3).
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Figura 3 — Mediagao intracelular dos receptores muscarinicos M1 e M2 de acetilcolina. (A) A ativagao dos
receptores M1 excitatorios (azul) ativa a proteina G, que ativa a fosfolipase C (PLC). Isto induz a
despolarizagéo do neurdnio por meio do fechamento dos canais de K™ e ativacéo dos canais de ca* que
aumentam a concentracdo intracelular de célcio. Os receptores M1 encontram-se principalmente nos

terminais pés-sinapticos. (B) A ativagcao dos receptores M2 inibitérios (vermelho) ativa a proteina G, que

inibe a adenilato-ciclase (AC) . Isto induz a hiperpolarizagéo da célula por fechamento dos canais de ca*

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

K* = potassio, Ca”" = calcio (adaptado de Groleau et al., 2015).

Agonistas muscarinicos facilitam o aprendizado e a memdria
(Jerusalinsky et al., 1997). Ja os antagonistas de receptores muscarinicos
prejudicam a memoéria (Robbins et al., 1997; Doralp & Leung, 2008; Miranda &
Bermudez-Rattoni, 2007; Botton et al., 2010; Tinsley et al., 2011), inclusive em
humanos (Riedel et al., 1995).

A escopolamina é um antagonista nao seletivo de receptores

colinérgicos muscarinicos, também chamado de farmaco anticolinérgico, que
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possui propriedades amnésicas ja bem estabelecidas (Klinkenberg & Blokland,
2010; Wu et al., 2012). Sua acao envolve a inibicdo da acdo da acetilcolina no
SNC e parece ser um potente inibidor das fases de aquisicdo e recuperacao,
mas um fraco inibidor do processo de consolidacdo da memdria (lzquierdo,
1989). A administragdo periférica ou intracerebral de escopolamina produz
déficits em uma variedade de testes de memadria em roedores, tais como no
labirinto em T (T-maze) (De-Mello & Carobrez, 2002), a esquiva inibitoria
(Roldan 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 memoria de reconhecimento depende da ativacdo de
receptores muscarinicos no coértex perirrinal (Tang et al., 1997). Desta forma, a
escopolamina pode ser considerada adequada para estudos de aprendizado e
memoéria envolvendo o sistema colinérgico, uma vez que a atividade colinérgica
faz parte dos processos de formacdo da memoria.

Na diminuicédo progressiva da funcdo cognitiva que ocorre na DA, sabe-
se que a perda de memdria de curto prazo esta associada a uma alteragdo no
sistema colinérgico (Allgaier & Allgaier, 2014). A hipofuncdo do sistema
colinérgico é considerada um evento inicial para a deterioracdo da memoria
decorrente da idade e na DA. As alteragcbes sdo observadas tanto na
quantidade de receptores muscarinicos em diversas regides cerebrais quanto
na qualidade da sinalizacdo intracelular induzida por estes receptores
(Cummings & Back, 1998; Bartus, 2000; Sarter & Parikh, 2005).

Estudos utilizando animais mostraram que a administracdo de cafeina
(10 mg / kg, i.p.) durante 4 dias consecutivos preveniu prejuizos de memoria

(de curto e de longo prazo) causados pela administracado de escopolamina pos-
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treino na esquiva inibitéria e no reconhecimento de objetos em camundongos
adultos (Botton et al., 2010). Além disso, a cafeina administrada cronicamente
aumenta a liberacdo de acetilcolina no coértex pré-frontal de ratos adultos
(Acquas et al.,, 2002) e estudos comportamentais também mostraram um
envolvimento do sistema adenosinérgico nos déficits mneménicos causados
pela administracdo de antagonistas colinérgicos (Rubaj et al., 2003; Cunha et
al., 2008). A medida em que ocorre 0 aumento da ativacdo dos receptores Aja
e a inibicdo dos receptores A;, ocorre a inibicdo da liberagédo de acetilcolina no
cortex limbico (Cunha et al., 1994; Rodrigues et al., 2008). Desta forma, é
plausivel que o bloqueio seletivo dos receptores A;, ao invés dos receptores
Az Seja capaz de evitar a hipofuncéo colinérgica.

Em seres humanos, um estudo avaliou os efeitos da cafeina sobre o
comprometimento de memdria causado por escopolamina em 16 voluntarios
saudaveis, que receberam cafeina (250 mg) ou placebo. A cafeina preveniu o
comprometimento de memoéria (de curto e de longo prazo) causado por
escopolamina, e também melhorou a qualidade e a velocidade da recuperagéo
da memoria em uma tarefa que envolveu o aprendizado de palavras (Riedel et

al., 1995).
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II. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

- Investigar o envolvimento dos receptores de adenosina A; e Aja NnO
comprometimento da memoria de reconhecimento, aversiva e espacial induzido

pelo bloqueio dos receptores colinérgicos muscarinicos.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Avaliar o impacto da manipulacdo farmacoldgica de receptores de adenosina
A; e Ayp nas tarefas de reconhecimento de objetos, esquiva inibitéria e labirinto

em Y em camundongos adultos.

- Caracterizar o papel dos receptores de adenosina A; e Azan Ssobre o
comprometimento da memoria causado pelo antagonista ndo seletivo de
receptores muscarinicos — escopolamina - nas tarefas de reconhecimento de

objetos, esquiva inibitéria e labirinto em Y em camundongos adultos.
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CAPITULO |

Adenosine A, receptors are necessary and sufficient to trigger memory
impairment in adult mice.
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BACKGROUND AND PURPOSE

Caffeine (a non-selective adenosine receptor antagonist) prevents memory deficits in aging and Alzheimer’s disease, an effect
mimicked by adenosine Az receptor, but not A, receptor, antagonists. Hence, we investigated the effects of adenosine
receptor agonists and antagonists on memory performance and scopolamine-induced memory impairment in mice.

EXPERIMENTAL APPROACH

We determined whether Az. receptors are necessary for the emergence of memory impairments induced by scopolamine and
whether A;, receptor activation triggers memory deficits in naive mice, using three tests to assess short-term memory, namely
the object recognition task, inhibitory avoidance and modified Y-maze.

KEY RESULTS

Scopolamine (1.0 mg-kg™, i.p.) impaired short-term memory performance in all three tests and this scopolamine-induced
amnesia was prevented by the A,, receptor antagonist (SCH 58261, 0.1-1.0 mg-kg™, i.p.) and by the A, receptor antagonist
(DPCPX, 0.2-5.0 mg-kg™, i.p.), except in the modified Y-maze where only SCH58261 was effective. Both antagonists were
devoid of effects on memory or locomotion in naive rats. Notably, the activation of Azs receptors with CG5 21680

(0.1-0.5 mg-kg', i.p.) before the training session was sufficient to trigger memory impairment in the three tests in naive
mice, and this effect was prevented by SCH 58261 (1.0 mg-kg™, i.p.). Furthermore, i.c.v. administration of CGS 21680

(50 nmol) also impaired recognition memory in the object recognition task.

CONCLUSIONS AND IMPLICATIONS

These results show that Az. receptors are necessary and sufficient to trigger memory impairment and further suggest that A,
receptors might also be selectively engaged to control the cholinergic-driven memory impairment.

Abbreviations

AD, Alzheimer's disease; CGS 21680, 3-[4-[2-[6-amino-9-[(2R,3R,45,55)-5-(ethylcarbamoyl)-3,4-dihydroxy-oxolan-2-yl]
purin-2-ylJamino]ethyl]phenyl] propanocic acid; DPCPX, 1,3-dipropyl-8-cyclopentylxanthine; M1, muscarinic receptors
type 1; SCH 58261, 7-(2-phenylethyl)-5-amino-2-(2-furyl)-pyrazolo-[4,3-€]-1,2,4-triazolo[1,5-c]pyrimidine; SCO,
scopolamine; veh, vehicle
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Tables of Links

A receptor M receptor

Agza receptor

ACh CGS 21680
Adenosine DPCPX

Scopolamine
SCH 58261

These Tables list key protein targets and ligands in this article which are hyperlinked to corresponding entries in http://
www.guidetopharmacology.org, the common portal for data from the IUPHAR/BPS Guide to PHARMACOLOGY (Pawson et al., 2014) and are
permanently archived in the Concise Guide to PHARMACOLOGY 2013/14 (Alexander et al., 2013).

Introduction

Adenosine plays an essential role in the maintenance of
brain homeostasis mainly acting through inhibitory adeno-
sine A, receptors and facilitatory adenosine A,, receptors
(Fredholm et al., 2005). The parallel and combined effects
mediated by A, and A.. receptors control basal synaptic
transmission and plasticity, respectively, and contribute to
the encoding of salient information in neuronal circuits
(Cunha, 2008), thus affecting different behaviours ranging
from locomotion to mood (Chen ef al., 2013). In particular,
the participation of adenosine receptors in cognitive pro-
cesses has been recognized over the years, as heralded by
the ability of caffeine, a non-selective adenosine receptor
antagonist, to control memory performance (reviewed in
Cunha and Agostinho, 2010). Thus, the acute administra-
tion of caffeine improves the performance of rodents in the
object recognition task (Costa etal, 2008; Botton etal.,
2010) and inhibitory avoidance (Angelucci ef al., 1999) as
well as the performance of discrimination tasks in humans
(Borota et al., 2014). Furthermore, the chronic consumption
of caffeine attenuates cognitive dysfunction observed during
aging or Alzheimer’'s disease (AD) in humans (Eskelinen
etal., 2009; Cao etal., 2012) and animal models (Arendash
etal, 2006; Dall'lgna etal, 2007; Espinosa efal., 2013;
Laurent etal., 2014). From results obtained in animal
models, it was further concluded that the anti-amnesic
effect of caffeine in AD was mimicked by the selective
blockade of A;, but not of A, receptors (Dall'lgna efal,
2007; Canas et al., 2009).

The hypofunction of the cholinergic system is considered
a trigger for memory deterioration in aging and AD (reviewed
in Bartus, 2000), in accordance with the well-documented
amnesic effects of the muscarinic receptor antagonist, sco-
polamine (reviewed in Klinkenberg and Blokland, 2010).
Notably, caffeine can prevent scopolamine-induced memory
impairment in rodents (Nikodijevi€ ef al., 1993; Botton et al.,
2010) and humans (Riedel et al., 1995). However, since A;,
receptor activation enhances, while A, receptors inhibit, the
evoked release of ACh in the limbic cortex (Cunha et al.,
1994; Rodrigues et al., 2008), it would be expected that block-
ade of A, rather than of A;, receptors might be able to prevent
cholinergic hypofunction. Thus, we compared the effects of
selectively blocking A,, and A, receptors on the impairment
of memory caused by scopolamine.

2 British Journal of Pharmacology (2015) se es_ss

Methods

Animals and housing

Adult male CF1 mice (34 months old), obtained from
Fundacdo Estadual de Producdo e Pesquisa em Satide (Porto
Alegre/RS, Brazil), were housed in standard polypropylene
cages (4-5 animals per cage), under a 12/12 h light/dark cycle
(lights on at 07:00 h) with food and water ad libitum. Inde-
pendent groups of mice were used for each behavioural test,
which were performed between 08:00 h and 14:00 h. All
experimental procedures were approved by the ethical com-
mittee of the Federal University of Rio Grande do Sul (Proc. n®
22534) and followed the recommendations of the NIH Guide
for Care and Use of Laboratory Animals and of the Sociedade
Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC). All
studies involving animals are reported in accordance with
the ARRIVE guidelines for reporting experiments involving
animals (Kilkenny et al., 2010; McGrath ef al., 2010).

Drugs

1,3-Dipropyl-8-cyclopentylxanthine (DPCPX, a selective AR
antagonist), 7-(2-phenylethyl)-5-amino-2-(2-furyl)-pyrazolo-
[4,3-e]-1,2,4-triazolo[1,5-c]pyrimidine (SCH 58261, a selec-
tive AR antagonist) and 3-[4-[2-[6-amino-9-[(2R,3R,4S5,
55)-5-(ethylcarbamoyl)-3,4-dihydroxy-oxolan-2-yl]purin-2-
ylJamino]ethyl]phenyl]propanoeic acid (CGS 21680, an AR
agonist) were from Tocris (Sdo Paulo/SP, Brazil) and were
prepared as 5 mM stock solutions in saline with 20% DMSO
and later dissolved to the desired concentration in saline.
CGS 21680 was also infused into the lateral ventricles (coor-
dinates: AP -1, LM 1.5 and DV +1.5) in a volume of 1 pL per
side. Scopolamine hydrobromide trihydrate, a non-selective
muscarinic receptor antagonist, was from Sigma-Aldrich (Sdo
Paulo/SP, Brazil), and was dissolved in saline. Drugs were
administered i.p. in a volume of 10 mL-kg! of body weight at
a minimal dose of each drug, with no effects on locomotion
(El Yacoubi et al., 2000a,b; Botton et al., 2010).

Behavioural procedures

Different groups of mice were used for each behavioural task.
Mice were handled for 2 min for 4 days before beginning the
behavioural tasks and transferred to the testing room one
hour before the habituation session. The testing room was
sound-attenuated room with a low-intensity light (15 lux)
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uniformly distributed throughout the arena and a tempera-
ture of 21 = 2°C. The experiments were monitored by two
observers blind to experimental protocols and recorded with
a video camera positioned above the arena. The data were
collected and analysed using the ANY-Maze video-tracking
system (Stoelting CO, Woods Dale, 1L, USA).

Open field

Mice were exposed to an open-field arena to evaluate loco-
motor activity and further the object recognition task. The
first day corresponded to habituation to the apparatus and
the second day to training and test sessions of 90 min. The
apparatus was made of black-painted Plexiglas measuring 50
x 50 cm and was surrounded by 50-cm-high walls. Each
mouse was placed in the centre of the arena and the distance
travelled, the time and average speed of locomotor activity in
metres was recorded for 10 min. The experiments were con-
ducted in a sound-attenuated room under low-intensity light
(12 lux); activity was recorded with a video camera positioned
above the arena and monitored in an adjacent room by an
observer blinded to the treatment of the animals. The open-
field apparatus was cleaned after the end of each session.

Novel object recognition task

The object recognition task was carried out in a grey-painted
wood open field apparatus (50 x 25 x 25 cm). For the habitu-
ation session, the mice were placed in the open field 24 h
before the training session and allowed to explore the arena
for 10 min. The training session consisted of allowing the
mouse to explore an apparatus containing two similar objects
(A and A") for 10 min. The objects were identical sized (13 cm
height) glass bottles, but of different shapes and colours, and
were positioned in two adjacent corners, 9 cm from the walls.
Each mouse was always placed in the apparatus facing the
wall. The tests sessions, after the training, were performed
either for 90 min for short-term memory or for 24 h for
long-term memory. In the test session, one of the objects was
replaced by a novel object and the mice were allowed to
explore the objects for 10 min. The apparatus and objects
were cleaned with a 70% ethanol solution between trials to
eliminate odor cues. The locomotor activity was measured as
the total distance travelled, as the percentage of total time
engaged in locomotion and as the average speed. To calculate
the object discrimination ratio, we first measured the time
spent exploring each object, defined as the time a mouse
spent directing its nose to the object at a distance <2 cm
and/or touching the object with the nose or forepaws; the
discrimination ratio was then expressed as TN/(TN + TF)
where TF is the time spent exploring familiar object and TN is
the time spent exploring the novel object.

Inhibitory avoidance task

The inhibitory avoidance task was assessed in an apparatus
consisting of an acrylic box (30 cm x 25 cm x 20 cm) with a
floor containing parallel stainless-steel bars (1 mm diameter)
spaced 1 cm apart and 25 cm platform length on the left. In
the training session, animals were gently placed on the plat-
form facing the left rear corner of the training box. When
they stepped down and placed their four paws on the grid,
they received a 25, 0.5 mA scrambled footshock and were

Az receptor controls memory BII)
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immediately withdrawn from the training box. The test
session was carried out 90 min after the training session
(short-term memory) or 24 h after the training session (long-
term memory). No footshock was given in the test session,
and step-down latencies (180s ceiling) were taken as a
measure of retention.

Modified Y-maze

The Y-maze apparatus consisted of three arms (18 cm long,
6 cm wide and 6 cm high) made of wood covered with imper-
meable Formica elevated to a height of 50 cm above the floor.
We used this task to assess short-term spatial memory, which
is based on the innate preference of animals to explore areas
that have not been previously explored. This task consisted of
two trials (training and test) of 8 min each separated by an
intertrial interval of 120 min. During the training trial, one
arm (novel) was blocked by a removable door and mice were
placed at the end of the one arm (start) facing the centre and
they could chose between the start and the ‘other” arm. At the
end of the training trial, the mouse was removed from the
maze and back housing box during the inter-trial interval
(120 min). During the test trial, the novel arm was opened
and the animals were once again placed at the start arm and
allowed to explore freely the three arms for 8 min. The
number of entries and the time spent in each arm were
recorded. Entry into an arm was defined as placement of all
four paws into the arm.

Experimental design

The schedules of administration of drugs and of experimental
manipulations are depicted in the timelines displayed in
Figure 1.

Experiment 1. Mice received a single i.p. injection of either
vehicle (veh - 0.9% saline) or scopolamine (0.1, 0.3 or
1.0 mg-kg™") 30 min before the training session. The same
procedure was performed in another group of animals for
DPCPX (0.2, 1.0 or 5.0 mg-kg™', i.p.) or SCH 58261 (0.1, 0.5 or
1.0 mg-kg!, i.p.) and for their respective controls (0.9% saline
with 20% DMSO). The pharmacokinetic profile of both
antagonists shows that they rapidly reach the brain paren-
chyma where their concentration remains at effective levels
for over 120 min (Yang et al., 2007; Elmenhorst et al., 2013).
In this experiment, each animal received only one drug in a
single dose before the training session.

Experiment 2. Mice first received scopolamine (1.0 mg-kg™,
i.p.) or vehicle 60 min before the training session. After
30 min, the mice received a second injection of vehicle,
DPCPX (1.0 mg-kg™!, i.p.) or SCH 58261 (0.5 mg-kg!, i.p.).
The experimental groups were as follows: vehicle (veh + veh),
scopolamine (SCO + wveh), scopolamine + DPCPX (SCO +
DPCPX) and scopolamine + SCH 58261 (SCO + S5CH). In order
to minimize the number of animals and based on the data
from experiment 1, we did not administer DPCPX or SCH
58261 to mice previously injected with vehicle for the novel
object recognition task. In the inhibitory avoidance task and
modified Y-maze, DPCPX (1.0 mg-kg', i.p.) or SCH 58261
(0.5 mg-kg™!, i.p.) were administered with vehicle.

British Journal of Pharmacology (2015) se ee—ee 3
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Figure 1

Schematic overview of the experimental design. In all experiments, all groups of mice were submitted to open-field analysis 24 h before the
training session. In experiment 1 (Exp. 1), DPCPX (A, receptor antagonist, 0.2-5 mg-kg™', i.p.) or SCH 58261 (A, receptor antagonist,
0.1-1 mg-kg™, i.p.) or scopolamine (SCO; 0.1-1 mg-kg™', i.p.) was administered to different mice 30 min before training of the object recognition
task. The test session was performed either 90 min or 24 h after training. In Experiment 2 (Exp. 2), scopolamine (1.0 mg-kg™', i.p.) was
administered 30 min before injecting DPCPX (1.0 mg-kg™', i.p.) or SCH 58261 (0.5 mg-kg™, i.p.). The training session was carried out 30 min after
and the test session was performed 90 min for object recognition and inhibitory avoidance tasks, and also 24 h for inhibitory avoidance or 120 min
for the modified Y-maze task. In experiment 3 (Exp. 3), scopolamine (1.0 mg-kg™', i.p.) was administered 30 min before injecting the Az, receptor
agonist CGS 21680 (0.1 mg-kg™, i.p.). In experiment 4 (Exp. 4), CGS 21680 (50 nmol) was infused into the lateral ventricles (1 pL per side)
30 min before training. Test session was performed 90 min after training in the object recognition task. In experiment 5 (Exp. 5), CGS 21680
(0.1 mg-kg™, i.p.) was administered 30 min before SCH 58261 (0.5 mg-kg™', i.p.). The training session was carried out for 30 min and the test
session was performed after 90 min for object recognition task, 90 min and 24 h for inhibitory avoidance task and 120 min for the modified
Y-maze task.

Experiment 3. Mice received scopolamine (1.0 mg-kg™, i.p.)
or vehicle 60 min before the training session. After 30 min,
the mice received a second injection of either vehicle or CGS
21680 (0.1 mg-kg™', i.p.). We also tested the effects of CGS
21680 (0.05 mg-kg', i.p.), and the groups in this experiment
were vehicle (veh + veh), scopolamine (SCO + veh), CGS
21680 (veh + CGS) and scopolamine + CGS 21680 (SCO +
CGS). The test session was performed only 90 min after
training.

+ Systemic administration: mice received CGS 21680
(0.1 mg-kg™, i.p.) or vehicle 60 min before the training
session. After 30 min, the mice received either vehicle or
SCH 58261 (0.5 mg-kg™", i.p.). The groups in this experi-
ment were vehicle (veh + veh), CGS 21680 (veh + CGS) and
CGS 21680+ SCH 58261 (CGS + SCH). In order to minimize
the number of animals and based on the results from
experiment 2, we did not administer SCH 58261 to mice
previously injected with vehicle. The test session was per-
formed only 90 min after the training session.

Experiment 4.

s Intracerebroventricular infusion: all surgical procedures
were carried out under anaesthesia (ketamine: xylazine —
80:10 mg-kg™' i.p.) and aseptic conditions. Cannulae (27-
gauge) were bilaterally implanted into the lateral ventricles
following coordinates: A -1.0, L+ 1.5, V1.5, from the atlas
of Paxinos and Watson. Animals were allowed to recover
from surgery for 7 days. Mice received vehicle or CGS
(50 nmol, 1 pL per side), 30 min before training. Infusions
were carried out over 60s with an infusion pump and
cannulae were left for an additional 60 s to minimize back-
flow. The placement of the cannulae was verified postmor-
tern 24 h after the end of behavioural test by staining with
1pL of 4% methylene blue solution. Only data from
animals with correct implants were analysed (95 %). The
test session was performed only 90 min after the training
session.
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Statistical analysis

Data are presented as mean + SEM. Two-way anova was used
to analyse the discrimination ratio with repeated measures
(within-subject factor: sessions of behavioural test; between-
subject factor: treatments) followed by a Tukey's multiple
comparisons test. In some cases, Student’s paired f-test was
also used to analyse differences between training and test
sessions within the same group. The locomotor activity and
modified Y-maze task was analysed by one-way ANovA fol-
lowed by either a Tukey’'s multiple comparisons test or a
Kruskal-Wallis test and a Dunn’s multiple comparisons pro-
cedure. Data from inhibitory avoidance task are presented as
median values (interquartile range) and analysed by Wil-
coxon paired test for differences within groups (training vs.
test sessions) and Mann-Whitney test for differences between
groups. GraphPad Prism 6 software (Sdo Paulo/SP, Brazil) was
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used for statistical analysis and significance was considered as
P < 0.05.

Results

Experiment 1

No differences were found in either the total distance trav-
elled or the time engaged in locomotion or the average speed
for each dose of DPCPX (Table 1), SCH 58261 (Table 2) or
scopolamine tested (Table 3), when administered 30 min

Table 1

Locomotor activity during the training session of object recognition task for different doses of DPCPX

Aza receptor controls memory BJ];)

before the training session, in the object recognition task. The
administration of DPCPX [F34s5, = 2.150; P = 0.1071] or SCH
58261 [F3 72 = 1.429; P = 0.2413] did not alter the discrimi-
nation ratio. In fact, all groups of mice were equally able to
discriminate the novel from the familiar object with all doses
of either DPCPX [Fz o0 = 42.33; P < 0.0001] or SCH 58261
[Fiz, 149 = 26.39; P < 0.0001] (Figure ZA and 2B respectively).
The highest dose of scopolamine tested, administered
30 min before the training session, impaired recognition
memory. Thus, two-way awova with repeated measures
revealed differences between sessions [Fosg = 25.05;

Distance travelled (m) 3477 195 36.34
Time of locomotor activity (s) 489.3 7.18  486.6
Average speed of locomotion (m-min™")  4.25 0.21 4.48

F value P value
215 3449 1.60 31.92 258 0.764 0.520
10.87 500.7 8.59 4432 25.23 3.103 0.376
0.25 414 0.20 4.31 0.21 0.435 0.29

Results from 12 to 13 animals per group.

Statistical analysis performed by one-way anova or Kruskal-Wallis test.

No significant differences.
M, mean.

Table 2

Locomotor activity during the training session of object recognition task for different doses of SCH58261

0.0 mg-kg™’

M SEM M

0.1 mg-kg™’

Distance travelled (m) 27.76 0.85 30.56
Time of locomotor activity (s) 4856 6.52 488.2
Average speed of locomotion (m-min~")  3.43 0.09 3.64

0.5 mg-kg' 1.0 mg-kg™

SEM M SEM M SEM
274 2903 077 29.02 1.09 1.427 0.699
1450 501.8 6.56 5085 7.61 4.024 0.259
0.24 3.47 0.07 341 0.08 0.642 0.887

Results from 16 to 24 animals per group.
Statistical analysis performed by Kruskal-Wallis test.
M, mean.

Table 3

Locomotor activity during the training session of object recognition task for different doses of scopolamine

0.1 mg-kg™ 0.3 mg-kg™’

M M SEM
Distance travelled (m) 34,98 1.77  33.45 294 36.08 1.13  38.71 1.41 5.212 0.157
Time of locomotor activity (s) 451.3 2580 4556 2441 481.7 1236 471.2 8.78 2352 0.503
Average speed of locomotion (m-min~")  4.82 0.47 4.36 0.26 4.39 0.18 4.61 0.16 2.150 0.542

Results from 10 to 12 animals per group.
Statistical analysis performed by Kruskal-Wallis test.
M, mean.
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Figure 2
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SCH 1 mgkg™

SCO 1 mg-kg™

Dose-dependent effects of the adenosine receptor antagonists and of scopolamine (SCQ) in the object recognition task (experiment 1). (A) The
selective blockade of A, receptors by i.p. administration of DPCPX 30 min before the training session did not modify the discrimination ratio.
Results are means + SEM of n = 12-13 mice per group; *P < 0.05 versus training session. (B) The selective blockade of A,, receptors by
administration of SCH 58261 (SCH, i.p.) 30 min before the training session did not modify the discrimination ratio. Results are mean + SEM of
n = 16-20 mice per group; *P < 0.05 versus training session. (C) The blockade of muscarinic receptors by SCO (i.p.) 30 min before the training
session only decreased the discrimination ratio at the highest tested dose and when testing was carried out 90 min after training. Results are means

+ SEM of n = 10-12 mice per group; *P < 0.05 versus training session.

P < 0.0001], doses [Fj342 = 3.736; P =0.0182] and interaction
between sessions and doses [F sy = 4.006; P = 0.0014]. Mice
that received vehicle and scopolamine at 0.1 and 0.3 mg-kg™!
were still able to discriminate the novel from the familiar
object in both test sessions, whereas the administration of
scopolamine (1.0 mg-kg') impaired recognition memory
when assessed 90 min after training, but not 24 h later
(Figure 2C). Thus, all subsequent experiments focused only
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on short-term memory, with the test session performed
90 min after the training session, since this was the condition
most sensitive to scopolamine.

Experiment 2

The role of A, or A;, receptors in the scopolamine-induced
memory impairment was evaluated by testing the effects of
either the A, receptor antagonist DPCPX (1.0 mg-kg™') or of
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Table 4

Locomotor activity during the training session of object recognition task for experiment 2

veh + veh Scop + veh  Scop + DPCPX Scop + SCH58261
M SEM ™M SEM M SEM M SEM F value P value
Distance travelled (m) 35.83 284 36.76 3.22 33.44 242 3289 2.45 2.8232 0.4198
Time of locomotor activity (s) 482.1 12.20 487.5 37.13 4849 1857 476.9 16.98 2.724*  0.4361
Average speed of locomotion (m-min~') 4.44 0.31 4.48 0.21 4.5 0.29 411 0.22 0.535 0.6610

Results from 11 animals per group.
One-way anova or *Kruskal-Wallis test.

No significant differences.

M, mean; Scop, scopolamine; veh, vehicle.

the A;, receptor antagonist SCH 58261 (0.5 mg-kg™!), admin-
istered 30 min after scopolamine (1.0 mg-kg™), in the differ-
ent memory tests. Neither DPCPX nor SCH 58261 without or
with scopolamine affected locomotor activity (Table 4). By
contrast, both adenosine receptor antagonists altered the
effect of scopolamine on recognition memory. Two-way
anova with repeated measures revealed differences between
sessions [F s = 51.69; P < 0.0001], treatments [Fz 40, = 3.842;
P = 0.0165] and an interaction between sessions and treat-
ments [Fgz a0 =3.139; P=0.0357]. Mice that received scopola-
mine (1.0 mg-kg') 60 min before training (scopolamine +
veh) were not able to discriminate the novel from the familiar
object. However, mice that received the A, receptor antago-
nist DPCPX (1.0 mg-kg™") or the A;, receptor antagonist SCH
58261 (0.5 mg-kg™") 30 min after the scopolamine injection
(SCO + DPCPX or SCO + SCH groups, respectively) were able
to discriminate the objects (Figure 3A). In the inhibitory
avoidance task, all groups presented differences between
training and test sessions (P < 0.05), except mice treated with
scopolamine (P > 0.05). However, the A: receptor antagonist
DPCPX seemed more effective than the A, receptor antago-
nist at preventing the memory impairment caused by sco-
polamine (Figure 3B). The adenosine receptor antagonists
had a different effect on the scopolamine-impaired memory
performance in the modified Y-maze. Analysis of the percent-
age of exploration in three arms revealed that mice treated
with vehicle spent more time exploring the novel arm com-
pared with the other arms [Fy. = 18.61; P < 0.0001]
(Figure 3C). By contrast, mice treated with scopolamine did
not show any differences (P> 0.05) in the time spent search-
ing the different arms (Figure 3C). Notably, scopolamine-
treated mice that received the A,, receptor antagonist (SCO +
SCH group) displayed again differences in the exploration
of new arm when compared with the others [F., = 3.788;
P =0.0394], whereas the SCO + DPCPX group still displayed
no differences in the percentage of exploration of the differ-
ent arms (P > 0.05) (Figure 3C). Finally, the antagonists were
devoid of effects by themselves since both the SCH + veh
[Fz15= 24.65; P< 0.0001] and the DPCPX + veh [F3 5= 10.10;
P =0.0017] groups spent more time searching the novel arm
compared with the others.

Experiment 3

We then investigated if the activation of Az receptors further
accentuates scopolamine-induced impairment of recognition
memory. Thus, we administered the A,, receptor agonist CGS
21680 (0.1 mg-kg") or vehicle 30 min after scopolamine
(1.0 mg-kg"), which was injected 60 min before training.
CGS 21680 did not affect locomotor activity alone or when
administered with scopolamine (Table 5). This contrasted
with the decreased locomotion observed with CPA (0.3—
1.0 mg-kg™'; El Yacoubi et al., 2000b), which precluded testing
the effect of A, receptor activation on the scopolamine-
induced depression of recognition memory. The analysis of
the effect of CGS 26180 showed that it did not significantly
exacerbate the scopolamine-induced memory impairment,
probably because it already caused memory impairment by
itself: in fact, control mice (veh + veh group) were able to
discriminate the novel from the familiar object and this was
the only group displaying a significant difference between the
training and test session (paired f-test, t = 5.729; P = 0.0004).
In all other groups (SCO + veh, veh + CGS and SCO + CGS),
no differences were found between sessions, suggesting that
these mice were not able to discriminate the novel from the
familiar object (Figure 4).

Experiment 4

In order to rule out peripheral effects of CGS 21680 as a cause
for the memory impairment observed in the object recogni-
tion task, and in attempt to ensure that the effect found is
predominantly central, CGS 21680 was directly infused into
the lateral ventricles. As shown in Figure 5, the infusion of
CGS 21680 (50 nmol) directly into the ventricles 30 min
before training abolished recognition memory (Student’s
paired i-test, t = 0.01216; P = 0.9906; Figure 5).

Experiment 5

We next tested if the activation of A, receptors was sufficient
to impair other types of short-term memory, beyond recog-
nition memory, in control mice. Thus, we investigated if CGS
21680 (0.1 mg-kg!) would impair aversive and spatial
memory and if the blockade of A,, receptors with SCH 58261
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The selective blockade of either A; or Az, receptors prevented the scopolamine (SCO)-induced impairment in short-term memory (experiment 2).
DPCPX (A: receptor antagonist, 1.0 mg-kg™, i.p.) or SCH 58261 (SCH, Az receptor antagonist, 0.5 mg-kg™, i.p.) were administered 30 min after
SCO (1.0 mg-kg™', i.p.), which was injected 60 min before training in three different tests, namely (A) discrimination ratio for object recognition
task; data are mean + SEM of n = 10-11 mice per group; *P < 0.05 versus training session. (B) Latencies in seconds (s) to step down from the
platform in the inhibitory avoidance task; data are median and interquartile range of n = 6-10 mice per group; *P < 0.05, Wilcoxon paired t-test
comparing training and test session within group; #P < 0.05, Mann-Whitney test comparing the groups $CO + veh and SCO + DPCPX in the test
sessions; (C) percentage of the time of exploration in the three arms (start, other and novel) in the test trial of the modified Y-maze task; data are
means + SEM of n= 6-9 mice per group; *P < 0.05, one-way anova and Tukey's multiple comparison test comparing the novel and other arms
(start and other) within group. The tested groups were: veh + veh (vehicle); SCO + veh (SCO); DPCPX + veh (DPCPX) SCH + veh (SCH 58261);

SCO + DPCPX (SCO + DPCPX) and SCO + SCH (SCO + SCH 58261).

(0.5 mg-kg') would prevent the CGS 21680-induced memory
impairment in the three tasks. Neither CGS 21680 nor SCH
58261 alone or in combination modified locomotor activity
(Table 6). In contrast to control mice (veh + veh group),
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which recognized the novel from the familiar object as con-
cluded from the differences between the training and test
sessions (paired t-test, f = 7.859, P < 0.0001), the administra-
tion of CGS 21680 (0.1 mg-kg™') 60 min before the training
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Table 5

Locomotor activity during the training session of object recognition task for experiment 3

veh + CGS21680 SCO + CGS21680

M SEM M SEM F value P value
Distance travelled (m) 38.00 2.594 36.97 2.7 39.34 1.315 35.20 1.398 2.4052 0.4927
Time of locomotor activity (s) 407.1 28.99 3809 22.13 428.4 23.00 375.8 30.52 0.7127 0.5499
Average speed of locomotion ~ 5.922 0.7482 6.128 0.6264 5.702 0.5255 6.059 0.5923 0.0104* 0.9997
(m-min™)

Results from 8 to 16 animals per group.
One-way anova or *Kruskal-Wallis.

No significant differences.

M, mean; Scop, scopolamine; veh, vehicle.

Table 6

Locomotor activity during the training session of object recognition task for experiment 4

veh + veh CGS21680 + veh CG521680 + SCH58261
M M SEM M SEM F value P value
Distance travelled (m) 33.06 3.182 35.12 3.640 31.88 2.891 0.2302 0.7961
Time of locomotor activity (s) 398.9 24.37 394.0 25.43 393.4 10.11 0.0524*  0.9741
Average speed of locometion (m-min™')  5.097 0.5375 5.628 0.7866  4.937 0.3934 0.3672  0.6962

One-way anova (or Kruskal-Wallis). Results from 8 to 11 animals per group.
*Kruskal-Wallis test was used.
M, mean; veh, vehicle.

[ Training
0.8 I Test (90 min later)

Discrimination ratio
=
B
:

veh + veh SCO + veh veh + CGS SCO + CGS

Figure 4

The activation of adenosine A, receptors did not exacerbate the scopolamine (SCO)-induced impairment of the discrimination ratio in the
recognition memory test (experiment 3). The adenosine Az, receptor agonist CGS 21680 (0.1 mg-kg™") was administered i.p. 30 min before SCO
(1.0 mg-kg™', i.p.), which was injected 60 min before training. Data are means + SEM of n=9-16 mice per group; *P < 0.05 versus training session.

session (CGS + veh group) impaired recognition memory, as CGS group) were again able to discriminate the novel from
evidenced by the lack of difference between training and the familiar object, as judged by the difference between the
test session (P = 0.05). Mice that received SCH 58261 training and test sessions (paired f-test, t = 2.715, P= 0.0264;
(0.5 mg-kg™") 30 min after CGS 21680 (0.1 mg-kg™'; SCH + Figure 6A).
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The i.c.v. infusion of CGS 21680 impaired the discrimination ratio in the recognition memory test (experiment 4). The adenosine A;a receptor
agonist CGS 21680 (50 nmol, 1 pL per side) was infused into lateral ventricles 30 min before training. Test session was carried out 90 min later.
Naive (n = 5); veh + veh (vehicle, n = 8) and CGS + veh (CGS 21680, n = B). Data are means + SEM *P < 0.05 versus training session.

In the inhibitory avoidance test, all groups of mice pre-
sented differences between training and both test sessions
(90 min or 24 h after training; P < 0.05). However, CGS 21680
(0.1 mg-kg') worsened the long-term memory performance,
as testified by the different latencies measured in the test
session between CGS + veh and veh + veh groups (P < 0.05).
The selective blockade of A,, receptors effectively prevented
the CGS 21680-induced mnemonic deficit, as gauged by the
different latencies measured in the test session between the
CGS + veh and CGS + SCH groups (P < 0.05; Figure 6B).

In the modified Y-maze, it was observed that mice treated
only with 0.1 mg-kg™' CGS 21680 (CGS + veh) were the only
group that did not show differences in the exploration of the
novel arm when compared with the others arms [Fp.s =
1.240; P = 0.3129], whereas both control mice (veh + veh)
[Feony = 36.75; P < 0.0001] and mice treated with the A,
receptor antagonist, SCH 58261 before CGS 21680 (CGS +
SCH) [Fizz21 = 3.890; P = 0.0385] spent more time exploring
the novel arm than the others (Figure 6C).

Discussion

The present study shows that the selective blockade of A:a
receptors reproducibly prevented the scopolamine-induced
impairment in short-term memory in three different behav-
ioural tasks, which was also prevented by the A, receptor
antagonist in most tasks. This implies that the previously
observed beneficial effect of caffeine to prevent scopolamine-
induced amnesia (Botton et al., 2010) probably results from
its dual ability to antagonize A, and A, receptors (Fredholm
et al., 1999). Furthermore, we now showed that the activation
of A, receptors in naive animals is sufficient to disrupt short-
term memory in the three different tests, an effect mimicked
by the direct brain activation of A,, receptors. Therefore, we
now provide the first integrated evidence that activation of
A, receptors is necessary and sufficient for the impairment of
short-term memory.

By using selective antagonists of A, and A.. receptors
that are devoid of effects in anxiety-related tests (El Yacoubi
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et al., 2000a,b) and by controlling for their lack of effect on
spontaneous locomotion, we can now conclude that the
blockade of A, receptors prevents scopolamine-induced
deficits in short-term recognition memory in three different
behavioural paradigms. Notably, the selective blockade
of A, receptors also attenuated the scopolamine-induced
deficits in short-term recognition memory in the object rec-
ognition test and in the inhibitory avoidance test, but not
in the modified Y-maze, which is the test with the lowest
sensory or aversive influence. Since we have previously
shown that such deficits in recognition memory are also
attenuated by caffeine (Botton efal., 2010), which is a
mixed A, and A,, receptor antagonist at non-toxic doses
(Fredholm et al., 1999), we can tentatively conclude that
this prevention by caffeine of scopolamine-induced amnesia
is likely to depend on both A, and A;, receptors. This pro-
vides a conclusion different from that previously derived
from the comparison of the effects of caffeine and of A, and
Azy receptors on memory impairment in different animal
models of brain disease (see Cunha and Agostinho, 2010).
In fact, in animal models of aging (Prediger et al., 2005), AD
(Dall'lgna et al., 2007), attention deficit and hyperactivity
disorder (Pandolfo etal., 2013), early life convulsions
(Cognato etal., 2010) or early life stress (Batalha etal.,
2013), the ability of caffeine to prevent memory dysfunc-
tion is mimicked by the selective blockade of A;,, but not of
A, receptors.

Our results imply that A, receptors are selectively
involved in this model of scopolamine-induced amnesia, in
particular in tasks relying on sensory or nociceptive compo-
nents (see also Suzuki et al., 1993). This is in agreement with
the particular importance of A, receptors to control the cho-
linergic system, which is expected to be at the core of the
scopolamine-induced amnesia: in fact, A, receptors control
the actions of muscarinic receptors (Pedata etal., 1986;
Oliveira et al., 2002) and efficiently inhibit the release of ACh
in the limbic cortex (e.g. Jackisch et al., 1984; Cunha et al.,
1994). Accordingly, A, receptor antagonists can bolster the
release of ACh (Pedata et al., 1986; Cunha et al., 1994), poten-
tially counteracting the scopolamine-induced cholinergic
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The blockade of adenosine Az receptors prevents the deterioration in short-term memory triggered by exposure to CGS 21680 (experiment 5).
CGS 21680 (0.1 mg-kg™, i.p.) was administered 30 min before SCH 58261 (0.5 mg-kg™', i.p.), which was administered 30 min before training.
CGS 21680 impaired: (A) the discrimination ratio in the recognition memory test (data are means + SEM of n = 9-10 mice per group; *P < 0.05
vs. training session); (B) the latency in seconds (s) to step down in the inhibitory avoidance task (data are median and interquartile range of n=
6-8 mice per group; *P< 0.05, Wilcoxon paired t-test comparing training and test session within group; #P < 0.05, Mann-Whitney test comparing
veh + veh and CGS + SCH group in the test sessions); (C) the percentage of the time of exploration in the three arms (start, other and novel) in
the test trial of the modified Y-maze task. Data are means + SEM of n = 7-8 mice per group; *P < 0.05 one-way anova and Tukey's multiple

comparison test comparing the novel and other arms within group.

hypofunction that underlies memory deficits (reviewed in
Fisher, 2012).

In contrast, A;, receptor antagonists inhibit the release of
ACh from limbic cortical preparations (Rodrigues etal.,

2008), an effect that is not compatible with the beneficial
effect of Az, receptor antagonists to alleviate memory impair-
ment; furthermore, other central responses triggered by
the activation of muscarinic receptors, such as rapid eye
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movement sleep (Marks et al,, 2003) or tremor (Salamone
et al., 2013), are prevented by A,, receptor antagonists. Thus,
it is most likely that the beneficial effect of A.. receptor
antagonists found in the present study may not result from a
direct effect on the cholinergic system but might instead be
related to their ability to control synaptic plasticity in cortical
circuits (Rebola ef al., 2008; Costenla ef al., 2011), which is
argued to be the neurophysiological basis of learning and
memory (Martin et al., 2000). This would explain the general
ability of A,, receptor antagonists to prevent memory impair-
ment under different conditions, including upon exposure to
scopolamine as now reported, especially since scopolamine
might decrease LTP in slices from the hippocampus or per-
irhinal cortex (e.g. Hirotsu ef al, 1989; Warburton efal.,
2003; but see Tanaka et al., 1989). Thus, the effect of A;s
receptor antagonists would be a balance between its benefi-
cial effect normalizing synaptic plasticity and its detrimental
effects on the cholinergic system. Furthermore, this hypoth-
esis might explain a previous report using different doses of
scopolamine and A, receptor antagonists that concluded
that the blockade of A;. receptors was not completely effec-
tive at preventing the impairment of spatial memory induced
by scopolamine (Cunha et al., 2008).

However, it is important to stress that the mechanismy(s)
underlying this beneficial effect of A,, and A, receptor antago-
nists on scopolamine-induced amnesia are currently difficult
to unravel. One of the reasons is essentially because the
neurophysiological bases of scoplamine-induced amnesia are
still unclear given that the effects of scopolamine on synaptic
plasticity are not consistently observed (e.g. Hirotsu ef al.,
1989; Warburton ef al., 2003; but see Tanaka et al., 1989).
Besides, scopolamine actually bolsters ACh release in a
manner mimicked by muscarinic M, receptor antagonists
(Vannucchi et al., 1997), in contrast to the beneficial effect of
muscarinic M, receptor agonists and acetylcholinesterase
inhibitors to alleviate memory impairment (reviewed in
Fisher, 2012). Furthermore, it has been observed that an
injection of scopolamine into the perirhinal cortex can actu-
ally improve object recognition memory (Winters efal.,
2007), which argues for the involvement of circuit-mediated
effects (i.e. affecting different brain regions and their connec-
tivity) in the amnesia induced by systemic administration of
scopolamine rather than single neurochemical events (i.e.
restricted to a single molecular alteration in a defined brain
region).

In contrast to the effectiveness of A,, receptors at control-
ling memory dysfunction under different brain conditions,
we observed that neither A;, nor A, receptor antagonists
modified recognition memory in control mice that were not
challenged with scopolamine. The effect of A, receptor block-
ade on memory performance is rather controversial, with
reports of beneficial (Pereira et al., 2002; Mioranzza et al.,
2011; Harvey et al., 2012) and detrimental or lack of effects
(Kopf etal., 1999; Giménez-Llort ef al., 2002; Vollert et al.,
2013), probably depending on the schedule of administration
of the A, receptor antagonists and on the different depend-
ence of the memory task on anxiety and locomotion, since
the activation of A, receptors can cause a profound sedative
effect (Snyder ef al., 1981; Bruns et al., 1983).

As for the effect of A;, receptor blockade on control
rodents, a similar lack of effect of A,, receptor antagonists on
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memory function of naive adult animals was also reported in
previous studies (Prediger et al., 2005; Dall'lgna et al., 2007;
Cunha ef al., 2008; Canas et al., 2009; Cognato ef al., 2010;
Batalha et al., 2013). This is confirmed in transgenic mice
with A,, receptor deletion, which display an unaltered refer-
ence memory (Canas ef al., 2009; Augusto et al., 2013; but see
Wang ef al., 2006) and an enhanced working memory perfor-
mance (Zhou et al., 2009; Augusto et al., 2013). Thus, it seems
that A, receptors are selectively engaged upon perturbation
of brain function to control recognition memeory and become
the preferential target for the benefits of caffeine in promot-
ing neuroprotection against the mnemonic deficits observed
in experimental models of AD and aging (Prediger etal.,
2005; Arendash et al., 2006; Dall'lgna et al., 2007; Canas et al.,
2009; Espinosa ef al., 2013).

Notably, in the present study we observed that the acti-
vation of A,y receptors in control mice was sufficient to
trigger a memory deficit, that is, CGS 21680 attenuated short-
term memory in all three behavioural tests, an effect pre-
vented by SCH 58261. Furthermore, infusion of CGS 21680
i.c.v. mimicked the impairment in recognition memory
caused by its systemic administration. CGS 21680 infused
directly into the posterior cingulate cortex has previously
been demonstrated to worsen memory retrieval in the inhibi-
tory avoidance task (Pereira efal.,, 2005). Similar deficits
in memory performance in the object recognition task
were observed in transgenic rats overexpressing A,, receptors
in the forebrain (Giménez-Llort etal, 2007) and an
up-regulation of limbic cortical A,y receptors is observed
upon memory impairment in patients (Albasanz et al., 2008)
and in animal models of brain disease (Cognato et al., 2010;
Espinosa etal., 2013). Finally, we also observed that CGS
21680 did not further exacerbate the scopolamine-induced
impairment in recognition memory, as this effect probably
results from the full engagement of A, receptors. This body
of evidence not only indicates that the activation of A,
receptors is detrimental for memory performance but also
prompts the hypothesis that the over-activation of Aza recep-
tors may actually be a cause of memory impairment. This
makes the elucidation of the signalling mechanism operated
by Az, receptors particularly important (Fredholm et al., 2007;
Zezula and Freissmuth, 2008), as this may shed light on
transducing systems critically associated with the implemen-
tation and recall of memory traits.

In conclusion, the present study establishes the involve-
ment of both A, and A;, receptor antagonism as likely mecha-
nisms underlying the beneficial effect of caffeine on
scopolamine-induced deficits in recognition memory. Fur-
thermore, the present observation that A,, receptor activa-
tion is sufficient to trigger memory deficits prompts the
hypothesis that an over-activation of A,, receptors might
actually be a causative factor for the emergence of memory
deficits. Overall, these results reinforce the therapeutic inter-
est in targeting A, receptors to manage memory dysfunction.
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lll. DISCUSSAO

Estudos com cafeina, um antagonista ndo seletivo dos receptores de
adenosina A; e A,a (Fredholm et al., 1999), permitiram demonstrar a
participagdo dos receptores de adenosina nos processos cognitivos. Estes
estudos revelam que a administracdo de cafeina melhora o desempenho tanto
em roedores (Angellucci et al., 1999; Arendash et al., 2006; Dall'lgna et al.,
2007; Costa et al., 2008a; Botton et al., 2010; Espinosa et al., 2013; Laurent et
al., 2014) quanto em humanos (Maia & Mendonca, 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 Aza a
cafeina previne o comprometimento da memaéria em modelos experimentais da
doenca de Alzheimer (Arendash et al., 2006; Dall'lgna et al., 2007; Canas et al.,
2009; Laurent et al., 2014). Apesar destes resultados, o papel dos receptores
de adenosina nos processos de memoaria ainda ndo esta bem esclarecido.

A escopolamina € um antagonista nao seletivo de receptores
colinérgicos muscarinicos do tipo M1 e M2, muito conhecido por seus efeitos
amneésicos (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 relacédo 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 memoaria, 0 presente trabalho avaliou o impacto

de bloquear seletivamente os receptores de adenosina A; e A, sobre o
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comprometimento de memodria causado pelo blogueio dos receptores
muscarinicos, por meio da administracdo 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
memoéria de curta e de longa duragdo no RO, a fim de encontrar uma dose que
apresentasse efeitos amnésicos, mas sem apresentar efeitos na locomocéo.
Apés esta padronizacdo foram entéo realizados os demais experimentos.

Entre os principais resultados encontrados, o presente estudo mostrou
que o bloqueio seletivo dos receptores A,a preveniu o déficit induzido por
escopolamina na memdria de curto prazo nas tarefas de reconhecimento de
objetos, esquiva inibitoria e labirinto em Y. Além disso, também foi evidenciado
que a ativacdo sistémica dos receptores A,a em animais naive foi suficiente
para prejudicar a memoria de curto prazo nestas trés tarefas e ainda, a
ativacao intracerebral dos receptores A,a em animais naive foi suficiente para
prejudicar a memoria de curto prazo no RO.

Primeiramente, os resultados apresentados demonstraram que bloquear
seletivamente os receptores de adenosina A; e A,a em animais naive pela
administracdo sisttmica dos antagonistas DPCPX e SCH 58261
respectivamente, ndo provocou alteragcbes na memoria dos animais nas trés
tarefas utilizadas (RO, El e labirinto em Y), tanto para memadria de curto quanto
para a de longo prazo.

Em outro protocolo experimental, quando foram bloqueados os

receptores de adenosina Aza, por meio da administracdo de SCH 58261, apos a
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administragcdo sistémica de escopolamina, foi observado que o bloqueio
seletivo destes receptores preveniu o comprometimento da memaria de curto
prazo induzido por este antagonista muscarinico, nas trés tarefas utilizadas
(RO, EI e labirinto em Y). O bloqueio seletivo dos receptores de adenosina A;
apos a administracdo sistémica de escopolamina também foi capaz de reverter
0 prejuizo da memoria de reconhecimento e aversiva. Porém, o bloqueio dos
receptores A; néo foi eficiente para prevenir o comprometimento da memoaria
causado pela escopolamina no labirinto em Y. Estes resultados demonstram
que o efeito da cafeina frente a um déficit induzido por escopolamina na
memoria de reconhecimento e aversiva (Botton et al., 2010) parece depender
do antagonismo de ambos os receptores de adenosina (A; e Aza) (Fredholm et
al., 1999). Estes resultados estdo de acordo com um outro estudo realizado em
peixes-zebra, no qual a administracdo dos antagonistas seletivos para 0s
receptores A; e Ay preveniu a amnésia induzida por escopolamina na tarefa de
esquiva inibitéria, sem afetar a atividade locomotora destes animais (Bortolotto
et al., 2015).

O impacto de bloquear seletivamente os receptores de adenosina A;
sobre a memoria ainda € bastante controverso. Na tarefa de esquiva inibitéria,
um estudo realizado por Pereira e colaboradores (2002) mostrou que o
blogueio dos receptores de adenosina A; no coértex cingulado posterior facilita a
memoria dos roedores. Outro estudo realizado pelo nosso grupo verificou que o
bloqueio dos receptores de adenosina A; 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 A; 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 A; foi
capaz de reverter o déficit induzido por escopolamina na esquiva inibitéria. Em
contrapartida, a administracdo aguda de DPCPX (antagonista seletivo para os
receptores A;) ndo alterou a consolidagdo da memodria na tarefa de esquiva
inibitoria (Kopf et al., 1999) e o tratamento crénico com DPCPX prejudicou a
memoria de longo prazo no labirinto aquatico de Morris (Vollert et al., 2013).

De fato, alguns estudos mostram que o bloqueio dos receptores A; pode
ser benéfico para a memdria, enquanto outros estudos demonstram que pode
ser prejudicial ou ainda n&o produzir nenhum efeito. Esta variabilidade dos
resultados provavelmente estd relacionada aos diferentes protocolos de
administracdo dos farmacos utilizados. E importante ressaltar também que a
ativacdo de receptores A; em geral provoca sedacéo profunda (Snyder et al.,
1981; Bruns et al.,, 1983) e este fato limita o uso dos agonistas A;, pois
dependendo da via de administracdo e das doses utilizadas pode haver um
prejuizo na locomocdo desses animais e por consequéncia prejudicar o
desempenho nas tarefas.

O bloqueio dos receptores de adenosina A; na prevencdo dos déficits
induzidos por escopolamina observados neste estudo esta de acordo com a
importancia destes receptores na modulacdo colinérgica, interagindo com
receptores muscarinicos M1 e M2 (Pedata et al., 1986; Oliveira et al., 2002),
reforcando a liberagcéo de acetilcolina (Pedata et al., 1986; Cunha et al., 1994)
e inibindo de forma eficaz a liberacdo de acetilcolina no cortex limbico
(Jackisch et al., 1984; Cunha et al., 1994).

Ja os efeitos benéficos dos antagonistas de receptores A,a em prevenir

prejuizos na memoria ndo podem ser explicados pela inibicdo da liberacéo de
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acetilcolina a partir de preparacdes corticais limbicas (Rodrigues et al., 2008).
Sendo assim, € mais provavel que nao esteja relacionado diretamente com o
sistema colinérgico, mas com a capacidade que os antagonistas de receptores
Aza possuem de controlar a plasticidade sinaptica em circuitos corticais (Rebola
et al.,, 2008; Costenla et al.,, 2011), que é discutida para ser a base
neurofisiolégica do aprendizado e da memoria (Martin et al., 2000). Isto
explicaria a prevencao dos prejuizos de memdria causados pela administracao
dos antagonistas de receptores A,a nas diferentes condigcbes citadas
anteriormente (Prediger et al., 2005b; Dall'lgna et al., 2007; Canas et al., 2009;
Batalha et al., 2013), inclusive apds a administracdo aguda de escopolamina,
de acordo com 0s nossos resultados. Assim, a eficAcia dos antagonistas de
receptores Ayx pode estar relacionada a um equilibrio entre a normalizacéo da
plasticidade sinaptica e seus efeitos prejudiciais sobre o sistema colinérgico.

Este conjunto de resultados torna os receptores A4 um alvo preferencial
para os beneficios da cafeina na promoc¢éo da neuroprotecao contra os déficits
cognitivos observados em modelos experimentais de doenca de Alzheimer
(Arendash et al., 2006; Dall'lgna et al., 2007; Canas et al., 2009; Espinosa et
al., 2013). No entanto, é importante ressaltar que 0s mecanismos subjacentes
aos efeitos benéficos de antagonistas A; e A,a em resposta a amnésia induzida
por escopolamina sao dificeis de esclarecer. Um dos motivos € o fato de que
as bases neurofisiologicas da amnésia envolvendo a escopolamina ainda nao
sdo claras, uma vez que os efeitos da escopolamina sobre a plasticidade
sinaptica n&o sdo consistentemente observados.

Os efeitos da escopolamina na potenciacédo de longa duracéo (LTP do

inglés long term potentiation) e na depresséo de longa duracdo (LTD do inglés
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long term depression) sdo controversos. Prévio estudo mostrou que a
escopolamina altera a LTP em fatias de hipocampo (Hirotsu et al., 1989). Em
outro estudo, a escopolamina ndo apresentou efeito sobre a LTP na regido
CAl1l mas diminuiu significativamente a LTP na regido CA3 em fatias de
hipocampo (Tanaka et al., 1989). Mais recentemente, a escopolamina bloqueou
a producédo da LTD, mas ndo da LTP em fatias de cortex perirrinal (Warburton
et al., 2003).

Agonistas de receptores M1 e inibidores da acetilcolinesterase
apresentam efeitos benéficos na memoria (Fisher, 2012) enquanto que a
escopolamina atua na estimulagcdo da liberacdo de acetilcolina, de modo
semelhante aos antagonistas de receptores muscarinicos M1, promovendo
efeitos amnésicos ja bem estabelecidos (Vannucchi et al., 1997). Em
contrapartida, a administracdo de escopolamina no cOrtex perirrinal pode
melhorar a memdéria de reconhecimento de objetos (Winters et al., 2007). Estes
achados fortalecem a ideia de que os efeitos da amnésia induzida pela
administracao sistémica da escopolamina sejam mediados por circuito (ou seja,
afetando diferentes regides do cérebro e suas conexdes) ao invés de estarem
relacionados a eventos neuroquimicos isolados (ou seja, restritos a uma Unica
alteracdo molecular em uma regido definida do cérebro). Além disso, estes
dados poderiam explicar resultados anteriores nos quais o bloqueio de
receptores Aza néo foi totalmente eficaz para prevenir o comprometimento da
memoria espacial causado por escopolamina (Cunha et al.,, 2008), mesmo
utilizando diferentes doses de escopolamina e de antagonistas Aoa.

Posteriormente, foi investigada a ativacdo dos receptores de adenosina

Aza pela administracdo sistémica do agonista CGS 21680. Os resultados
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obtidos demonstraram que em animais naive essa ativacao foi suficiente para
prejudicar a memoria de curto prazo nas trés tarefas comportamentais
estudadas, mostrando que o0s receptores A,a S80 necessarios e suficientes
para comprometer a memoria de curta duracdo. Este efeito foi prevenido pela
administracdo do antagonista de receptores A, SCH 58261. Deficits similares
de desempenho na memoéria de trabalho foram observados em animais
transgénicos que superexpressam o receptor A,a no prosencéfalo (Gimenez-
Llort et al., 2007). Além disso, a analise post-mortem do coértex frontal de
pacientes com DA revelou um aumento significativo na expressdo dos
receptores de adenosina A; e Axa em estagios iniciais e avancados da doenca
(Albasanz et al., 2008).

E importante ressaltar que as doses de CGS 21680 utilizadas neste
trabalho n&o afetaram a atividade locomotora dos animais, diferentemente da
diminuicdo na locomocéo observada com a administracdo de CPA (agonista de
receptores de adenosina A;) ja relatada anteriormente (El Yacoubi et al., 2000).
E em razdo desta diminuicdo da locomoc¢ao provocada pelo agonista A;, ndo
foi possivel testar o impacto da ativacdo dos receptores A; frente ao déficit
induzido por escopolamina.

Visando excluir os efeitos periféricos causados por CGS 21680 como
uma possivel causa para a diminuicdo da memoria observada na tarefa de RO
e na tentativa de comprovar que o efeito encontrado era predominantemente
central, CGS 21680 foi administrado diretamente nos ventriculos laterais dos
animais (i.c.v). Estes resultados mostraram que a infusdo de CGS 21680
extinguiu a memoria de reconhecimento e indicam que os efeitos s&o centrais.

Os resultados obtidos estdo de acordo com estudos prévios, 0S quais
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descreveram que a ativagdo dos receptores de adenosina A; no hipocampo
interfere nos processos neurais envolvidos na memoéria de trabalho (Ohno
& Watanabe, 1996) e também que a injecdo de CGS 21680 diretamente no
cortex cingulado posterior causa prejuizos na tarefa de esquiva inibitéria
(Pereira et al., 2005).

Finalmente, foi observado que o agonista de receptores Aza, CGS
21680, ndo afetou o comprometimento da memaria causada por escopolamina
na tarefa de RO. Uma vez que temos um efeito méximo da escopolamina sobre
a memoria de reconhecimento, seria dificil verificar uma interagéo entre os dois
farmacos. Este conjunto de evidéncias sugerem que a ativacéo dos receptores
de adenosina A, € prejudicial para a memoria e isto se torna particularmente
relevante para uma melhor compreensdo do mecanismo de sinalizacao
envolvendo os receptores Aza (Fredholm et al., 2007; Zezula & Freissmuth,

2008).
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IV. CONCLUSAO

O presente estudo estabeleceu o envolvimento do antagonismo de
ambos os receptores de adenosina (A1 e Aza) como provavel mecanismo
subjacente ao efeito benéfico da cafeina para evitar o prejuizo de memodria
causado por escopolamina. Neste estudo também foi observado que a ativagédo
dos receptores A,n € suficiente para desencadear prejuizos na memoria,
sugerindo que a ativagao do receptor A,a seja um dos mecanismos envolvidos
nos déficits de memoaria. Além disso, os resultados apresentados indicam que
os receptores de adenosina A; participam de maneira seletiva no controle dos
prejuizos cognitivos relacionados ao sistema colinérgico. Portanto, o conjunto
dos nossos resultados contribuem para o melhor conhecimento dos efeitos da
cafeina nos processos mnemonicos e reforcam o interesse terapéutico nos
receptores de adenosina Aza na modulacdo dos mecanismos de memodria.
Além disso nosso estudo contribui para o desenvolvimento de novas pesquisas

relacionadas a interacdo 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 administracdo central de CPA (agonista A;), SCH
58261 (antagonista A,s) e DPCPX (antagonista A;) em outras fases

(consolidacao e evocacgdo), dos trés diferentes tipos memoria;

- Investigar a resposta dos animais envelhecidos frente a manipulagéo
farmacoldgica desses receptores nos trés tipos de memdria avaliados

nesse trabalho;

- lIdentificar quais as vias de sinalizacdo operadas pelos receptores de

adenosina A; e A, estdo envolvidas nos efeitos sobre as memorias

estudadas nesse trabalho.
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