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RESUMO
A memoria pode ser definida como o armazenamento e a evocagdo de uma informagao
aprendida. Existem diferentes tipos de meméria que sdo por sua vez armazenadas em
diferentes regides cerebrais. E possivel acessar estas memérias em animais utilizando
diferentes paradigmas comportamentais. O processamento da memdéria requer a
ativacdo de diversos sistemas para que a informagdo adquirida seja consolidada. Além
disso, os estudos sobre aprendizagem e memdria objetivam estabelecer ligagdes entre
o comportamento animal, os circuitos envolvidos, os mecanismos fisiologicos ativados
e 0s processos moleculares que suportam estes mecanismos, bem como as regides
cerebrais recrutadas no processamento da memoria. O cortex cingulado posterior
(CCP) ocupa uma posicdo estratégica no circuito de Papez do processamento da
emogao e medeia sinais entre a formacdo hipocampal e o neocértex associativo.
Estudos prévios demonstraram que a consolidagdo da memédria no CCP, na tarefa de
esquiva inibitéria, é sensivel ao sistema adenosinérgico. De fato, a adenosina é um
potente neuromodulador que exerce suas agdes atraves de receptores especificos com
acbes excitatorias (Aza € Azg) ou inibitérias (A; e A3z). Diversos estudos tém
demonstrado ¢ papel da adenosina em diferentes situacbes fisiologicas, tais como
memoria. No entanto, estes estudos sdo limitados a algumas tarefas comportamentais
e regibes cerebrais. No capitulo 1, estudamos o efeito de agonistas e antagonistas de
ambos receptores A; e A, infundidos no CCP, na evocagcdo da memoria de longa
duracdo na tarefa de esquiva inibitdria. Nossos resultados demonstraram que a
ativacdo dos receptores A; e A, antes da evocacado, tem efeito amnésico. Além disso,
ambos agiram nos seus respectivos receptores, possiveimente recrutando vias de
sinalizacdo diferentes, demonstrando que as vias bioquimicas corticais envolvidas na
consolidagdo e na evocagdo da memoria ndo sdo idénticas. No capitulo 2, verificamos
gue o antagonista de receptores A,, DPCPX, prejudicou a habituagdo ao novo
ambiente, sendo este efeito oposto ao encontrado na esquiva inibitéria, onde o DPCPX
melhorou a consolidagdo da meméria. Isto sugere que memorias associativas e ndo-
associativas recrutam mecanismos diferentes para sua formacdo. No capituio 3,
investigamos de que forma a cafeina, antagonista adenosinérgico ndo-seletivo, agiria
na evocagdo da memoria nas tarefas de esquiva inibitoria e labirinto aquatico de
Morris. Muitos dos efeitos da cafeina devem-se principalmente ao fato dela, ao agir nos
receptores Ajx, modular a fungdo motora do sistema dopaminérgico. Sendo assim,
escothemos o haloperidol, antipsicotico tipico que age como antagonista dos receptores
D,, para estudar os efeitos da interacdo entre receptores adenosinérgicos e
dopaminérgicos. Além disso, a utilizagdo deste neuroléptico deve-se também ao fato
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do haloperidol possuir efeitos sedativos e prejuizos cognitivos. A cafeina foi capaz de
reverter o efeito amnésico induzido pelo haloperidol, na evocagdo da memoria para a
tarefa de esquiva inibitoria. Quanto a atividade locomotora, medida no campo aberto,
a cafeina reverteu o efeito sedativo do haloperidol, sendo que esta reversdo ndo
ocorreu, quando a tarefa utilizada foi o labirinto aquatico de Morris que mede memoria
espacial. Além disso, a cafeina, na dose de 1 mg/Kg, interferiu nos niveis de ansiedade
medida no labirinto em cruz elevado, sendo que este efeito ansiolitico foi revertido pela
co-administracdo do haloperidol. Os resultados desta tese, em conjunto, sugerem que
a funcionalidade do sistema adenosinérgico, em nivel de sistema nervoso central, é
necessaria para que os processos de consolidacdo e evocacdo da memoéria sejam

realizados em diferentes paradigmas comportamentais.
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ABSTRACT
Memory can be defined as the storage and retrieval of an acquired learning.
Consolidation of an acquired learning is a dynamic process and requires the activation
of several signaling systems. There are different types of memory, which are stored in
distinct cerebral regions, being possible to access them, in animal models, utilizing
different behavioral paradigms. Studies about learning and memory point out to
established links between animal behavioral, circuits involved, physiological
mechanisms and molecular process which supported these mechanisms, as well the
cerebral regions recruited in the memory processing. The posterior cingulate cortex
(PCC) is strategically located in the Papez circuit of emotion processing. The PCC
mediates signals between hippocampal formation and associative neocortex. Previous
studies demonstrated that inhibitory avoidance memory consolidation in the PCC is
sensible to adenosinergic system. In fact, adenosine is a neuromodulator which exerts
its actions through specifics receptors with excitatory (A,a € Azs) and inhibitory (A, e
As) actions. Several studies have demonstrated the role of adenosine in memory
processes. However, these studies are limited to few behavioral tasks and cerebral
regions. In first chapter of this thesis, we verified that adenosine A; antagonist,
DPCPX, impaired habituation to a novel environment, being this effect opposite to the
effect of DPCPX in inhibitory avoidance. This suggests that associative and non-
associative memories recruit different mechanisms during its formation. The
biochemical pathways involved in memory retrieval are not identical to memory
consolidation. In chapter two, we studied the effects of adenosine receptors agonists
and antagonists administered intra-PCC, in the inhibitory avoidance long-term memory
expression. Our results demonstrate that activation of adenosine A, and Aja receptors,
before a memory retention test session, has amnesic effects. Besides, both agonists
activated its receptors, possibly by different signaling pathways. In chapter three, we
investigated whether caffeine, a nonspecific antagonist of adenosine receptors, had
any effect in inhibitory avoidance and Morris Water maze memory retrieval. Most of
caffeine effects on motor function are due to its capacity to modulate the dopaminergic
system. Then, we choose the antipsychotic haloperidol, which acts as an antagonist of
dopamine D, receptors, to study adenosine and dopamine receptors interactions, since
haloperidol presents sedative effects and impaired cognitive function. Caffeine was
able to blockade the effect of haloperidol in inhibitory avoidance task and
locomotion.On the other hand, haloperidol abolished the caffeine effect to increase the
anxiety behavior in the plus maze. In the Morris water maze, a task that measures
spatial memory, we did not observe caffeine/haloperidol interactions. The results of
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this thesis suggest that the functionality of adenosinergic system in central nervous
system is necessary for the processing of information during consolidation and retrieval
memory of different behavioral paradigms.



INDICE DE FIGURAS
FIGURA 1.1. Componentes originais do circuito de Papez................... 8

FIGURA 1.2. Desenho esquematico de uma seccdo de cérebro de

UFRGS
inst de Cignc'as Fasicas daSatide
Biblioteca



Vi

INDICE DE TABELAS

TABELA 1.1. Classificacao dos receptores de adenosina................... 18
TABELA 1.2. Efeitos da adenosina sobre testes de aprendizado e

(12 1=1 1410 1 = P 21



Vil

LISTA DE ABREVIATURAS

AP5 - acido aminofosfonopentandico

CAMKII - proteina quinase do tipo II dependente de célcio/calmodulina
CPA - N°-ciclopentiladenosina

DAG - diacilglicerol

DPCPX - 1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina

GABA - y-acido aminobutirico

IP3- inositol 1, 4, 5- trifosfato

LTD - depressao de curta duragao

LTP - potenciagao de longa duragao

NMDA - N-metil-D-aspartato

PKA - proteina quinase A, proteina quinase dependente de AMP ciclico
PKC - proteina quinase C

PLC - fosfolipase C

CGS21680 - 2-[p-(2-carbonil-etil)-feniletilamino]-5"-N-
etilcarboxamidoadenosina

ZM241385 - 4-(2-[7-amino-2-[2-furyl]-[1,2,4] triazolo[2,3-a] {1,3,5}

triazin-5-yl-amino]ethyl)phenol



1. INTRODUGAO

1.1. CONCEITOS BASICOS DE MEMORIA.

A membria é a capacidade, que tém o homem e os animais, de
armazenar informacdoes que podem ser recuperadas e utilizadas
posteriormente. Do ponto de vista evolutivo, a capacidade de adquirir
novas informagoes é uma das mais importantes e elementares fungoes
do sistema nervoso central (SNC), sendo a expressdo de membdrias
previamente adquiridas crucial para sobrevivéncia das espécies
(Morgado, 1999).

A membéria compreende trés etapas (Izquierdo, 2002), sendo a
primeira delas denominada aquisicao ou aprendizagem, que consiste
na obtencdo de uma informagdo ou conjunto de informagdes por
sistemas neurais especificos. A informacao pode ser de indole conceitual
(toda a neurobiologia, idioma inglés: memodria semantica), de eventos
ou autobiografica (memoria episdédica), envolver habitos ou
procedimentos sensoriais e motores (nadar, andar de bicicleta: meméria
de procedimentos ou habitos). As memodrias semantica e episddica se
denominam declarativas, porque os humanos as podem descrever ou
declarar em detalhe e sao processadas por circuitos cerebrais que
incluem o hipocampo e suas conexdes (amigdala e regides corticais, tais
como cortices entorrinal e cingulado) (Izquierdo, 2002).

Apés a aquisigdo, segue-se a consolidagao, ou seja, a fixacdo e o
armazenamento de uma informagdo recém adquirida ou aprendida. A
consolidagdo é o processo que estabiliza memorias (Dudai, 2004).
Inicialmente é vulneravel, mas ao longo do tempo (horas ou dias), a
consolidagdao torna-se resistente e este fortalecimento do tracgo
mnemonico ocorre em nivel celular e molecular (McGaugh, 2000; Dash
et al., 2004; Dudai, 2004). Enquanto a consolidagao é processada, um

sistema de memoria de curta duracdo faz uma cépia paralela da



memdria e a mantém disponivel para a evocagdo durante varias horas.
A memoria de curta duragdo tem sistemas bioquimicos proéprios,
diferentes daqueles ocorridos na memoria de longa duragdo, em regiodes
como o hipocampo e o cértex entorrinal (Izquierdo et al., 1998). Uma
vez realizada a consolidacdo, os aspectos selecionados de cada
memoria, durante sua retencgdo, ficam de algum modo disponiveis para
serem lembrados. Com o passar do tempo, alguns desses aspectos ou
mesmo todos eles podem desaparecer ou permanecer na memdria.

A Ultima etapa da-se o nome de evocacdo ou lembranca. Em
1980, William James postulou que: "A dnica prova de que esta havendo
retencdo de memoria é quando podemos evoca-la”. Embora algumas
evocacbes de memoria ocorram de forma espontanea, como resultados
de uma flutuagdo na atividade neural, a evocagdo usualmente ocorre
como resultado da integracdo entre a chegada da informagao do meio
ambiente com a rede de memodrias ja existente. A evocagao da memoria
leva a formagdo de novas memorias, combinadas com as memorias
anteriores (Izquierdo & McGaugh, 2000; Izquierdo & Medina, 1997a).

Como resultado das agoes conjuntas destas trés etapas (aquisicao,
consolidagdo e evocagao), ocorre a formagao real ou potencial de um
novo comportamento, ou modificagdo de um pré-existente.

Levando em conta o tempo de retengao, é possivel classificar as
memorias em memoéria de trabalho ou ultra-rapida (working
memory), memoria de curta duragao (short-term memory, STM) e
memoria de longa duracao (long-term memory, LTM). Ja quanto ao
conteldo, podemos distinguir a memoria implicita, a memoria
explicita e a memoria operacional. A primeira é a memoria dos
habitos, procedimentos e regras, todas elas formas de memoria que ndo
podem ser descritas facilmente com palavras. A meméria implicita de
acordo com Shacter (1987), “é revelada quando a experiéncia prévia

facilita o desempenho numa tarefa que ndo requer a evocagao



consciente ou intencional daquela experiéncia”. Ao contrario, a memoria
explicita pode ser descrita com palavras, e consiste em um subtipo
chamado episédico (a memoéria de fatos que ocorrem ao longo do
tempo) e um subtipo chamado seméntico (a meméria de conceitos
atemporais). Finalmente, a meméria operacional é a que nos serve para
utilizagdo rapida do raciocinio e no planejamento do comportamento.
Embora as memorias sejam didaticamente classificadas e separadas
umas das outras, cabe salientar que memorias implicitas e explicitas
ndo sdao sempre independentes. As recordagdes inconscientes
(implicitas) podem ser moduladas ou modificadas por memorias
explicitas. As recordacbes explicitas também podem conter
componentes da memdria implicita. Por exemplo, é dificil evocar uma
memobria procedural (habito) sem lembrar alguma situacdo prévia em
que esse ato nos tenha produzido prazer, desprazer, ou seja, que tenha
sido associado a alguma situagao determinada. Ha inclusive tarefas que
pode aprender-se tanto de forma implicita quanto explicita e cada uma
delas requer regibes cerebrais diferentes originando memorias com
propriedades também diferentes, mas o mais freqliente é que ambos os
tipos (implicitas e explicitas) interajam (Izquierdo et al., 2003, Fuster,
1998).

1.2. BASES CELULARES E MOLECULARES DA MEMORIA

As alteragbes moleculares do processo de aprendizagem e
memoria sdo devido a ocorréncia de plasticidade sinaptica, fendmeno
caracteristico do SNC. O conceito de plasticidade é extremamente
amplo, incluindo todas as formas de reorganizagdao duradoura que
ocorrem em um cérebro maduro. Essas reorganizacdoes podem ocorrer
sob o aspecto fisiolégico (propriedades funcionais adquiridas pelos
neurdnios), morfolégico (morfologia e ultraestrutura da glia) ou

bioquimico (atividades enzimaticas, transdugao de sinal e mudangas na



expressdo génica) (Au Louis et al., 1997). O cérebro tem a
extraordindria capacidade de desenvolver respostas plasticas durante
longos periodos, podendo durar por toda a vida, sendo que a
plasticidade funcional estd acoplada a mudancgas estruturais de longa
duragcdao (Au Louis et al.,, 1997; Izquierdo, 2002). Estudos
demonstraram que o SNC pode exibir plasticidade sinaptica sutil e
especifica em resposta a uma dada atividade, como por exemplo, o
aprendizado de uma nova tarefa (Cotman, 1998).

Uma das primeiras propostas para explicar os mecanismos
celulares envolvidos na memadria surgiu em 1911. Neste ano, Ramon e
Cajal sugeriram que novos conhecimentos eram representados por
alteracdes nas conexdes neuronais existentes e ndo por um aumento no
numero de células neuronais. Posteriormente, Hebb (1949) em seu
classico livro “The organization of Behaviour” propdés que memoérias sdo
adquiridas e armazenadas sob a forma de alteragbes na eficiéncia de
conexoOes sindpticas entre neurOnios ativados durante o aprendizado.

Durante esta Gltima década, foram identificados muitos eventos
celulares envolvidos em alteragbes morfologicas e funcionais nas
sinapses relacionadas com o aprendizado, sustentando e ampliando as
idéias propostas tanto por Ramon e Cajal quanto por Hebb.

No SNC de mamiferos, dois importantes fendbmenos plasticos tém
sido descritos: a potenciacdo de longa duracao (LTP) e a depressao de
fonga duragao (LTD) (Bliss & Lomo, 1973; Au Louis et al., 1997).

A LTP, sendo um tipo de plasticidade neuronal, foi primeiramente
observada em hipocampo e subseqilientemente em muitas outras
regides cerebrais, tais como o cértex entorrinal (Jeffery, 1997) e o
cortex cingulado posterior (Hedberg & Stanton, 1995). Imediatamente
apo6s sua descoberta, a LTP foi reconhecida como um mecanismo basico
para memoéria. Sendo assim, a hipotese de explicar a memoéria através
da LTP tornou-se habitual (Izquierdo & Medina, 1995a; Malenka & Nicoll,



1999). No entanto, ainda ndo ha estudos que comprovem a existéncia
de uma memoria dependente de LTP, ou a ocorréncia de LTP durante a
formacdo da memoéria, estabelecendo, entdo, uma correlagdo entre as
duas (Izquierdo & Medina, 1997 a,b). De fato, a LTP é somente um
modelo para mudangas sinapticas de longa duragdo complexas e
altamente reguladas, que podem acompanhar a aprendizagem in vivo.
Em geral a LTP é medida in vitro, e por isso nao reflete as numerosas
modulagbes tanto de sua aquisicdo como de sua manutengdao ou
evocacdo e fazem com que ndo possa ser tida ipsis litere como um
modelo total da memoéria (Izquierdo & Medina, 1997a; Izquierdo, 2002;
revisado por Silva et al., 2000). Logo, a LTP pode ser vista como um
modelo parcial para a memdria medida em nivel eletrofisiolégico (Bliss &
Collingridge, 1993).

Um outro fendomeno envolvido nas alteragdes sinapticas de longa
duragdo que pode corresponder a uma base neurofisioldgica para a
memoria é a LTD (Linden, 1994). A LTD compreende uma persistente
reducdo na eficiéncia sinaptica, a qual ocorre tipicamente depois de
repetidas estimulagdes aferentes de baixa freqliéncia. Recentemente, foi
reportado que a LTD na regidao CA1 do hipocampo pode ser associada
com a aquisigdo de memoéria em ratos (Braunewell & Manahan-Vaughan,
2001). A expressao da LTD na regiao CA1 pode também ser aumentada
em condigdes de estresse. Isto sugere um papel mais complexo para
esta forma de plasticidade do que simplesmente servir para a prevencao
da saturagao sinaptica, como, por exemplo, revertendo a LTP

(Braunewell & Manahan-Vaughan, 2001).

1.3. LOCALIZACAO DAS MEMORIAS DECLARATIVAS NO

NEOCORTEX
Os estudos sobre aprendizagem e memoria objetivam estabelecer

ligagdes entre o comportamento animal, os circuitos envolvidos, os
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mecanismos fisioldgicos ativados e o0s processos moleculares que
suportam estes mecanismos, bem como as regides cerebrais recrutadas
no processamento da memoria.

A representagdo fisica ou a localizagdo de uma meméria é
chamada de engrama, também conhecido como traco de meméria. De
acordo com Hebb (1949), se um engrama esta baseado em informacgao
oriunda de apenas uma modalidade sensorial, deveria ser possivel
localizé-la dentro das regifes do cértex que servem a essa modalidade.
Por exemplo, se o engrama baseia-se apenas em informagao visual,
entdo esperariamos que ele estivesse localizado no cortex visual.

O neocortex é uma regido do cérebro composta por muitas
camadas celulares e é encontrado somente em mamiferos. Korbinian
Brodmann, no inicio do século XX (1909), construiu um mapa
citoarquitetonico do neocdrtex. Nesse mapa, cada drea do cortex que
tenha uma citoarquitetura em comum possui um numero que a
identifica. Joan Kaas e colaboradores (1970) estudaram a estrutura e a
funcdo de diferentes areas corticais em muitas espécies. Seus achados
sugerem que o neocértex primordial consiste principalmente em trés
tipos de cértex. O primeiro tipo consiste de areas sensoriais primarias
que sao as primeiras a receber sinais das vias sensoriais ascendentes. O
segundo tipo de neocdrtex consiste de dreas sensoriais acessorias,
assim designadas devido suas interconexdes com as areas sensoriais
primarias. O terceiro tipo consiste de areas motoras que estdo
intimamente envolvidas com o controle do movimento voluntario.
Quando se fala em expansdo do coértex na evolucdo de mamiferos, o que
cresceu foi a regido que se localiza entre as areas sensoriais e motoras
primarias. Os estudos de Kaas mostram que muitos dos cortices
“intermediarios” espelham basicamente a expansdo do nimero de areas
sensoriais secundarias encarregadas da analise da informac&do sensorial
(Kaas, 1993; Kaas, 2004).



As informagdes sensoriais, provenientes de receptores periféricos
sdo processadas ao longo de vias claramente definidas e
anatomicamente distintas que seguem para o neocortex. Os
componentes de uma via constituem, coletivamente, um sistema. Desde
1930, alguns cientistas tém argumentado que ha um sistema
responsavel pela experiéncia das emocgdes. Este veio a ser conhecido
como sistema limbico. Em um artigo publicado em 1878, o neurologista
francés Paul Broca notou que todos os mamiferos possuem, na
superficie medial do cérebro, um grupo de areas corticais que sao
bastante distintas do cértex circundante. Utilizando a palavra latina para
borda (limbus), Broca designou esta colegao de areas corticais como
sendo o lobo limbico, porque elas formam um anel, ou borda, ao redor
do tronco encefalico. De acordo com essa definicdo, o lobo limbico
consiste do cértex ao redor do corpo caloso, principalmente no giro
cingulado, e o cortex na superficie medial do lobo temporal, incluindo o
hipocampo. Por volta de 1930, evidéncias sugeriram que algumas
estruturas limbicas estivessem envolvidas na emogdo. James Papez
(1937) propbés que houvesse, na parede medial do encéfalo, um
“sistema de emogdo” que ligaria o cortex com o hipotalamo. Revendo a
literatura anatémica da época, Papez percebeu que essas regides eram
conectadas reciprocamente de modo “circular”, o que revelava uma rede
neural que ficou depois conhecida como circuito de Papez (Fig. 1.1).
Mais tarde, este circuito passou a ser conhecido como sistema limbico. O
circuito original incluia: (1) o cértex cingulado, (2) o hipocampo, (3) o
hipotdlamo; e (4) os nicleos anteriores do talamo. Qutras regides foram
adicionadas posteriormente.

O cortex cingulado sabidamente recebe projecbes do cértex
associativo e com ele forneceria a base para a experiéncia subjetiva das
emogoes (Bear, 2002). Algumas vezes, lesdes em certas areas corticais

promovem mudangas profundas na expressdao emocional com poucas



mudancas na percepcdo ou inteligéncia. Além do mais, tumores
préximos ao cértex cingulado estdo associados com certas perturbagdes
emocionais, incluindo medo, irritabilidade e depressdo. No circuito, o
cortex cingulado afeta o hipotdlamo através do hipocampo e do fornix,

enguanto que o hipotdlamo afeta o cortex cingulado pelo tdlamo
anterior (Bear et al., 2002).

Fig.1.1: Componentes originais
do circuito de Papez (interligados
por setas grossas), e aqueles
acrescentados por outros
pesquisadores (interligados por
setas finas). Modificado por S.
Iversen e colaboradores (2000).

 Amigdala

Sistema Nervoso Autdnomo
Sistema Enddoering

O cortex cingulado (CCP) (Fig. 1.2.) ocupa uma posicdo
estratégica no circuito de Papez do processamento da emocdo,
mediando sinais entre a formacdo hipocampal e 0 neocdrtex associativo
(Bear, et al., 1995; Martin, 1996; Zilles & Wree, 1995). O ntcleo
talédmico anterior recebe um nimero de projecdes diretas e indiretas do
hipocampo e projeta diferentemente a ambos cortex cingulado anterior
(CCA) e ao cértex cingulado posterior (CCP) (Horikawa et al., 1988;
Shibata, 1993; Vogt et al.,, 1981). Postula-se que este circuito tenha

uma fungdo comparativa, aonde os dados que chegam s3o comparados



com dados mnemonicos e se eles estiverem se equiparando, respostas
comportamentais ja projetadas sao executadas, se ndo estiverem,
informacdes sdo geradas intensificando a atencdo e inibindo as agoes
planejadas (Kubota & Gabriel, 1995).

O CCP é também conhecido como cértex retroesplenial (Zilles &
Wree, 1995) e exibe freqliéncia teta coerente com o que ocorre no
hipocampo (Hedberg et al., 1993; Leung & Borts, 1987), e ambas LTP e
LTD tém sido descritas no CCP (Hedberg & Stanton, 1995). Além disso,
o CCP medeia a memdria espacial em ratos (Sutherland & Hoesing,
1993) e o desenvolvimento de estratégias em ratos submetidos a tarefa
espacial em labirinto aquatico (Riekkinen et al., 1995). Estudos recentes
demonstraram que a consolidacdo da memdéria no cingulado posterior
agonista de receptores y-acido aminobutirico tipo A (GABA,) e de AP5,

um antagonista de receptores NMDA (Mello e Souza et al., 1999).

1.4. TIPOS DE APRENDIZADO E TAREFAS COMPORTAMENTAIS
Como visto anteriormente, existem diferentes tipos de memoria
que sdo por sua vez armazenadas em diferentes regides cerebrais.
Desta forma, é possivel acessar os diferentes tipos de aprendizagem e
memoria em animais utilizando-se  diferentes paradigmas

comportamentais.
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Fig. 1.2.: Desenho esquematico de uma secgdo de cérebro de rato no
plano coronal A - 0.58 cm do atlas de Paxinos e Watson (1986)

mostrando (em pontilhado) a extensdo do cingulado posterior.

1.4.1. Aprendizado nao-associativo

O aprendizado ndo-associativo descreve a alteracdo de um
comportamento em reposta a um Unico tipo de estimulo. Ha dois tipos:
habituacao e sensibilizagao (Bear et al., 2002).

Na sensibilizagdo, um estimulo forte que previamente evocava
pouca ou nenhuma reagao resulta em uma resposta exagerada para

todos os estimulos subseqiientes.
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Para entender a habituagcdo, podemos utilizar um exemplo.
Suponha que vocé vive em uma pensdo onde ha apenas um telefone no
sagudo. Quando o telefone toca, vocé corre para atender. Mas a cada
vez que o faz, a ligagdo é para outra pessoa. Com o tempo, vocé para
de reagir a campainha do telefone, e eventualmente nem mesmo a
ouve. Neste tipo de aprendizado, habituagdo, aprende-se a ignorar um
estimulo que ndo tenha significado. Diariamente nos habituamos a uma
série de estimulos.

Tanto a habituagdo quanto a sensibilizagdo sao consideradas, por
muitos pesquisadores (mas ha controvérsias), formas ndo-associativas
de aprendizagem porque através de um unico estimulo é possivel
preparar acdes de modo apropriado ou manter-se alerta. Portanto,
esses s80 mecanismos muito uteis a sobrevivéncia dos animais. Talvez
por isso originaram-se tao precocemente durante a evolugdo, e

mantiveram-se preservados até a espécie humana (Lent et al, 2002).

1.4.1.1. Campo aberto ou Open Field

A tarefa mais utilizada para avaliar a habituagao em ratos chama-
se campo aberto ou “open field”. Sabe-se que para o estabelecimento
da habituacdo de longa duragcdao no hipocampo s3o necessarios
receptores glutamatérgicos NMDA e AMPA, bem como a ativacdo da
CAMKII (Izquierdo et al., 1992, 1999, Vianna et al, 2000, 2001). No
entanto, quando comparada com a tarefa de esquiva inibitoria, que sera
posteriormente discutida, a habituagdo envolve mecanismos bioquimicos
diferentes e a até certo ponto mais simples (Vianna et al., 2001), o que
é compreensivel, j@ que a habituacdo a um novo ambiente é uma das

formas mais elementares e antigas de aprendizado.
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1.4.2. Aprendizado associativo

Diferentemente do que foi visto acima, durante o aprendizado
associativo, formamos associagbes entre eventos. Normalmente
distinguimos dois tipos: condicionamento classico e condicionamento
instrumental.

O condicionamento classico foi descoberto e primeiramente
estudado por Ivan Pavlov durante a primeira metade do século XX
(1927). Este tipo de aprendizado envolve a associagdo entre um
estimulo que evoque uma resposta mensuravel e um segundo estimulo
que, normaimente, ndo evoca esta resposta. O primeiro tipo de
estimulo, aquele que normailmente evoca a resposta, é chamado de
estimulo incondicionado (US, do inglés unconditioned stimulus), porque
nenhum treino (ou condicionamento) é requerido para provocar uma
resposta. O segundo tipo de estimulo, aquele que normaimente ndo
evoca a mesma resposta, é chamado de estimulo condicionado (CS, do
inglés  conditioned  stimulus), porque este ~ requer  treino
“(condicionamento) antes que produza esta resposta.

No condicionamento instrumental ou operante, o individuo
-aprende a associar uma resposta, um ato-motor, com um estimulo
'signiﬁcativb. O condicionamento instrumental também ocorre se uma
‘resposta, ém vez de evocar uma recompensa, prevenir um estimulo
a'vers‘ivo, como um choque nas patas. No condicionamento instrumental,
_aprende-se gue um comportamento particular esta associado a uma
| détévl"min‘ada conseqiiéncia.
| A base do condicionamento classico é a associacdo entre
;estl’mulos, enquanto a base do condicionamento operante é a associacao
‘entre o estimulo e o comportamento do animal. Embora uma distingdo
tedrica entre os dois tipos de aprendizagem e seus tipos
‘correspondentes de comportamentos parega justificada e seja util para

certas descricdes tedricas de aprendizagem, os tipos sdo, sob muitos
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aspectos, mais semelhantes que diferentes. Na realidade, a
generalizacdo de estimulo e resposta, inibigao, extingdo e discriminagao
podem ser demonstradas com os dois tipos de aprendizagem (Deese &
Hulse, 1975).

1.4.2.1. Esquiva inibitdria

A tarefa de esquiva inibitdria envolve o aprendizado de uma tarefa
aversiva onde, na sessao de treino, o animal recebe um choque de baixa
intensidade ao descer da plataforma. Na sessdo de teste, que pode
ocorrer em varios tempos poés-treino, o animal é exposto novamente
aquele ambiente, testando-se entdo sua memdria. Para avaliar o quanto
o animal aprendeu, mede-se o tempo de laténcia em que este
permanece na plataforma, ou seja, a retengdo da tarefa. Trata-se de um
aprendizado adquirido em uma Unica tentativa, tornando-o ideal para o
estudo de processos iniciados no treino (Gold, 1986; Izquierdo &
Medina, 1997a).

Na esquiva inibitoria ou passiva o animal desce de uma plataforma
e entdo recebe o choque; por conseqiiéncia, o animal aprende a nao ir
mais ao compartimento ou evitar aquela resposta. Também esse tipo de
teste pode envolver ambos os tipos de aprendizagem. Por um lado o
estimulo aversivo € aplicado em associagdo com um estimulo
inicialmente "neutro” , como é o caso dos estimulos do ambiente em
que o choque nas patas € aplicado, caracterizando um condicionamento
do tipo classico. Por outro lado, esse choque nas patas ¢ aplicado apos
uma resposta do animal - descer da plataforma. Nesse uiltimo caso, o
reforgo negativo diminui a probabilidade de resposta, sendo essa relagao
reforgo-resposta caracteristica do condicionamento operante (Xavier,
1982, para revisao).

O aprendizado de esquiva inibitéria em ratos desencadeia uma

série de alteragbes bioquimicas que sdo necessarias para a retencdo
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desta tarefa, sendo estas similares aquelas descritas para outras formas
de plasticidade neural (Bliss & Collingridge, 1993; Maren & Baudry,
1995; Izquierdo & Medina, 1995, 1997 a). Os eventos bioquimicos
envolvidos na formacdo da memoria desta tarefa no hipocampo
envolvem a ativacdo de receptores ionotropicos NMDA e AMPA,
receptores metabotrdopicos e um aumento dos niveis de NMDA1 e GiuR1,
subunidades dos receptores NMDA e AMPA, respectivamente (Izquierdo
& Medina, 1995; Cammarota et al., 1996; Riedel, 1996). Além disso,
cascatas bioquimicas desencadeadas por proteinas quinases participam
da formagdo da memoria de esquiva inibitéria. Evidéncias indicam que a
ativacdo das cascatas mediadas por proteina quinase G, CAMKII,
proteina quinase C e a proteina quinase A s3o fundamentais na fase
inicial da plasticidade de longa duragao induzida pela esquiva inibitoria,
minutos apos a realizacdo do treino (Ito et al., 1991; Bernabeu et al.,
1995, 1996, 1997; Cammarota et al., 1997; Izquierdo & Medina,
1997a).

Os eventos bioquimicos sdo regulados logo apds o treino por
mecanismos hormonais relacionados com a ansiedade e estresse, sendo
modulados por sinapses GABAérgicas, colinérgicas, noradrenérgicas e
por mensageiros retréogrados. A fase mais tardia, 3-6 horas apds o
treino, € modulada por mecanismos relacionados ao humor e afeto,
envolvendo vias dopaminérgicas, noradrenérgicas e serotoninérgicas
(Izquierdo & Medina, 1997a, b).

1.4.3. Atividade exploratoria e memoéria em labirintos

Embora seja ainda de dificil definicdo, o termo "atividade
exploratoria” é amplamente utilizado em pesquisas relacionadas ao
comportamento animal. Num sentido geral, refere-se a todas as

atividades relacionadas a obtencdo de informacdo acerca do ambiente,
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as quais abrangem ndo sé as respostas reflexas atencionais imediatas,
como também as respostas voluntarias tipicas.

Os labirintos delimitam rotas pelas quais o animal pode explorar
determinado local, como o labirinto radial e os labirintos em forma de
"T", "+" e "Y", que se baseiam na escolha, pelos animais, de diferentes
bracos. Normalmente, labirintos pressupdem que animais aprendam
determinada localizacdao que lhes ofereca seguranga, comida, ou outra
situacdo ou objeto desejado. Essas informagdes sobre diferentes locais
de um labirinto devem ser aprendidas e armazenadas por periodos
variaveis de tempo (O'Keefe & Nadel, 1978). Destacaremos aqui dois
tipos de labirintos: o labirinto em cruz elevado, tradicionalmente
utilizado para verificar possiveis efeitos ansioliticos e ansiogénicos de
farmacos e o labirinto aquatico de Morris, utilizado no estudo da

memoria espacial em ratos.

1.4.3.1. Labirinto em cruz elevado ou “Plus maze”

O Ilabirinto em cruz elevado, ou “plus maze”, consiste de dois
bragos abertos opostos a dois bragos fechados por paredes e combina
elementos desconhecidos, abertos e elevados (File, 1992). Este labirinto
tem sido extensivamente utilizado pra verificar possiveis efeitos
ansioliticos e ansiogénicos de drogas (Handley & Mitani, 1984; Pellow et
al., 1985; Lister, 1987). Drogas padroes ansioliticas e ansiogénicas
aumentam e diminuem, respectivamente, tanto o nimero de entradas
nos bragos abertos, como o tempo de permanéncia do animal nestes.
Além disso, essa tarefa € utilizada pra medir niveis de comportamento
ansiosos espontaneos (Goto et al., 1993), antinocicepcdo induzida por
ansiedade (Lee & Rodgers, 1990; Frussa-Filho et al. 1992; Rodgers et
al., 1992) e avaliar memoria (Itoh et al., 1990).
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1.4.3.2. Labirinto aquatico de Morris ou Water maze

Dentre os diversos procedimentos e aparelhds desenvolvidos para
avaliar o desempenho de animais em labirintos, o teste de
aprendizagem espacial - no labirinto aquatico - introduzido no século
passado por Richard Morris (1982), vém se destacando nos estudos
sobre a neurobiologia da memdria (Gallagher et al., 1993).

O labirinto aquatico é intensamente utilizado em pesquisas sobre
as capacidades de orientagdo espacial em roedores, sobre a retengao
dessas informagdes no sistema nervoso por periodos varidveis de
tempo, bem como na investigagdo dos mecanismos neurais subjacentes
a essas capacidades. Por exemplo, (1) Whishaw e colaboradores (1987)
encontraram prejuizos na aquisicdo, retencdo e selecdo de estratégias
espaciais em ratos, apos lesdes da porgdo medial do caudado-putamen;
(2) Morris et al., (1986) realizaram testes no labirinto aquatico com
animais submetidos ao tratamento com AP5, um antagonista de
receptor NMDA. Os resultados demonstraram que a aplicagao de AP5
prejudica a localizagdo espacial dos animais, e que o bloqueio dos
receptores de glutamato do tipo NMDA, ndo altera a transmissao
sinaptica no hipocampo, mas previne a indugdo da potenciacao de longa
duracdo (LTP), apds breve estimulacdo de aita-freqliéncia. Esses
resultados sugerem que o0s receptores NMDA estdo envolvidos na
aprendizagem espacial e reforcam a idéia de que LTP esteja envolvida
em algumas formas de aprendizagem.

Todas as tarefas citadas e explicadas acima; campo aberto,
esquiva inibitoria, labirinto em cruz elevado e labirinto aquatico de
Morris sao utilizados para o estudo do comportamento e/ou memoria em
animais. Diferentes vias e sistemas de sinalizagdao sao requeridos para o
estabelecimento destas tarefas. Aqui salientaremos os sistemas

adenosinérgico e dopaminérgico que foram alvo de nossos estudos.
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5. SISTEMA ADENOSINERGICO

A adenosina é uma purina endoégena com importante papel na
regulacdo da excitabilidade neuronal e na transmissdo sindptica de baixa
freqiéncia, sendo também considerada como neuromodulador no
fendmeno de plasticidade sinaptica (revisado por Ribeiro et al., 2003).

A adenosina é liberada por muitas células, incluindo neurénios e
células gliais. Ela modula a atividade do sistema nervoso central agindo,
pré e pds-sinapticamente, inibindo ou facilitando a liberagdo de
neurotransmissores (Sebastiao & Ribeiro, 2000).

A adenosina medeia seus efeitos através da ativagao de
receptores especificos. Os receptores A; e Az inibem a adenilato ciclase,
diminuindo a quantidade de AMPc, enquanto 0s subtipos Aza e A
estimulam a adenilato ciclase e produzem efeitos excitatérios no sistema
nervoso central (Dunwiddie & Masino, 2001) (Tabela 1).

Os receptores A; medeiam respostas amplas devido ao fato de
estarem acoplados a diferentes proteinas G, da familia G;Go (Ralevic &
Burnstock, 1998). A via mais reconhecida da agao dos receptores A; € a
da inibigao da adenilato ciclase, causando um diminuicdo no segundo
mensageiro, AMPc. Isto modula a atividade da proteina quinase
dependente de AMPc, a qual fosforila diversas proteinas marcadoras. O
receptor A; acoplado a adenilato ciclase tem sido descrito em varios
tecidos, incluindo o tecido nervoso e adiposo. Adicionalmente, a
modulagdo direta das vias que diminuem o AMPc, via inibicdo da
adenilato ciclase, bloqueia os efeitos de outros agentes, os quais agem
por estimular a adenilato ciclase (Ralevic & Burnstock, 1998). Outro
mecanismo sinalizador dos receptores A; é a ativagdo da fosfolipase C
(PLC), levando ao metabolismo do fosfoinositol de membrana com o
conseqlente aumento de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), diacilglicerol
(DAG) e mobilizagdo de calcio (Ralevic & Burnstock, 1998).
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Tabela 1. Classificacao dos receptores de adenosina

Ay Aop Azp As
Proteina G Gi/Go Gs Gs, Gq Gi, Gq
Efeitos J AMPc T AMPc T AMPc | AMPc

T 1P3 TIP3 T 1P3

T K+
Agonistas CPA, CHA, R-PIA CGS21680, IB-MECA
seletivos APEC, _

WRC-0470

Antagonistas DPCPX, XAC, CsC MRS 1067
seletivos WRC 0571 _

Adaptado a partir de RALEVIC & BURNSTOCK, 1998

AbreviacOes utilizadas: APEC, 2-[(2-aminoetilamino)carboniletilfeniletilaminol]-5"-N-
etilcarboximidoadenosina; CGS21680, 2-[p-(2-carbonil-etil)-feniletilamino]-5"-N-
etilcarboxamidoadenosina; CHA, N°-ciclohexiladenosina; CPA, N®-ciclopentiladenosina;
CSC, 8-(3-clorostiri)cafeina; DPCPX, 1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina; IB-MECA, N®-(3-
iodo-benzil); MRS 1067, 3,6-dicloro-2-isopropiloxi-4’-metilflavona; R-PIA, (R)N6-
fenilisopropiladenosina; WRC 0470, 2-cicloexilmetilideneidrazinoadenosina; WRC 0571,
8-(N-metilisopropil)amino-N6-(5'-endoidroxi-endonorbonil)-9-metiladenina.

Na maioria das condigoes experimentais, observa-se que os
efeitos da adenosina ou de seus analogos é a inibicdo da atividade
neuronal mediada pela ativacdo de seus receptores do tipo A;
(Dunwiddie, 1985; Greene & Hass, 1991; Cunha, 2001). Estes efeitos
mediados pelo A; resultam de uma acao combinada de: (1)
hiperpolarizagdo pés-sinadptica e conseqiiente ativacdo da condutancia
de potassio (Dunwiddie & Fredholm, 1989; Thompson et.al., 1992) e (2)
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inibicdo pré-sindptica da liberagdo de neurotransmissores (Proctor &
Dunwiddie, 1987; Ambrosio et.al., 1997).

Além dos receptores A: estarem acoplados a proteinas Gi/Go
(Nanoff et.al., 1995; Jockers et.al., 1994), eles podem também estar
acoplados a outras proteinas G (Asano et al., 1995) ativando, entdo,
diferentes sistemas de transducao (Akbar et.al., 1994; Santos et.al.,
1998; Cascalheira & Sebastido, 1998). Em particular, a inibigdo da
liberacdo .de neurotransmissores mediada por A; é, geralmente,
independente dos seus efeitos sobre os niveis de AMPc. Na maioria das
vezes, depende de uma inibicdo direta, via proteina G, dos principais
canais de caélcio do tipo N (Yawo & Chuhma, 1993; Wu & Saggau, 1994).

Foi demonstrado na literatura que a adenosina exdgena ou seus
analogos, agindo nos receptores A;, inibem a LTP em fatias hipocampais
(Arai et.al., 1990; de Mendonga & Ribeiro, 1990). Interessantemente, a
adenosina endégena agindo sobre os receptores A; atenua LTD em ratos
neonatais (de Mendonga & Ribeiro 1997) e previne a LTD em ratos
adultos (Kemp & Bashir, 1997). Além disso, o bloqueio dos receptores
A; em fatias hipocampais, utilizando o seu antagonista DPCPX (Figura
I.1.), aumenta a LTP, sendo que esta é completamente prevenida pela
adicdo de AP5, um seletivo antagonista de receptores NMDA (de
Mendonca & Ribeiro, 2000). A ligagdo de [°’H]DPCPX para receptores A;
de adenosina em cérebro de humanos € maior na parte mais inferior do
cingulado posterior, bem como em outras regides corticais frontais
(Svenningsson et al., 1997). A afinidade da ligacdo de [*H]DPCPX no
cérebro de humanos foi de 5 a 10 vezes inferior a descrita em cérebro
de ratos (Johansson et al., 1993; Sveningsson & Fredholm, 1997). Tem
sido mostrado que em cérebro de ratos a adicdo de GTP no meio de
incubacdo aumenta a afinidade da marcagdo de [°H]DPCPX (Weber et

al., 1990). Estas mudangas estdo provavelmente relacionadas com a
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ligacdo de adenosina enddgena a sitios de alta afinidade de receptores
A; (Svenningsson et al., 1997).

Varios agonistas de receptores A; administrados sistematicamente
tém sido reportados por diminuir a aprendizagem inibitéria em
camundongos (Normile & Barraco, 1991; Zarrindast & Shafaghi, 1994).
Experimentos realizados em cérebro de galinhas demonstraram que o
agonista de A;, CHA, inibiu especificamente a liberagao de glutamato
(Daisley & Rose, 1999). O pré-tratamento com DPCPX, antagonista de
receptores A;, prevene o aumento de erros na memoria de trabalho
induzida por intrafusao de CHA, agonista de receptor A;, em hipocampo
de ratos (Ohno & Shigenori, 1996). Desde que o sistema adenosinérgico
é capaz de regular mudancas de longa duragdo na eficiéncia das
sinapses, €& esperado que este sistema também modifique a
performance de testes experimentais de aprendizado e memoéria em
animais. Podemos observar a amplitude dos efeitos da adenosina sobre
tarefas de aprendizado e memédria analisando a tabela 2.

Tem aumentado a aceitagdo do fato de que os efeitos
neuromodulatorios da adenosina ndo estdo restritos a sua inibicao
mediada pelos receptores A;. Sabe-se que a utilizacdo de agonistas e
principalmente antagonistas de receptores A>n demonstram o papel
destes receptores no controle da liberagdo de neurotransmissores em
varias regides cerebrais (Sebastido & Ribeiro, 1996).

Os receptores An sao na maioria acoplados a proteina Gs
(revisado por Ribeiro et al., 2003), mas também podem estar acoplados
a proteinas Gi/GO (Cunha et al., 1999). A modulagdo da liberagdo de
neurotransmissores mediada pelos receptores A,n € atenuada por
inibidores da adenilato ciclase e por andlogos de AMPc. No entanto,
inibidores da proteina quinase A (PKA) fracamente inibem (Cunha &
Ribeiro, 2000) ou ndo afetam (Kirk & Richardson, 1995) os efeitos da

ativagao de receptores Aa. Em contraste, inibidores da proteina quinase
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C (PKC) (Kirk & RIichardson, 1995; Cunha & Ribeiro, 2000) ou da
fosfolipase C (Norenberg et al., 1998) sdo capazes de inibir os efeitos da

ativacao dos receptores Aza.

Tabela 2. Efeitos da adenosina sobre testes de aprendizado e memoria

Testes Espécie Efeito Droga Mecanismo | Referéncia
comportamentais de acao
Aprendizado passivo camundongo | diminuicdo |CPA Agonista Normile &
seletivo Barraco (1991);
de A Ohno &
Watanabe
(1996)
Meméria de trabalho |rato diminuicgdo |CHA Agonista Ohno &
Three-panel runway seletivo de|Watanabe
Ay (1996)
Meméria de trabatho |rato sem efeito R-PIA Agonista Pontecorvo
Nonmating-to-sample seletivo de|et.al. (1991)
task Ay
Memoria espacial camundongo | aumento CPA Agonista Von Lubitz et.al.
Morris water maze seletivo de}(1993)
(labirinto aquatico) A
Aprendizado passivo |rato aumento KF Antagonista | Suzuki et.al.
Déficit induzido por 153772 |seletivo de}(1993)
escopolamina Ay
Consolidagao da | rato aumento DPCPX Antagonista ] Pereira et al.,
memoria para esquiva Ay 2002

.....

Adaptado a partir de de MENDONCA & RIBEIRO (2001).
Abreviagbes utilizadas: CPA, N°-ciclopentiladenosina; CHA, N°-ciclohexiladenosina; R-

PIA,
dipropilxantina.

R-NS-fenilisopropiladenosina;

KF

15372,

8-(3-diciciopropilmetil)-1,3-
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Além dos receptores Ajs, existem o0s receptores Azs que estdo
acoplados a diferentes vias sinalizadoras, incluindo a ativagdo da
adenilato ciclase (Ralevic & Burnstock, 1998). Pouco se sabe sobre
estes receptores, ja que nao foi ainda relatada na bibliografia a presencga
de agonistas seletivos para Azs.

Os receptores Az foram clonados e identificados em diferentes
espécies (Meyerhof et al., 1991; Salvatore et al., 1993; Jacobson et al.,
1993). A ativagao de receptores Aj estimula a fosfolipase C e aumenta a
geracgdo de inositol trifosfato em fatias de cérebro de rato (Abbracchio et
al., 1995a). Além disso, estes receptores também inibem a atividade de
adenilato ciclase (Zhou et al, 1992; Abbrachio et al., 1995b).
Entretanto, os efeitos fisioldgicos dos receptores A3 no sistema nervoso
central ainda permanecem desconhecidos.

O maior alvo de estudos sdao os receptores A; e 0s receptores Aza,
ja que eles modulam a excitabilidade neuronal. Dados encontrados na
literatura demonstraram a sua co-expressao e co-localizagao na regiao
CA1l do hipocampo (Cunha et al., 1994). De fato, existe uma interacao
funcional entre estes receptores sendo que a ativagao dos receptores
Aza, com baixas concentragbes de CGS 21680 (agonista de Aza),
diminuiu a eficiéncia do agonista de receptores A;, CPA, em inibir a
excitabilidade hipocampal (Cunha et al., 1994). Isto indica que existe
uma comunicagao entre estes receptores no hipocampo, e sugere que as
agoes da adenosina endégena mediadas pelos receptores A; podem ser
diminuidas, se houver a concomitanhte ativagcdo dos receptores Aaa
(Cunha et al., 1994; Lopes et al, 1999).

Tem sido proposta uma inibicao, mediada por receptores A;, da
agao dos receptores Aza, desde que a desensibilizacdo dos receptores A;
estriatais é acompanhada por uma amplificacdo, tempo dependente, da
estimulagdo da adenilato ciclase mediada por A,x (Abrachio et.al.,
1995a).
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1.5.1. Adenosina, dopamina e neurofisiopatologias

O estudo da acdo dos receptores adenosinérgicos em diferentes
condicdes patoldgicas, tais como esquizofrenia, doengas de Parkinson e
Alzheimer deve-se, principalmente, ao fato destes receptores serem
bloqueados de forma inespecifica pela cafeina.

Um estudo demonstrou que mulheres que beberam cafeina em
grandes quantidades ao longo da vida tiveram uma melhor performance
em testes cognitivos e de memdéria do que aquelas que ndo bebiam café
(Johnson-Kozlow et al., 2002). Embora alguns estudos nao consigam
estabelecer uma relacdo direta entre a ingestdo de cafeina e o
aparecimento da doenga de Alzheimer (Maia e Mendonga, 2002), o
possivel papel protetor da cafeina contra esta doenga pode levar ao
desenvolvimento de novas drogas para o tratamento ou prevengao da
mesma.

Quanto a doenca de Parkinson, alguns estudos tém demonstrado o
potencial dos receptores A;x no tratamento desta doencga (Fuxe et al.,
2001, Morelii & Pinna, 2001). O grande indicio para esta pressuposicdo é
o fato dos receptores A;a e D, estarem co-localizados e interagirem de
forma antagonica (Ferré et al., 1991). O antagonismo dos receptores
A,a ndo somente diminuiu a rigidez muscular, caracteristica da doenga
de Parkinson, como também potenciou os efeitos de L-DOPA, utilizada
no tratamento desta doenca (Warda et al., 2001). Além disso, a
catalepsia induzida por antagonismo nos receptores D, e D; é revertida
por teofilina, metabdlito da cafeina (Hauber et al., 2001).

De fato, existe uma base anatomica para a existéncia de
interagdes funcionais entre os receptores A;/D: e A;a/D, nos mesmos
neur6nios. Agonistas dos receptores A; afetam negativamente a alta

afinidade dos receptores D;. E a ativagao de receptores A,a leva a uma
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diminuicdo na afinidade de agonistas D, (Franco et al., 2000). Esta
interacdo também é relevante no que tange o estudo da esquizofrenia.

A esquizofrenia é caracterizada por uma perda de contato com a
realidade e por perturbagbes do pensamento, percepgao, humor e
movimento. Os sintomas da esquizofrenia sdo divididos em duas
categorias: os positivos que refletem a presenca de pensamentos e
comportamentos anormais e os negativos, que refletem a auséncia de
respostas que normalmente estdo presentes (Lent et al.,, 2002). A
esquizofrenia também estd associada com mudancas fisicas no encéfalo,
embora ndo sejam sempre evidentes no encéfalo dos esquizofrénicos.
Além disso, diferentes sistemas de neurotransmissdo tém sido
implicados na patofisiologia da esquizofrenia.

A hipétese dopaminérgica da esquizofrenia postula uma
hiperfungdo dopaminérgica nesta desordem. A hipétese glutamatérgica
sugere uma hipofungao glutamatérgica, o que pode aumentar a fungao
dopaminérgica (Grace, 1991; Goff & Coyle, 2001).

Recentemente tem se investigado a fungdo do sistema
adenosinérgico na esquizofrenia, o que foi inicialmente proposto devido
o envolvimento do ganglio basal na acao de drogas antipsicéticas e a
alta densidade de receptores A,s nesta area (Bridges et al., 1987). A
descoberta da interagdo antagobnica entre os receptores Aya/D; levou a
inferéncia de que um aumento na atividade dos receptores A,a poderia
ser relevante para o tratamento da esquizofrenia, onde a inibicao da
acao dos receptores D, pode ser benéfica (Ferre, 1997, Dixon et al.,
1999).

O excesso de efeitos colaterais € uma das maiores limitagdes do
uso de antipsicoticos tradicionais, como o haloperidol, antagonista de
receptores dopaminérgicos tipo D,. De fato, varios estudos tém
investigado as agdes do haloperidol em fungdes cognitivas (Ploeger et

al., 1992; Nowakowska et al., 1999, Gemperle et al., 2003) ja que os
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neurolépticos tradicionais costumam falhar na melhoria da performance
cognitiva dos pacientes (Hagger et al., 1993; Sharma, 1999). Vdrios
estudos tém sido realizados na tentativa de minimizar os efeitos
colaterais de drogas como o haloperidol através de possiveis
tratamentos adjuvantes (Akhondzadeh et al., 2000; Depoortere et al.,

2003; Moo-Puc et al., 2003).
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1.6. OBJETIVOS

Considerando (1) a participacdo do sistema adenosinérgico no

processamento da memdria, (2) sua interacao com diferentes sistemas

de neurotransmissdo, igualmente envolvidos no processamento da

memoria, bem como (3) seu papel na consolidagdo da memoria no

cortex cingulado posterior, o presente trabalho tem por objetivos:

1.

Verificar o efeito da intra-infusdao, no cértex cingulado posterior, de
agonistas e antagonistas dos receptores de adenosina, A; e Az, na
evocacao da memoria de longa duragdo para a tarefa de esquiva
inibitoria.

Investigar o efeito da intra-infusdo, no cortex cingulado posterior, de
agonista e antagonista dos receptores de adenosina A; na
consolidagdo da memoéria de uma tarefa de aprendizado nao-
associativo.

Investigar a interagdo entre o sistema adenosinérgico e
dopaminérgico em diferentes paradigmas comportamentais.

Verificar se possiveis efeitos prejudiciais do haloperidol, antagonista
de receptores D;, podem ser revertidos pela co-administracdao de

cafeina, um antagonista ndo-seletivo de receptores de adenosina.
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2. ARTIGOS CIENTIFICOS

CAPITULO I

A ativacao de receptores de adenosina, no cortex cingulado
posterior, prejudica a evocacdo da memodria em ratos, na tarefa

-----
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Abstract

Adenosine A, and A, , receptor agonists and antagonists have been reported to alter learning and memory. The aim of our study
was to investigate the involvement of adenosinergic system in memory retrieval into posterior cingulate cortex (PCC) of Wistar rats.
To clarify this question, we tested specifics agonist and antagonists of adenosine A, and A,, receptors in rats submitted to a one-trial
inhibitory avoidance task. The stimulation of adenosine A, and A,, receptors by CPA and C(GS21680, respectively, impaired mem-
ory retrieval for inhibitory avoidance task, into PCC. These findings provide behavioral evidence for the role of adenosinergic system

in the memory retrieval into PCC.
© 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Adenosine A, receptor; Adenosine A,, receptor; Retrieval; Memory; Posterior cingulate cortex; Inhibitory avoidance task

1. Introduction

Adenosine is a neuromodulator (Dunwiddie &
Masino, 2001), which acts through four types of recep-
tor: Ay, Ay, Ayg, and Ay A and A, receptors inhibit
neuronal activity through G, and G, proteins, while A,
and A,y act through stimulation of neuronal activity via
G, protein (Klinger, Freissmuth, & Nanoff, 2002).
Endogenous adenosine modulates long-term synaptic
plasticity phenomena, such as long-term potentiation
(LTP), long-term depression (LTD) and depotentiation
(de Mendonga, Costenla, & Ribeiro, 2002). Adenosine
A, receptor is highly expressed in brain cortex and hip-

* Corresponding author. Fax: +55 51 3316 5538.
E-mail address: graceschenatto@hotmail.com (G.S. Pereira).

1074-7427/% - see front matter © 2005 Elsevier Inc. All righs reserved.
doi:10.1016/5.nim.2004.12.002

pocampus, while A, , receptor is found in striato-pallidal
GABAergic neurons, being expressed in lower levels in
other brain regions (Ribeiro, Sebastido, & de Mendonga,
2003). Several studies have reported that adenosine A,
and A, receptor agonists and antagonists alter learning
and memory (Corodimas & Tomita, 2001; Khavandgar,
Homayoun, Torkaman-Boutorabi, & Zarrindast, 2001;
Kopf, Melani, Pedata, & Pepeu, 1999; Normile & Barr-
aco, 1991; Ohno & Watanabe, 1996).

The posterior cingulate cortex (PCC) is a neocortical
region that projects to the parahippocampal formation
and has reciprocal connections with the prefrontal cor-
tex and the anterior thalamic nuclei (Maddock, 1999).
Therefore, PCC is strategically located to mediate sig-
nals between these areas and may participate in hippo-
campal functions. PCC might also have a role in
implementing emotional memory prioritization at an
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earlier processing stage (Maddock, 1999). Kubota and
Gabriel (1993) postulated that the Papez circuit may
have a comparator function, where incoming data are
compared with stored data: if they are in accordance,
already planned behavioral programs are executed; if
not, outputs are generated that heighten attention and
inhibit planned actions. Studies from our laboratory has
been showed that memory consolidation in PCC is mod-
ulated by glutamatergic, GABAergic and adenosinergic
system {Mello ¢ Souza et al,, 1999; Pereira et al, 2002;
Souza et al., 2002).

Retrieval of one-trial inhibitory avoidance memory
(IA) involves the participation of a large network of cor-
tical regions inchuding the entorhinal, posterior parietal,
and anterior cingulate cortices (Barros et al, 2000).
Pharmacological findings have shown that retrieval of
IA memory requires glutamate receptors, cAMP-depen-
dent protein quinase (PKA), and mitogen-activated pro-
tein kinases (MAPK) in the above-mentioned regions
{Barros et al., 2000). Most of studies on the pharmacol-
ogy of retrieval have been carried out in the hippocam-
pus, which is involved in most declarative and episodic
memories (Izquierdo & Medina, 1997; Izquierdo &
McGaugh, 2000). There are many studies demonstrating
functional interconnections between the hippocampus
and the amygdale (Suzuki, Wang, Edge, Mimaki, & Wal-
son, 1999), entorhinal cortex and perirhinal cortex
(Hyman, Van Hoesen, & Damasio, 1990) and many
other areas of the cortex, including sensory and associa-
tive areas, the anterior and posterior cingulate cortex
(Van Hoesen, 1985).

Since the role of PCC into memory retrieval remains
unknown, and in view of the influence of adenosine
receptors on memory consolidation, the present experi-
ments were designs to identify the role of A; and A,,
receptors in inhibitory avoidance memory retrieval in
PCC.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male Wistar rats (3 months of age, 250-280g of
weight) from our own breeding stock were used. The ani-
mals were housed into plastic cages under a 12h light/
dark cycle (lights on at 7:00 AM), with water and Purina
lab chow freely available and at a constant temperature
of 23°C. To deliver the pharmacological agents to be
tested, rats were bilaterally implanted under deep thion-
embutal anesthesia with 27-gauge guides aimed to the
posterior cingulate cortex in accordance to coordinates
(A —58 L4+10,V 28) taken from the atlas of Paxinos
and Watson (Paxinos & Watson, 1986). Animals were
allowed to recover for 4 days before submitting them to
any other procedure. In all experiments the “Principles
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of laboratory animal care™ (NIH publication No. 85-23,
revised 1996) were strictly followed.

2.2. Inhibitory avoidance task

After recovery from surgery, rats were trained in a
one trial, step-down, inhibitory avoidance task (IA), a
hippocampal-dependent, fear motivated learning para-
digm much used for the biochemical analysis of memory
formation (Bevilaqua et al, 1999; Cammarota, Bevil-
aqua, Kerr, Medina, & Izquierdo, 2003). In order to do
that, animals were gently put on a 2.5cm high, 7.0cm
wide wood platform placed inside and at the leftmost
extreme of a 50 x 25 x 25cm acrylic training box whose
floor was made of a grid of parallel bronze bars spaced
lcm apart. At the very moment the animal stepped
down from the platform and put its four paws on the
grid, it received a 0.5mA, 2s scrambled footshock. After
that, it was immediately removed from the training box.

At the time of drug delivery, a 30-gauge cannula was
tightly fitted into the implanted guide and linked by an
acrylic tube to a microsyringe. Infusions (0.5 pl/side)
were carried out over 30s, first on the right and then on
the left posterior cingulate cortex; the 30-gauge cannula
was left in place for 15 additional seconds to minimize
backflow. For experiments involving co-infusion of
drugs, the final volume of the infusion was 0.5 ul/side. To
evaluate memory retention, latency to step down onto
the grid during the training session was compared to
that obtained in a test session performed 24h later. In
the test session the procedure was identical to that used
during training except that the electric foot-shock was
omitted. Cannula placement was verified postmortem as
described previously (Bonini, Rodrigues, Kerr, Bevil-
aqua, & Cammarotta, 2003). Briefly, 2-4h after the
behavioral test, 0.5l of a 4% methylene-blue solution
were infused as described above and the extension of the
dye 30 min thereafter was taken as indicative of the pre-
sumable diffusion of the vehicle or drug previously given
to each animal. Only data from animals with correct
cannula implants were included in statistical analyses.

2.3. Open field and plus maze

To analyze exploratory and locomotor activities, ani-
mals were placed on the left rear quadrant of a
50 x 50 x 39 cm open field with black plywood walls and
a brown floor divided into 12 equal squares. The number
of line crossings and the number of rearings were mea-
sured over 5 min and taken as an indicative of locomotor
and exploratory activities. To evaluate their anxiety
state, rats were exposed to an elevated plus maze exactly
as detailed in (Pellow, Chopin, File, & Briley, 1985). The
total number of entries into the four arms, the number of
entries and the time spent into the open arms were
recorded over a 5Smin session. It has been repeatedly



reported that confinement to the closed arms of an ¢le-
vated plus marve is assoclated with the observation of sig-
nificantly  more  anxiety-related  bebhaviors  than
confinement fo the open @rms; morcover, anxiogenic
drugs stenificantly reduce the percentage of entrics into,
and time spent on, the open mrms (Pellow eb al, 1985).
Ten minutes before exposure 1o the open ficld or the plus
maze, animals received bilateral 0.5 ¢l infusions of vehi-
cle or of the drug ender scrutiny into the posterior cin-
gulate cortex,

2.4, Drogs

Né-cyclopentviadenosine (CPAY and 1,3-dipropyl-8-
cvclopentyixantbine {DPCPXY were purchased from
Sigma, 8t Loais, MO, USA. 4{2-17-Aminoe-2-[2-Turyl}-
{1,241  iriazolof2,3-o}{ 1,3, 5 Hriazin-S-yl-aminojethyl)
phenolZM241385) and 2-{p-(Z-carbonyl-cthylp-phenyl-
cthylumino}-3'-N-ethylcarboxamidoadenosine
(CLGS21680) were obtatned from Tocris, Ballwin, MO,
USA. Al drugs were dissolved in saline containing 2%
DMSO,

2.5, Swmtistical analysis

Data are reported as wedians {interquartile range} of
the step-down latencies during training and test sessions
and were analyred by Kroskab-Wallis or Mann-Whit-
ney U tests as roguired,

Parametric statistics {ANOVA followed by post hoo
Duncan mubtiple range test) were applied 1o plus maze
meusures and open field crossing or rearing values.

3. Results

To analyze the role of A, receptors in the expression of
the long-term memory {LTM) for the 1A task, rats were
trained in the mentioned paredigm and, Wmin before
testing received bilateral 0.5 ul infusions of vehicle, the A,
receptor antagonist, DPCPX {Bruns et al. 1987}, or the
A, receptor agonist, CPA (Lobse et al, 1988}, into the
posterior cingoelate cortex (PCCHFig 1), DPCPX did not
afiect IA memory expression when given at a dose of 1,
50, and 190 0M {Fig. 2). Conversely, CPA significantly
decreased test step-down latencies when infused at 1 oM
{p<.001} 500M {p<.081), and 100nM {p<03 {(Fig 31
To study the participation of A, receptors within PCC
in IA memory retrieval, the A, receptor antagonist,
ZM241385 {Poucher ¢f al. 19955 or the A, receplor ago-
nist, CGS21680 (Jarvis & Williams, 19893 were emploved.
ZM241385 did not alter IA memory retrieval at any dose
{1, 30, and 100 oM} apalyred (Fig 43, On the contrary. the
intra-PCC Infusion of CGS21630 induced an amnpesic
effect in all doses tested LaM {(p< .05, M (p< .03,
and 100aM {p<.01) (Fig. S).
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Fig. L. Schematic drawing of the wat brain section at coronal plage A
~0.55% cm from the Adlas of Puxinos sod Watson (19881 showing {stip-
pled) the extension of the zren resched by infusions Into posterior cin-
mdute cortex. The maxipem oxtension reached by any individug)
infosion was less than faoww’ in the animels with correct jnfusion

placements.
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Fig. 2. Infusion of DPCPX into postorior clagulate cortex does not
affect vetriesal of inbibitory avoidance long-term memory. Rats bilar
crally implasted with indwelling canmdae o POC were rained in 1A
and tostod for rotestion 28h bt Ten mioutes before that they
meeeved 0.5 pl bilatord] Wnfudons of vehiclk (2% DMSO in saline) or
DPCFX {1, 50 or W0aM) Duta reprosent median {interquartile
range} of the slep-down nfency tine (e, the tme spent on the train-
ing box platform before wtepping down to the grid) during training
twhite bars) and fesi {geay bars) sesdons sd were analyzed using
Kruskal-Wallis non-parameins test; 5 = 1314 per group.

To rule oul the possibility that the amnpesic effect of
intra-POC CGS21686 was due 1o 115 aotion on A, rather
than A,y receptors, we performed the co-administration
tira-PCC of CGS21680 and DPUPX at # higher dose
{100 nM3 We also co-infused CPA and DPUPX muwo
PCC in order to confirm the action of DPUPX on A,
receptors, DPCPX was unable to bhlock the amupesic
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Fig. 3 Infusion of CPA into posterior clagudate cotlex blocks retrieval
of inhibitory avoidmee long-term memary. Rats bilserally inplanted
with indwelling canpulke into POC were trained i 1A and tosted for
tetention 24 h later. Tew minutes before that they moeived 9.59d bilat-
eral infusions of wehick 2% MBSO o sdingd or CPA (1, 50 or
10 n ML Dt soprosent meediun oterquasntile rnge) of the siep-down
laterey Fime fic., the fhoe spant on the toaining box platform before
stepping doswn to the grid) during waining fwhite bars) and test {gray
bars) sessions and wore analyred wing Kouskal-Wallis nog-paramet-
i tist mee 10-14 por promp. Yp< B8 and Fp< 001 with rospect w0
velvicke (2% DMSO) in Maan-Whitney 17 test, two-tailed; ne= 1014
e g,
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Fig 4. Infution of ZM241385 into posterior cingalate cortex. dows not
affect retzivvat of inhibitory avoidence lopp-tormy mexnovy. Rats bilet-
erally anplaated with indwelling conoulas fote POC were tramed in §A
sadd tested for retention 24h keter. Ten minutes telore that they
received 8.5 bilatera! Infusions of wehicle (2% DMSO in saline} or
IMIAIRS {1, 30 or 0aM) Dats seprosent medion {nterguartie
rangs} of the step-down latency thme 6o, the time speat on the toon-
ing box platform before stepping down to the grid) during training
{white burs) and fost {gray burs) sessions amt were anslyred using
Konuskal-Wallis nos-parametei Wik, #s= H-14 per group.

effect of CGSZI680, demonstrating that the effect of
CG821680 was due to ils action on As, receplor rather
than A, receptor. In contrast, DPCPX blocked the
amnesic effect of CPA {p< 05 (Fie. ).

To further confirm the involvement of A, receptors
on memory A expression, we tested whether the Ay,
receptor antagonist ZM241385 was able to counteract
the retrioval deficit induced by the intra-PCC infusion of
CGS21680. As can be seen in Fig. 7 when the ZM241385
(100nM) was co-infused with CGS21680 (100nM)
min before 2 memory retention session it completely
reverse the amnesic effect of the A, agonist. Conversely,
ZM241385 (100 M) did not block the amnesic effect of
CPA (100 nM; Fig. .
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Fig. 5 Infosdon of COGS21680 dnto posterior singslate cortex blocks
retzievad of inhibitory avoidance Tong-term mesnory, Rats bilaterally
implanted with indwelling cannulae vto POC were traiped in 1A aad
tested for retention 24 bk kuter. Ten minutes before that they reovived
3,5 pd bilateralinfasons of velicle (2% DMSO i safme) or DGBZIA80
{1, 30 or 1900 Data reprosent median Gnterquantile range) of the
siep-dows lstency thoe (e, the Boe spent on the training box plat-
form before stepping down to the grid) during tradping fwhite bars)
and 1ot {gray bars) sessions and were anadyred wiing Krwskab-Wallis
non~parametric tost; 7 = 10-14 per group. *p < 85 and *p < 001 with
respest 1o vehicle (3% DMSO) In Mann-Whitoey 17 sest, two-tuiled;
#e 10-14 per group,
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Fig 6 Infusion of DPCPX o posterior cingulste contex blocks the
amnesic offery Induced by CPA. Rats bilsterally fmplinted with
indwelling cannulas into PO were toained in 14 and wsted for voren-
Hon 24h liter. Ten minutes before that they reoived 0.5 bilsters)
mfusions of whicke (2% DMSO in salingg, UGSISE0 (180nM).
LGRS0 (I00nM)+ DPCPX (100aM), CPA (1000M) or CPA
{100 M+ DPCPX (100aM). Data ropresent sedinn Onterguariie
range) of the step-down Ritency time {ie, the Gme spent on the train-
ing box platform before siepping down 1o the grid)y during wraining
{white burs) and st (gray bars) sessions and were anglyzed using
Kruskal-Wallis oon-parsmetric tost; s=10-13 por group. *p< 058
with respect to veluck (2% DMSO) in Mano-Whitney T o3, teg-
taed; o= 1014 per group.

To evalvate whether CPA and CGSZ1680 have any
comsequence on locomotor activity or anxiety state when
infused mto PCC, we analyzed the effect of these drugs
i the open feld and clevated plus maze behavioral
tasks, When infused into PCC 18min before the behav-
wral session neither CPA (1000M) nor CGS21680
({nM)  modified  the number of  crossings
[FE2 7= 1059, p== 369 2nd rearings [F(2.17) = 1.206,
p== 3241 in the open ficld or the number of entries ino

arms [F(2, 131 = 2019, p==.167] or the time spent inte the
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Fig 7. Infasion of ZM241385 into posierior cngalate cortex locks
the amoesic et induced by CGE2I850. Ruts bilsterally implanted
with indwelling cannulie into POC werns fosined in 1A and tesied for
retention 24 b later. Ten manutes before that they reosived 8.5 3 bilat-
eral infesons of vebick (2% DNBO in seloc), CGS2I680 (100 M),
COGS2680 (00 + ZN21680 {10000, CPA (100nM) or CPA
{100 nM -+ ZMIS1385 (100 nM). Data represent medinn Gnterquartile
saupey of the tep-Jown lalenoy time {iz., the tice spent on the toain-
ing box platform beftre stepping down 1o the prid) during training
fwhite bars) and test {goay bersy sossons and were spulyeed usiog
Boruskal-Wollls sonpurametrie kst #1034 por group, *p< 5
with yespert W0 vehicle (2% DMSO) i Maon-Whitney 17 tost, two-
toded; e 1014 per group.

open and closed anms M2 15)=1032, p=.380] In an
elevated plus maze.

4. Erscussion

Our data show that stimulation of adenosine A, and
Au, receptors by CUPA and COS2IA80, respectively,
impaired memory retrieval for inhibitory avoidance task
in posterior cingulate cortex (PCC), Furthermore, the
gmnesic effect of CGS21680 in PCC was due to its action
on A, receptors cather than A, receptors.

In memory consolidation of 1A task, CPA did not
promote changes when infused into POC (Pereira et al,
20023 However, in this study, CPA infusion promoted
impairment of the retrieval. There are many studies dem-
onstrating the role of adenosine A, receptor in cognitive
processes. UPA, administered intraperitoneally, dis-
rupted the acquisition in two distinet tusks, contexiual
fear conditioning (Corodimas & Tomita, 2001) and pas-
shve avoudance (Nommile & Barmco, 1991). The bighly
selective A, receptor agonist, CHA, increased the num-
ber of errors in 2 working memory task (Obno & Watan-
abe, 1996) and showed additive effects in restoring
morphine-induced amnesia of passive avoidance {Khav-
andgar ¢t al, 2001) In fact, the biochemical changes
under] vim consolidation are pot identical to those of
retrieval, although both processes might involve the
same symm {Barros. lzquierdo, Medina, & Izquierdo,
203y, If activation of A, receptors at the time of consol-
whation was ineffective, why this activation impaired
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retricval? Stodies from our laboratory demonstrated
that APS, » glutamate-NMDA (Nomethyl-p-aspartate)
receptor antagondst, infused into the parictal or anterior
cingulate cortex inhibit rotdeval (Barros ot al, 20003
Then, it is reasonable to sugzest that NMDA receptor
integrity is reguired to retrieval. The activation of A,
reoeptors promotes decrease of glutamate release (Dun-
widdie & Haas, 1985) reduces NMDA seceptor currents
by a postsynaptic action (de Mendongs, Sebastifo, &
Ribeiro, 1995} and would, conseguently, impair the
memory retrieval. The effect of adenosine analogs
administrapion such as, CPA, suggests that adenosine A,
receptors may modulate the memory retrieval when acti-
wated. However, it is important 1o observe that the infu-
sion of DPUPX into PCC did not alter memory retrieval,
demonstrating that, at least in basal condition, adeno-
sine A, receptors are not essential 1o retrieval in PCC,

Adenosine A,y receptors are bighly expressed i stria-
1ai mediuwrp-sized spiny neurons (Fink et al, 1992; Schifl-
mann, Liberl. Vassart, & Vapnderhaegben. 1991 and play
an important role in the control of motor behavior
{Barmco, 1993 Brockwell & Beninger. 1996). Studies
demonstrate that Lp. administration of adenosine A,y
teceptor antagonist, SCH58261, facilitate retention of
passive avoidance task when administered immediately
but not 180 min hatter (Kopl et al., 1999). CGS21680 5
140 times more active 2t Ay, than al Al receptors and
exhibits very low activity at cloned Ayp and A, receptons
{Hutchison et al, 1989) There are several reports that
CGR21680 exerts biological activity in brain struciures
outside the basal ganglia (Casha, Johansson, Constan-
{ino, Schastido, & Frodhobm, 1996). In cortex and hippo-
campus and possibly other structures, CGS21680 very
likely binds mainly to site different from the A,y recep-
tor (Johansson & Fredbolm, 1989). In order 1o exclude
the participation of Al receptor in amnesic effects pro-
moted by CGB216R0 we tested the co-administration of
CGS2I6806 and DPCPX. Our results demonsrated that
the effect of CGS21680 is due to its action in A,, more
than A, 1t bhas been shown that binding of
PHICGS21680 to rat cerebral cortex can be detected
with autoradiography and that this binding shows some-
what different pharmacological charscteristics than the
binding of the drug o the striatum {Jobansson, Geor-
giev, Parkinson, & Fredholm, 1993} Therefore, despite
the Jow expression of A, receptors in cortical aveas, it is
possible 1o suggest that the activation of these receptors
into PCC could be able to promote ampesic effect. Fur-
ther studies are necessary 1o investigate if the participa-
tion of A., receptors is required in 1A memory
consolidation.

Molecular pharmacological data showed that bio-
chemical changes underlying consolidation are similar to
those of retrieval. bat net all of the mechanisms involved
in LTM consohdation are also erucial for retrigval (Bar-
ros et zl. 2000, 2003; kayuicerdo et gl 1997} Considering
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that there are differences between consolidation and
retrieval in hippocampus, entorhingl, parietal, and ante-
rior cingulate cortices, it is acceptable that these distine-
tions exist into PCC Imaging of activity-dependent
genes revealed an involvement of parietal and retrosple-
nial cortices during consolidation of remote memory.
Long-term memory storage was accompanied by syna-
ptogenests and laminar reorganization within some of
these neocortical regions, concomitant with functional
disengagement of the hippocampus and posterior cngu-
late cortices (Maviel, Durkin, Menzagoi, & Bostempi,
2004

Although, some of thess points remain 10 be proven
experimentally, # 13 hoped that the pharmacological
findings presented in this study can provide a framework
for development of hypotheses and stralegies for fature
studies on the role of PCC and adenosinergic system in
modulating memory retrieval.
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CAPITULO II
Ativacao de receptores de adenosina no coértex cingulado
posterior de ratos sdao necessarios para habituacdo a um novo

ambiente.
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Abstract
One of the most elementary forms of learning is the habituation to a novel

environment. Several studies have demonstrated that habituation is dependent
of hippocampal activity, while there are few studies with respect to memory
consolidation to habituation to an open field in other brain structures. Here, we
investigate the role of posterior cingulate cortex (PCC) and adenosinergic
system in habituation, through intra-PCC infusion of the adenosine A receptor
agonist, NP-cyclopentyladenosine (CPA), and antagonist 1,3-dipropyl-8-
cyclopentylxanthine (DPCPX). The stimulation of adenosine A; receptors by
CPA into PCC did not influence the habituation to a novel environment as well
as blockade of A receptor by DPCPX at 100nM. DPCPX at 1 and 50nM was
able to impaired the performance of animals in open field, increased the number
of rearing when compared to vehicle group and these effects were not due to an
increase in locomotor activity. These results indicate that PCC and adenosine A,

receptors participate of memory consolidation to a novel environment in rat.

Key words: posterior cingulate cortex — habituation — adenosine receptors —

memory
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1. Introduction
One of the most elementary forms of learning is the habituation to a novel
environment, in which the decreased exploration as a function of repeated
exposure to the same environment is taken as an index of memory [11]. Several
studies have demonstrated that habituation is dependent of hippocampal activity
[3, 4, 20, 21]. Nevertheless, there are few studies about the pharmacological
and biochemical mechanisms of memory consolidation for habituation to an

open field in other brain structures.

The cingulate cortex is not an anatomically homogeneous region but rather
can be subdivided into anterior and posterior components [1, 2, 32], which can
be distinguished on the basis of their connectivity as well as their
cytoarchitecture. Connections of the posterior cingulate cortex (PCC, Brodmann
areas 23 and 29) include thalamic nuclei, hippocampal formation and posterior
association cortices [1, 2, 7, 27]. Therefore, PCC is strategically located to
mediate signals between these areas and may participate in hippocampal
functions. It has been proposed that as a result of the extensive reciprocal
connections between PCC and parahippocampal cortices, the PCC has an
important part in analyzing the significance of objects within a topographical
representation and in passing on this representation to the hippocampal system
for memory formation [6]. PCC might also have a role in implementing
emotional memory prioritization at an earlier processing stage [27]. Studies from
our laboratory has been shown that memory consolidation, in PCC, to an
inhibitory avoidance task is modulated by glutamatergic, GABAergic and

adenosinergic system [31, 19, 10].

Adenosine modulates synaptic plasticity through four different receptors: Ay,
Aza, A2s and As. Aq and Az receptors inhibit neuronal activity through G;and Gy
protein, while Axa and Ay act through stimulation of neuronal activity via Gs
protein [15]. It has been demonstrated that adenosinergic system participates in
different behavioral tasks, such as step-through and step-down inhibitory
avoidance tasks [30, 10], investigatory behavior [13], Morris water maze [17]
and three-panel runway task [16]. However, there are no studies with respect to
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adenosinergic system functions on habituation, although the adenosine piays an

important role in neuromodulation of synaptic transmission.

In the present work, we used the intra-PCC infusions of adenosine A,
receptors analogs to evaluate the role of this receptor in habituation to a novel

environment.

2. Materials and methods

Drugé: Na-cyclopentyladenosine (CPA), an agonist of adenosine A
receptors [18] and 1,3-dipropyl-8-cyclopentylxanthine (DPCPX) [25], an
antagonist of adenosine A; receptors were purchased from Sigma, St Louis,
MO, USA. All drugs were dissolved in saline containing 2 % DMSO.

Animals: Male Wistar rats (3 months of age, 250-280 g of weight) from our
own breeding stock were used. The animals were housed into plastic cages
under a 12 h light/dark cycle (lights on at 7:00 AM), with water and Purina lab
chow freely available and at a constant temperature of 23°C. To deliver the
pharmacological agents to be tested, rats were bilaterally implanted under deep
thionembutal anesthesia with 27-gauge guides aimed to the posterior cinguiate
cortex in accordance to coordinates (A -5.8 L £1.0, V 2.8) taken from the atlas of
Paxinos and Watson [8]. Animais were allowed to recover for 4 days before
submitting them to any other procedure. In all experiments the “Principles of
laboratory animal care” (NIH publication N° 80-23, revised 1996) were strictly
followed. Cannula placement was verified postmortem as described previously
(Bonini et al., 2003). Briefly, 2-4 h after the behavioral test, 0.5 ul of a 4%
methylene-blue solution were infused as described above and the extension of
the dye 30 min thereafter was taken as indicative of the presumable diffusion of
the vehicle or drug previously given to each animal. Only data from animals with

correct cannula implants were included in statistical analyse.

Habituation task: After recovery from surgery, animals were exposed to a

novel environment. This was a 50 x 50 x 39 cm open field with black plywood
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walls and a brown floor divided into 12 equal squares. Animals were gently
placed on the left rear quadrant. The number of line crossings and rearings [11]
were measured over 5 min periods (training session). Immediately after
exposure to the open field, animals received an infusion into PCC. Both the
adenosine A¢ receptor agonist and antagonist, CPA and DPCPX, respectively,
were infused at following concentrations: 1, 50 and 100nM. At the time of drug
delivery, a 30-gauge cannula was tightly fitted into the implanted guide and
linked by an acrylic tube to a microsyringe. Infusions (0.5 ul/side) were carried
out over 30 s, first on the right and then on the left posterior cingulate cortex; the
30-gauge cannula was left in place for 15 additional seconds to minimize
backflow. Twenty four ours latter, the animals were placed again in the same

apparatus and the number of crossing and rearing were measured (test

session).

Locomotor activity assessment. animals received an intra-PPC infusion of
DPCPX (1 and 50 nM) or vehicle (2%DMSO) and twenty four hours latter the
locomotor activity was recorded during the following 60 min. Animals were
allocated to individual black wooden boxes (50 cm X 30 cm X 30 cm, 50 cm
high) placed on the floor of a soundproof and diffusely illuminated room. Motor
activity of eight rats was recorded simultaneously by a videocomputerized
system, with image analysis at four frames per second. The software tracked the
animals by distinguishing their white color from the black background of the

floor, registering X and Y horizontal coordinates [22].

Statistical analysis: Statistical analysis was performed by one-way analysis
of variance (ANOVA) using the Duncan test for comparison among groups and
paired simple test for training-test performance within each group. Comparisons
between locomotor activities at different time points were analyzed using
General Linear Model (GLM) repeated measure (drug treatment versus time)
with time as the repeated measure. Duncan’s post-hoc was used to determine
the differences between specific groups. A value of P< 0,05 was considered

significant.
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3. Results

There was evidence for habituation in groups which received the intra-PCC
infusion of CPA in all concentrations tested (1, 50 and 100 nM) and DPCPX at
100 nM. In these groups, all training-test differences in crossings and rearings

were significant by sample-paired test (P<0.05) (Fig. 1 and 2).

Long-term memory habituation to a 5-min exposure to a novel environment was
blocked by the immediate post-training bilateral infusion into PCC of DPCPX (1
and 50 nM) (Fig.1). However, the same groups had the number of rearings
increased when compared to vehicle group (Fig.2). Since these effects could be
due to an increased locomotion, we examined the effect of these doses of
DPCPX on locomotor activity. There was no difference in locomotion of animals
that received intra-PCC infusion of DPCPX at 1 and 50nM, when compared to
vehicle group (Fig.3). Therefore, the effect of DPCPX on habituation to an open

field was due mnemonic components rather than an increase in locomotor

activity.

4. Discussion

The present data show that stimulation of adenosine A, receptors by CPA
into PCC does not influence the habituation to a novel environment; however,
blockade of adenosine A¢ receptor by DPCPX at 100nM. DPCPX, at 1 and
50nM, was able to impair the performance of animals in open field, increased
the number of rearings when compared to vehicle group and these effects were

not due to an increase in locomotor activity.

According to various behavioral, electrophysiological and clinical studies, the
cingulate cortex is widely thought to be involved in regulation of emotional life,
reactivity to painful stimuli, memory processing and attention to sensory stimuli
[26, 28, 23, 14, 6]. The detection of novelty depends on the activation of a
distributed network involving the hippocampus [29] and is a memory-dependent

process, because the novel stimulus must be compared with stored information
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to judge its novelty. The habituation to novelty (the novel environment, in the
present experiment) involves, of course, a memory process [20, 21]. It has been
suggested that the PCC plays a specific role in spatial leaming essentially
because this region of neocortex has a role in analyzing the significance of the
objects and in passing on this representation to the hippocampal system [5, 6].
Then, pharmacological interferences in the PCC could result in altered

responses in the habituation to a novel environment.

Previous studies from our laboratory have shown that the intra-PCC infusion
of DPCPX was able to enhance the long-term memory retention in inhibitory
avoidance task [10]. Such results indicate that adenosine A; receptors modulate
the memory consolidation to an associative learning task. However, the present
findings indicate that memory consolidation for habituation requires the
functionality of adenosine A4 receptors in the PCC, since that blockade of these

receptors impairs that process.

Therefore, the present data suggest that the participation of adenosinergic
system in the early period of consolidation of habituation must be different from
that of the avoidance task. Memory formation for habituation differs not only
from one-trial avoidance, but also from contextual fear, spatial learning and
other associative learning tasks in different species [24, 9, 20]. This idea is
comroborated by Vianna et al. (2001) [21] who demonstrated that glutamate
NMDA receptors and protein kinase A present opposite effects in associative
and nonassociative learning tasks. More detailed studies about the biochemistry

of habituation are desirable.

In conclusion, this study reported the first evidence for the involvement of
PCC in the memory processing for habituation to a novel environment in rat.
Furthermore, the adenosine A, receptors seem to be essential for memory
consolidation this nonassociative leaming task, presenting an opposite role in
associative learning task. These results reinforce the idea that different neural
mechanisms are involved in memory formation of associative and

nonassociative memories not only in hippocampus, but also in PCC.
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Figure 1 Effect of immediate post-training intra-PCC infusions of CPA and
DPCPX on retention of spatial habituation in rats. Data are expressed as mean
+ SEM of crossings of training (white bars) and test (black bars) session
performance in an open field with 24-h interval between sessions. n = 10-16
animals per group. * indicates that training-test differences were statistical

significance (P < 0.01).
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Figure 2 Effect of immediate post-training intra-PCC infusions of CPA and
DPCPX on retention spatial habituation in rats. Data are expressed as mean
SEM of rearing of training (white bars) and test (black bars) session
performance in an open field with 24-h interval between sessions. n = 10-16
animals per group. * indicates that training-test differences were statistical
significance (P < 0.01). # indicates statistical differences from vehicle group.
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CAPITULO 111

Interacdo entre cafeina e haloperidol em diferentes paradigmas
comportamentais

Este manuscrito sera submetido a revista Pharmacology, Biochemistry

and Behavioral.
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Abstract

The present study was aimed at characterizing some relevant aspects of the behavioral
effects of caffeine and haloperidol, as well as the interaction of adenosine/dopamine on
different behavioral paradigms. Our results demonstrate that caffeine was able to blockade
the haloperidol effect on locomotion and inhibitory avoidance task. In the other hand,
haloperidol abolished the caffeine effect to increase the anxiety behavior in the plus maze.
In a Morris water maze, a task that measured spatial memory, we did not observe the
caffeine/haloperidol interactions. Altogether, these considerations have led to the
hypothesis that an association between caffeine/haloperidol could represent a new
therapeutic approach for the treatment of schizophrenia with respect to cognitive deficits

and locomotor activity.

Keywords: caffeine, haloperidol, behavioral, memory.
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1. Introduction

Caffeine is widely consumed by humans in variety of foods, beverages and over-the
counter medicines (Nehlig et al., 1992 Fredholm et al., 1999). The psycho stimulant
properties of caffeine are due to its ability to interact with neurotransmission in different
regions of the brain, thereby promoting behavioral functions, such as vigilance, attention,
mood and arousal (reviewed by Fisone et al., 2004). It is well established that under normal
physiologicél conditions, the effects exerted in the brain, by caffeine, depends on its ability
to act as an antagonist of adenosine receptors (Fredholm et al, 1999). Adenosine, a
neuromodulator in central nervous system (CNS), can act on four types of G protein-
coupled receptors: A, Aza, Azg and Ajz. A and Aj receptors inhibit, while Azx and Ajg
stimulate adenylate cyclase/cAMP/PKA pathway (Reviewed by Ribeiro et al., 2003). Under
physiological conditions, caffeine acts on A; and Aja receptors rather than Ap and Aj
because the affinity of these receptors for adenosine is low in the brain (Dunwiddie and
Masino, 2001, Jacobson, 1998; Feoktisov and Biaggioni, 1997).

Caffeine has well-documented effects on dopaminergic transmission and this
actions is exerted mainly via adenosine Az receptors. Activation of A4 receptors has been
shown to decrease the affinity of dopamine for D, receptors (Ferré et al., 1991). In fact, it
exists an anatomical basis for the functional interactions between adenosine A;/dopamine
D1 and Aja/ D, receptors in the same neurons. Selective A; agonists affect negatively the
high affinity binding of D; receptors. Activation of A receptors leads to a decrease in D,
receptors affinity for dopaminergic agonists. Adenosine/dopamine interactions at the
behavioral level probably reflect those found at the level of dopamine receptor binding and

signal transduction (Franco et al., 2000; Fredholm and Svenningsson, 2003).
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Many neuroleptic drugs used in the treatment of schizophrenia and other psychotic
disorders act as antagonists at dopamine D,-receptors. Cognitive dysfunction is recognized
as a primary and pervasive deficit of schizophrenia (Friedman et al., 1999; Sharma, 1999)
spanning a wide range of cognitive functions such as, verbal fluency, learning and memory,
and attention (Kenny and Meltzer, 1991). In the majority of clinical studies addressing
cognitive function of schizophrenic patients, conventional neuroleptic drugs failed to
improve various cognitive domains (Hagger et al., 1993, Sharma 1999). It has been
hypothesized that schizophrenic would have high caffeine intakes given that activation of
Asa receptor makes dopamine less efficient as a neurotransmitter and, by blocking this
receptor, caffeine enhances the ability of dopamine to function as a neurotransmitter (Ferré
et al., 1991; Hughes et al., 1998).

The aim of the present study was to characterize some relevant aspects of the
behavioral effects of caffeine and haloperidol, as well as the interaction between adenosine

and dopamine on different behavioral paradigms.

2. Materials and methods

Animals: Male Wistar rats (3 months of age, 250-280 g of weight) from our own
breeding stock were used. The animals were housed into plastic cages under a 12 h
light/dark cycle (lights on at 7:00 AM), with water and Purina lab chow freely available and

at a constant temperature of 23°C. In all experiments the “Principles of laboratory animal

care” (NIH publication N° 85-23, revised 1996) were strictly followed.

UFRGS
Inst de Cidno'as Disicas daSalde
Biblioteca



56

Drugs: Caffeine was purchased from Research Biochemical International (RBI),
Natick, MA, USA. Haloperidol was obtained from Sigma, St. Louis, MO, USA. All drugs
were dissolved in 4 % DMSO in saline.

Inhibitory avoidance task: rats were trained in a one trial, step-down, inhibitory
avoidance task (IA), a hippocampal-dependent, fear motivated leaming paradigm much
used for the biochemical analysis of memory formation (Bevilaqua et al., 1999; Cammarota
et al., 2003). In order to do that, animals were gently put on a 2.5 cm high, 7.0 cm wide
wood platform placed inside and at the leftmost extreme of a 50 x 25 x 25 cm acrylic
training box whose floor was made of a grid of parallel bronze bars spaced 1 cm apart. At
the very moment the animal stepped down from the platform and put its four paws on the
grid, it received a 0.5mA, 2 sec scrambled foot-shock. After that, it was immediately
removed from the training box. To evaluate memory retention, latency to step down onto
the grid during the training session was compared to that obtained in a retention test session
performed 24 h later. In the retention test session the procedure was identical to that used
during training except that the electric foot-shock was omitted. Thirty minutes before the
retention test session, animals received i.p injections of vehicle, caffeine (1 mg/Kg) and/or
haloperidol (0.01 mg/Kg)

Open Field: To analyze exploratory and locomotor activities, animals were placed
on the left rear quadrant of a 50 x 50 x 39 cm open field with black plywood walls and a
brown floor divided into 12 equal squares. The number of line crossings and the number of
rearing were measured over 5 min and taken as an indicative of locomotor and exploratory
activities. Thirty minutes before exposure to the open field, animals received i.p injections

of vehicle, caffeine (1 or 3 mg/Kg) and/or haloperidol (0.01; 0.1 or 0.2 mg/Kg)



57

Plus Maze: To evaluate their anxiety state, rats were exposed to an elevated plus maze
exactly as detailed in (Pellow et al., 1985). The total number of entries into the four arms as
well as the number of entries and the time spent into the open arms was recorded over a 5
min session. It has been repeatedly reported that confinement to the closed arms of an
elevated plus maze is associated with the observation of significantly more anxiety-related
behaviors than confinement to the open arms; moreover, anxiogenic drugs significantly
reduce the percentage of entries into, and time spent on, the open arms (Pellow et al. 1985).
Thirty minutes before exposure to the elevated plus maze, animals received i.p injections of
vehicle, caffeine (1 mg/Kg) and/or haloperidol (0.01 mg/Kg)

Morris Water Maze: A modification of the spatial version of the water maze task
described by Morris et al., 1982, was used. The water maze consisted of a black round tank
2 m in diameter and 0.8 m deep, filled with water. The water temperature was maintained at
22°C. A plataform (12 cm) submersed 2 cm under the water surface was placed on the
Norwest quadrant and maintained in the same position throughout the training sessions.
Several visual cues were placed on the walls of the water maze room. During the
experiments, the tank was videotaped and the scores for latency to escape to the platform
from the starting point to the platform were counted. Each training sessions, one per day
during five consecutives days, consisted of eight trials during which the animals were
release in the tank facing the wall and allowed to-swim freely to the escape platform. If the
animal did not find the platform in 60 s it was gently guided to it. The animal was allowed
to remain on the platform for 30 s before being removed from the tank, allowed to rest for
30 sec in it home cage and placed at the next starting point in the tank. The starting point
was varied in a pseudo-randomized manner. Memory retention was evaluated in a 60 sec

probe test session carried out 24 hs after the last training session. The probe test was
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identical to the training sessions except that the platform was absent. The percentage of
time spent on the goal quadrant was taken as a measure of memory retention. Thirty
minutes before the probe test animals received i.p injections of vehicle, caffeine (1 mg/Kg)
and/or haloperidol (0.01 mg/Kg)

Statistical analysis: To analyze the results of inhibitory avoidance task, we used
parametric statistics when comparing groups in the training session, where latencies may be
presumed to have a normal distribution. In this case, there was no difference among groups
in the training session. In test sessions, distribution was not normal by definition: there was
a 180-s latency ceiling. Thus, retention test data are reported as medians (interquartile
range) of retention scores of all test sessions, and non-parametric statistics were applied (a
Kruskal-Wallis ANOVA followed by individual Mann-Whitney U test, two-tailed).

Parametric statistics (ANOVA) followed by post-hoc Tukey multiple range test

were applied to plus maze, water maze measures and open field crossing or rearing values.

3. Results

To analyze the effect of caffeine and haloperidol on spontaneous locomotor activity,
rats received i.p injections of these drugs 30 min before a 5 min open field behavioral
session. Haloperidol (at 0.1 and 0.2 but not at 0.01 mg/Kg) significantly decreased the
number of crossings and rearings during the open field session, but caffeine (1 and 3
mg/kg) have no effect on locomotion. Interestingly, when co-injected, caffeine (1 mg/kg)
abolished the hypolocomotive action of haloperidol (0.2 mg/kg)

To study whether caffeine and haloperidol have any effect on anxiety levels at doses
that do not affect locomotion, rats received i.p injections of these drugs 30 min before a 5

min plus maze session. Caffeine (1 mg/kg), but not haloperidol (0.01 mg/kg) increases the
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number of entries and time spent into the open arms. When co-injected, haloperidol (0.01
mg/kg) blocked the anxiolytic effect of caffeine (1 mg/kg).

To evaluate the action of caffeine and haloperidol on memory expression, rats were
trained in the water maze and inhibitory avoidance learning paradigms and evaluated for
retention 24 h after training. When injected 30 min before inhibitory avoidance test session
or a water maze probe test, haloperidol (0.01 mg/Kg) decreased both step-down latency and
the percentage of time spent in the target quadrant, thus indicating that this drug blocks
retrieval of inhibitory avoidance and water maze memory, respectively. By itself, caffeine
had no effect at all on memory expression, but when co-injected with haloperidol, it
completely reversed the amnesic effect that this compound had on inhibitory avoidance but

not in water maze memory retrieval

4. Discussion

Here we present experimental evidence showing that caffeine is able to block the
effect that haloperidol has on locomotion and inhibitory avoidance memory retrieval. We
also showed that, at a low dose, caffeine is anxiolytic and that this effect can be blocked or
reversed by haloperidol.

Previous studies have shown that adenosine A; and Ajs receptors interact with
dopamine D; and D, receptors, and that this interaction modulates locomotor activity (Ferré
et al., 1997; Franco et al., 2000; Fuxe et al., 1998). The selective A; receptor agonist N°-
cyclopentyladenosine (CPA) blocks the increase in motor activity elicited by Dy, but not D,
receptor agonist, while the selective Aya receptor agonist CGS21680 prevented the increase
in motor activity induced by D,, but not D; receptor agonists (Ferre et al., 1994a; Ferre et

al., 1994b). Moreover, the A4 antagonist KF17837 reverses the locomotor suppression and
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tremulous jaw movements induced by systemic administration of haloperidol (Correa et al.,
2004). Caffeine has well-documented effects on dopaminergic transmission and these
actions are exerted mainly via adenosine Aja receptors. Moo-Puc and coworkers (2003)
reported that caffeine and muscarinic antagonists act in synergy to inhibit haloperidol-
induced catalepsy. In our study, we showed that caffeine reversed the decrease in
locomotor activity induced by haloperidol. These results suggest that, at low doses, caffeine
acting on adenosine A,s can reverse the decrease in dopamine transmission induced by
haloperidol.

An increasing number of studies have pointed to a direct involvement of adenosine
in anxiety (for review, see Millan, 2003). Mice lacking adenosine A; receptors display
enhanced anxiety (Johansson et al., 2001; Gimerez-Llort et al., 2002; Lang et al., 2003).
Although no consistent evidence for anxiolytic effects of adenosine Azx receptors
stimulation has, to date, been obtained (Jain et al., 1995), some authors have demonstrated
that adenosine Aa receptors can exert a facilitatory influence upon y-aminobutyric acid
(GABA) release in the septum and in the hippocampus, actions which may be related to the
observation that adenosine A4 receptor-knockout mice score higher than wild-type animals
in anxiety tests (Ledent et al., 1997). Caffeine is considered an anxiogenic drug
(Bhattacharya et al., 1997; Jones et al., 2002), however, in our study, caffeine presents an
anxiolytic effect. This result is conflicting, but the doses using to established the anxiogenic
effect is higher (50- 100 mg/Kg) than the dose used in this work (1mg/Kg). In other study,
caffeine did not demonstrate the classic anxiogenic effect in the elevated plus maze when
administered at 12.5 mg/Kg (Yacoubi et al., 2000). Furthermore, the administration of high,
but not low doses of caffeine, leads to an increase in measures of anxiety in humans

(Greden, 1974). In fact, the anxiolytic effect of caffeine showed here may be via dopamine
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D, receptors, since that the anxiolytic effect of caffeine was abolished when co-
administered with haloperidol.

It has been shown that haloperidol induces deficit in spatial leaming and memory
(Ploeger et al., 1992; Skarsfeldt, 1996). Here haloperidol at dose of 0.01 mg/Kg impaired
the retrieval of spatial memory in the Morris water maze and probably this effect was not
due to an increase in locomotor activity, since that this dose was ineffective in alter the
number of crossing in the open field. Furthermore, the amnesic effect of haloperidol was
not reverted by the co-administration with caffeine, demonstrating that this effect was not
related to adenosine receptors, at least in the dose of caffeine at 1 mg/Kg.

The inhibitory avoidance task is a hippocampal-dependent task and it is acquired in
a single and brief training session. This task is ideal for investigating events associated with
memory retrieval, without interference from previous expression of the learned behavior,
which occurs in multi-trials task (Izquierdo and Medina, 1997). Here, we showed that
haloperidol blocks inhibitory avoidance memory expression and that this effect was not
related to any deficit in locomotor activity or to a modification in the animal’s anxiety state.
Importantly, we also found that the amnesic effect of haloperidol was reverted by caffeine
co-administration. The mechanism through which caffeine blocks the amnesic effect of
haloperidol can be only speculated. We demonstrated in previous study that specific
adenosine receptors agonists, CPA and CGS21680, infused intra-posterior cingulate cortex
were able to impaired memory retrieval to inhibitory avoidance task. Furthermore, in the
same study, both A; and A4 receptors antagonists have no effect on retrieval (Pereira et al.,
in press). This means that the over stimulation and blockade of adenosine receptors, in a
specific brain area, impaired and have no effect, respectively, in the 1A memory retrieval.

Here, similarly with the previous studies, but with other administration way, caffeine has no
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effect on IA memory retrieval. It is known that blockade of D> receptors induces the
concomitant up-regulation of Aja-mediated signaling (reviewed by Fredholm et al., 1999).
Then, the amnesic effect of haloperidol could be via adenosine actions on Ay, receptors,
since that was previously demonstrated that stimulation of Aja receptor promotes amnesia
and here, caffeine blockades the haloperidol-induced deficits.

Another possible explanation to caffeine action on haloperidol-amnesic effect is
reinforced by the fact that functional effects of acute antipsychotic treatment require
cAMP-induced PKA activation and phosphorylation of nuclear proteins (Turalba et al.,
2004). Mice with a disruption in the gene of a regulatory subunit of PKA failed to
demonstrate haloperidol-induced behavioral responses and activation of nigrostriatal
neurons (Adams et al., 1997). Caffeine antagonizing the adenosine receptors, probably
blockade the adenylate cyclase/cAMP/PKA pathway, preventing the amnesic effect of
haloperidol.

Altogether, these considerations have led to the hypothesis that an association
between caffeine/haloperidol could be a new target in the study of alternatives treatments

for schizophrenia, at least with respect to cognitive and locomotor deficits.
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Legends

Figure 1: The animals were injected intraperitonially with vehicle (4% DMSO), caffeine (1
and 3 mg/Kg), haloperidol (0.01, 0.1 and 0.2 mg/Kg) or caffeine (1mg/Kg) plus haloperidol
(0.2mg/Kg) thirty minutes before the exposure to an open field during 5-min. Data were
expressed in mean + SEM, N = 8-10 per group; *indicate statistical difference from vehicle

group. (P<0.05) # indicates statistical difference from group that received haloperidol at 0.2

mg/Kg (P<0.001).

Figure 2: The animals were injected intraperitonially with vehicle (4% DMSO), caffeine (1

mg/Kg), haloperidol (0.01 mg/Kg) or caffeine (Img/Kg) plus haloperidol (0.01mg/Kg)
thirty minutes before the exposure to an elevated plus maze during 5-min. Data were

expressed in mean + SEM, N = 8-10 per group. *indicate statistical difference from vehicle

group (P<0.05).

Figure 3: Medians (interquatile range) of retention scores of training (white bars) and test
(gray bars) sessions in groups intraperitonially inject with vehicle (4% DMSO), caffeine (1
mg/Kg), haloperidol (0.01 mg/Kg) or caffeine (1mg/Kg) plus haloperidol (0.01mg/Kg)
thirty minutes before test session in inhibitory avoidance task. N = 10-15 per group
*indicate statistical difference from vehicle group (P<0.001). # indicates statistical

difference from group that received haloperidol at 0.01 mg/Kg (P<0.01).

Figure 4: All animals learning at the end of five days of training in Morris water maze (A).

Effect of the administration of vehicle (4% DMSO), caffeine (1 mg/Kg), haloperidol (0.01
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mg/Kg) or caffeine (1mg/Kg) plus haloperidol (0.01mg/Kg) thirty minutes before test
session on the retrieval of the Morris water maze task (B). The results are reported as mean

+ SEM latency, N = 8-10 per group. *indicate statistical difference from vehicle group

(P<0.05). # indicates statistical difference from group that received caffeine at 1 mg/Kg

(P<0.05).
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3. DISCUSSAO

Os resultados apresentados nesta tese demonstram que o sistema
adenosinérgico do cértex cingulado posterior modula a consolidagao da
memoéria para a tarefa nao-associativa de habituagdo, bem como a
evocagdo da memoria para a tarefa associativa, esquiva inibitéria.

Quando administrada intraperitonealmente, a cafeina, agindo nos
receptores de adenosina, foi capaz de reverter o efeito amnésico
induzido pelo antagonista de receptores dopaminérgicos D», haloperidol,
na evocacdo da memoria para a tarefa de esquiva inibitoéria. Quanto a
atividade locomotora, medida no campo aberto, a cafeina reverteu o
efeito sedativo do haloperidol, sendo gue esta reversdo ndo ocorreu
quando a tarefa utilizada foi o labirinto aquatico de Morris que mede
memoria espacial. Além disso, a cafeina, na dose de 1 mg/Kg, interferiu
nos niveis de ansiedade medida no labirinto em cruz elevado, sendo que
este efeito ansiolitico foi revertido pela co-administracdo do haloperidol.

Em estudos prévios, ao administrarmos o© antagonista de
receptores de adenosina A;, DPCPX, no cortex cingulado posterior (CCP)
de ratos, imediatamente apos a sessdo de treino na esquiva inibitdria, o
tempo de laténcia dos animais aumentou, demonstrando assim um
efeito pro-mnésico deste antagonista. J& quando administramos o
agonista de receptores A;, nas mesmas condicbes anteriores, ndo houve
alteragdo na consolidagdo da memoria (Pereira et al., 2002). Esta foi a
primeira evidéncia que nos levou a acreditar que o sistema
adenosinérgico interfere na funcionalidade do CCP, mais especificamente
modulando a consolidagdo da memoria para a tarefa de esquiva
inibitoria.

Postula-se que a evocagdao da memdria pode ser em parte similar
aos processos de aquisicdo e consolidacdo. No entanto, ndo existem

estudos que demonstrem a participagdo do sistema adenosinérgico do



76

CCP na evocacdo da memoria. J& que a consolidagdo da meméria em
CCP mostrou-se sensivel a intervengGes farmacoldgicas no sistema
adenosinérgico, no artigo 1 desta tese estudamos o efeito de agonistas
e antagonistas de ambos receptores A; e Ay, infundidos no CCP, na
evocacdo da meméria de longa duragdo na tarefa de esquiva inibitoria.
Nossos resultados demonstraram que a ativacao dos receptores A; e
A.a, antes da evocagdo, tem efeito amnésico.

A evocagdo tem sido considerada, tradicionalmente, dependente
do hipocampo (Eldridge et al., 2000; Corcoran & Maren, 2001, Anderson
et al.,, 2004). No entanto, recentemente foi demonstrado que para a

necessario a intervencgdo simultdnea do hipocampo, dos cortices
entorrinal, parietal, cingulado anterior e posterior, além da amigdala
basolateral (van Hoesen, 1985; Hyman et al., 1990; Barros et al,
2003). No hipocampo e em todas as areas neocorticais examinadas, o
funcionamento normal dos sistemas de sinalizacdo da PKA e da ERK,
além da ativacdo de receptores glutamateérgicos metabotropicos sdo
necessarios para a evocacgao (Barros et al., 2000, 2003). Os receptores
metabotropicos sdo necessarios juntamente com os receptores AMPA,
no hipocampo e cértex entorrinal, sendo que nos cortices parietal e
cingulado anterior sdc necessarios os receptores NMDA (Barros et al.,
2000).

Existem varios estudos demonstrando o papel dos receptores Ay
em processos cognitivos. A administracdo sistémica do agonista seletivo
de A;, CPA, prejudica a aquisicdo do condicionamento ao medo
contextual (Corodimas & Tomita, 2001) e esquiva passiva (Normile &
Barraco, 1991). Corroborando com estes resultados, outro agonista
seletivo de receptores A;, CHA, aumentou o nimero de erros em tarefa
de memodria de trabalho (Ohno & Watanabe, 1996) e mostrou efeitos
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aditivos em restaurar amnésia induzida por morfina na tarefa de esquiva
passiva {(Khavandgar et al., 2001).

Se a ativacdo dos receptores A; no CCP ndo interferiu na
consolidagdo da memoria, por que esta ativagdo prejudicou a evocagao
da meméoria? Estudos provenientes do nosso laboratério demonstraram
que AP5, um antagonista de receptors NMDA, infundido nos cortices
parietal e cingulado anterior prejudicam a evocagdo da meméoria (Barros
et al., 2000). Entdo, € razoavel sugerir que a integridade dos receptores
NMDA é necessdria na evocagdo. A ativacdo de receptores A; promove
diminuicdo na liberacdo de glutamato (Dunwiddie & Haas, 1985),
reduzindo a ativacdo dos receptores NMDA (de Mendonga et al., 1995) e
conseqlientemente prejudicando a evocagdo da memoria. Logo, a
possivel interferéncia que a ativagdo dos receptores A; de adenosina
exerceria sobre os receptores NMDA, poderia explicar, pelo menos em
parte, o efeito amnésico do CPA.

Ainda no artigo 1, demonstramos que a ativagaoc dos receptores
A>x no CCP também prejudicou a evocacdo da memobria. Os receptores
A e Aya estdo acoplados a proteinas G/Gp e Gs, respectivamente, cujos
efeitos sobre a via de sinalizacdo da PKA sdo opostos (revisado por
Ribeiro et al., 2003). Logo, a ativagdo destes dois receptores,
teoricamente n3o poderia apresentar o mesmo efeito amnésico. Halldner
e colaboradores (2004) mostraram evidéncias de que CGS 21680,
agonista de receptores Aja, liga em receptores A; no hipocampo de
camundongos nocautes para receptorés Aza. Além disso, ndo houve
alteracbes adaptativas na expressdo dos receptores As nos
camundongos nocautes para receptores A;, indicando assim um novo
local de ligagao no hipocampo para o CGS 21680 diferente dos
receptores Ajza.

Os resultados mostrados no artigo 1 excluem que o efeito

amnésico do CGS 21680 seja devido sua ligacdo nos receptores A;.
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Além disso, confirmamos que o efeito amnésico de ambos agonistas,
CGS 21680 e CPA, deve-se a ligagao nos seus respectivos receptores Aja
e A, ja que os antagonistas destes receptores bloquearam o efeito
amnésico.

Ainda de acordo com Halldner e colaboradores (2004), a
expressdo de receptores Az, ndo € dependente da presenga ou auséncia
de receptores A;. A fungdo dos receptores A,, nao parece ser
marcadamente afetada por alteragbes nos receptores A,;, desde gque as
acdes comportamentais da cafeina, no estriado, que sd@o inteiramente
dependentes do bloqueio dos receptores A;. (Ledent et al., 1997; El
Yacoubi et al., 2000) s3o levemente afetados em animais que perderam
os receptores A: (Halldner et al.,2004b). Por outro lado, as acgées
mediadas pelos receptores As em areas com baixa expressdo destes
receptores, como € o caso do cortex cingulado posterior, parecem ser
dependentes dos receptores A; (O’ Kane & Stone, 1998; Lopes et al,,
1999; Cunha & Ribeiro, 2000). Alem disso, a ativacdo dos receptores
Az, pelo CGS 21680, em terminais nervosos hipocampais e corticais
diminuiu a afinidade do CPA pelos receptores A;. Esta desensibilizagdo
dos receptores A; induzida pela ativacdo de receptores A;a foi mediada
pela PKC, mas nao pela PKA (Lopes et al. 1999). Logo, é possivel que o
efeito amnésico induzido pelo CGS 21680 envolva a via de sinalizagdo
da PKC, mais que a via da PKA. Logo, o efeito amnésico dos dois
agonistas adenosinérgicos poderiam estar recrutando vias de sinalizagdo
diferentes.

Cabe salientar que os efeitos das drogas utilizadas nos
experimentos do artigo 1, sobre a evocacdo da memoria nao sdo
devidos a alteragbes na atividade locomotora e niveis de ansiedade, ja
que foram realizados testes no campo aberto e labirinto em cruz elevado

que descartam esta possibilidade.
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Jé que o sistema adenosinérgico do CCP participa da consolidagao
e da evocacdo da meméria para a tarefa de esquiva inibitdria, haveria
algum tipo de intervengao desse sistema em outra tarefa de
aprendizado? De fato, tem sido demonstrado que o sistema
adenosinérgico participa da formacdo da memoria em diferentes tarefas
al., 2002), comportamento investigatorio (Meyer and Caston, 2004) e
labirinto aquatico de Morris (Angelucci et al., 2002). No entanto, ndo ha
nenhum estudo com respeito as fungles do sistema adenosinérgico na
habituacdo a um novo ambiente, apesar da adenosina desempenhar um
importante papel na neuromodulacdo da transmissdo sinaptica (para
revisdo, Dunwiddie & Masino, 2001). Além disso, ndo ha estudos
mostrando a participacdo do CCP na habituagdo a um novo ambiente,
apesar de ter sido demonstrado o importante papel do CCP na analise
da significancia de objetos e na passagem desta representagdo para o
hipocampo formar memdrias referentes a esses novos objetos (Pandya
and Yeterian, 1984).

Assim, os resultados do artigo 2 mostraram que o antagonista de
receptores A;, DPCPX, prejudicou a habituacdo ao novo ambiente, sendo
melhorou a consolidagdo da memoria.

De fato, vérios estudos mostram que a formacdo da memoria para
habituagado difere ndo somente da esquiva inibitéria, mas também de
tarefas de medo contextual, aprendizagem espacial e outras tarefas
associativas em diferentes espécies (Carew, 1996; Kopf & Baratti, 1996;
Bourtchouladze et al. 1994; Schafe et al.,, 1999; Viana et al., 2000).
Isto sugere que memodrias associativas e n&o-associativas recrutam
mecanismos diferentes para sua formagdo. Viana et al. (2001)
demonstraram que receptores glutamatérgico do tipo NMDA e proteina

quinase A apresentam efeitos opostos em tarefas de aprendizado
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associativo e ndo-associativo, quando a estrutura alvo de intervencoes
farmacologicas foi o hipocampo.

Além de diferencas quanto a participacdo de sistemas bioguimicos
hipocampais em tarefas associativas e ndo-associativas, as vias
bioquimicas corticais envolvidas na evocagdo da memoria ndo sao
idénticas as envolvidas na consolidacdo da meméria (Barros et al.,
2000; Barros et al., 2001).

Uma vez que demonstramos os efeitos dos receptores de
adenosina na evocacdo da tarefa de esquiva inibitoria, através de
agonistas e antagonistas especificos, administrados intra-CCP, o
proximo passo foi investigar de que forma a cafeina, antagonista
adenosinérgico inespecifico, agiria na evocacdo da mesma tarefa e da
tarefa do labirinto aguatico de Morris, agora em nivel sistémico.

Varios motivos nos incentivaram a optar pela cafeina. O consumo
de cafeina ocupa importante lugar na cultura da maioria das nagoes
mundiais, estando presente na dieta sob diferentes formas (Barone &
Roberts, 1996). A atuagdo da cafeina nos receptores A;a tem emergido
como alvo potencial para © desenvolvimento de novos
antiparkinsonianos (Richardson et al., 1997; Correa et al., 2004) além
de exercer efeitos sobre alguns dos sintomas da esquizofrenia em
modelos animais (Dall'Igna et al.,, 2003). Estes efeitos devem-se
principalmente ao fato da cafeina, ao agir nos receptores A;a modular a
funcao motora do sistema dopaminérgico (Richardson et al., 1997). De
fato, estudos bioquimicos e comportamentais tém demonstrado que os
receptores A; e Aza interagem com os receptores dopaminérgicos D; e
D», respectivamente (Ferre et al., 1997; Franco et al., 2000; Fuxe et al.,
1998). Escolhemos o haloperidol, antipsicético tipico que age como
antagonista dos receptores D, para estudar os efeitos da interagao
entre receptores adenosinérgicos e dopaminérgicos devido aos efeitos
sedativos e prejuizos cognitivos causados por este neuroléptico (Ploeger
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et al., 1992; Nowakowska et al., 1999; Rosengarten et al., 2002;
Gemperle et al., 2003).

Primeiramente, avaliamos os efeitos de diferentes doses de
cafeina e haloperidol sobre a locomocdo. As duas doses de cafeina
utilizadas (1 e 3 mg/Kg) ndo afetaram a locomogdo. J& das trés doses
testadas de haloperidol (0.01; 0.1 e 0.2 mg/Kg), somente a mais alta
foi efetivamente sedativa. A co-administracdo de cafeina reverteu o
efeito sedativo do haloperidol, demonstrando que a o antagonismo de
receptores adenosinérgicos, possivelmente dos receptores Az, impede
que um dos efeitos colaterais do haloperidol se expresse.
avaliar o efeito do haloperidol, numa dose inefetiva na atividade
locomotora e exploratoria, sobre a evocagdo da memoria.
Demonstramos que o haloperidol na dose de 0.01 mg/Kg foi amnésico,
sendo este efeito revertido pela cafeina. No capitulo 2, mostramos que
agonistas adenosinérgicos, CPA e CGS 21680, quando administrados
intra-CCP, prejudicam a evocagdo da memodria. A cafeina, assim como
os antagonistas especificos DPCPX e ZM 21680, ndo teve efeito per se.
Logo, o efeito amnésico do haloperidol poderia estar ocorrendo via
receptores Aa. Qutra possivel explicacdo baseia-se no fato dos efeitos
agudos do haloperidol serem dependentes de ativacdo da PKA (Adams
et al., 1997; Turalba et al., 2004). Assim, a cafeina estaria blogueando
a ativacado desta via de sinalizagdo, impedindo os efeitos amnésicos do
haloperidol.

Ainda testamos a interacd@o entre cafeina e haloperidol no labirinto
aquatico de Morris. A cafeina na dose utilizada (1 mg/Kg) ndo teve
efeito além de bloquear o prejuizo na meméria espacial induzida pelo
haloperidol. Este efeito amnésico ndo foi devido a diminuicdo na
locomoga@o dos animais, j& que a dose utilizada ndo afetou a locomogdo

no campo aberto. Ploeger e colaboradores (1992) mostraram que o
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haloperidol prejudicou a aquisicdo da memédria espacial. Ja os efeitos da
cafeina sobre a memoria espacial variam de acordo com as doses
utilizadas e os protocolos utilizados, sendo que doses baixas como as
utilizadas aqui costumam n8o afetar a evocagdao da memobria espacial
(Angelucci et al., 2002). No entanto, diferentemente do encontrado na
tarefa de esquiva inibitéria, a cafeina ndo foi capaz de reverter o
prejuizo na memdria espacial causado pelo haloperidol.

Outro resultado bastante interessante apresentado no artigo 3, foi
quanto ao efeito ansiolitico da cafeina na dose de 1 mg/Kg. A cafeina é
tradicionalmente reconhecida como uma droga ansiogénica
{Bhattacharya et al.,, 1997; Yacoubi et al., 2000; Jones et al., 2002).
Mas, as doses que apresentam o efeito ansiogénico sdo no minimo vinte
vezes superiores a utilizada no capitulo 3. Yaoucobi e colaboradores
(2000) ao testarem o efeito da cafeina, 12.5 mg/Kg, no labirinto em
cruz elevado, ndo encontraram ¢ efeito ansiogénico classico. Além disso,
a administracdo de altas, mas ndo de baixas doses de cafeina levou a
um aumento da ansiendade em humanos (Greden 1974). J& que este
efeito ansiolitico foi revertido pela co-administracdo de haloperidol, é

possivel que o efeito ansiolitico da cafeina seja via receptores Ds.
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4- CONCLUSOES GERAIS

Os resultados apresentados nesta tese nos permitem sugerir que a
funcionalidade do sistema adenosinérgico € necessaria para que os
processos de consolidacdo e evocagao da memédria sejam realizados em
diferentes paradigmas comportamentais.

Esta conclusdo fica evidenciada nos resultados obtidos neste
trabalho. No artigo 1, demonstramos que a ativagdo de receptores
adenosinérgicos, A; e Aza, no CCP, prejudica a evocagdo da memoria na
tarefa de esquiva inibitoria. Este efeito foi diferente do encontrado na
consolidacdo da membria para a mesma tarefa, demonstrando assim,
que pelo menos os receptores A;, agem de forma diferenciada na
consolidacdo e evocacdo da membria associativa, medida na tarefa de
esquiva inibitdria.

No artigo 2, constatamos que o DPCPX, um antagonista dos
receptores A;, intra-CCP, impede que ocorra habituagdo a um novo
ambiente. Assim, € possivel sugerir que o sistema adenosinérgico
participa da consolidagdo de uma memédria ndo-associativa, como a
habituacado ao campo aberto.

No artigo 3, investigamos o efeito da cafeina e/ou do
haloperidol em diferentes paradigmas comportamentais. Neste trabalho,
a cafeina foi capaz de (1) normalizar a locomocdo de ratos que
receberam haloperidol, (2) bloguear o prejuizo na evocacdo da memoria
induzido pelo haloperidol, quando a tarefa utilizada foi a esquiva
inibitéria e nd8o o labirinto aqudtico de Morris. Além disso,
demonstramos que doses baixas de cafeina, como 1mg/Kg, possuem
efeitos ansioliticos, sendo que estes podem ser diminuidos pela co-
administragdo com haloperidol. Estes resultados demonstram que os
sistemas adenosinérgico e dopaminérgico interagem em diferentes

paradigmas comportamentais.
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