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RESUMO

A memoria pode ser definida como o armazenamento e a evocagdo de uma informagdo aprendida.
Sendo um processo dinamico, requer a ativagdo de diversos sistemas para que a informag@o adquirida seja
consolidada. O ATP ¢ um importante neurotransmissor que, apos a sua liberagdo e conseqiiente ativagdo de
seus receptores especificos, precisa ser inativado. Esta remocdo do ATP da fenda sindptica ocorre através de
sua hidrolise promovida pelas ectonucleotidases. Como um dos produtos da hidrélise do ATP, a adenosina ¢é
considerada um potente neuromodulador e exerce suas agdes através de receptores especificos com agdes
excitatorias (Ass € Ajp ) ou inibitdrias (A e Ajz). Varios trabalhos ja demonstraram a participagdo do sistema
purinérgico nos processos relacionados a memoria da tarefa da esquiva inibitoria. Estudos realizados em
nosso laboratério mostraram a participagdo das ectonucleotidases sinaptossomais de hipocampo, cortex
entorrinal e cortex parietal na consolidagdo da memoria para esquiva inibitoria. No entanto, existem poucos
estudos a respeito do sistema purinérgico nos mecanismos de consolidagdo da memoria em outras regides
cerebrais, tais como o cortex cingulado anterior (CA) e posterior (CP) e a area pré-central medial (FR2).
Portanto, na primeira parte deste estudo, avaliamos as atividades ectonucleotidasicas em sinaptossomas de
CA, CP e FR2 de ratos submetidos a tarefa de esquiva inibitéria. Nossos resultados demonstraram um
aumento na hidrolise de ATP em sinaptossomas de FR2 e CA; e na hidrélise de ADP em sinaptossomas de
FR2 e CP. Este aumento na hidrélise de ATP e ADP ocorreu devido ao choque administrado na tarefa, ja que
o grupo de animais que ndo recebeu choque ndo apresentou alteragdes na hidrolise de ATP e ADP. Este
efeito observado provavelmente ndo estd associado a consolidacdo da memoéria, mas a mudancas
neuroquimicas ¢ neurohumorais induzidas pelo estresse apos o choque. Além disso, foi observado um
aumento relacionado ao aprendizado na atividade ATPasica e ADPasica em CP e CA, respectivamente. Estes
resultados sugerem fortemente que estas enzimas participam da consolidacdo da memoéria em CP e CA. O
aumento na hidrélise de ATP e ADP sugere um possivel aumento na concentragdo de adenosina nestas
regides. Portanto, na segunda parte deste estudo, verificamos a influéncia de agonistas e antagonistas de
receptores de adenosina nas memorias de curta (STM) e de longa (LTM) duracdo na tarefa de esquiva
inibitoria. Entdo, neste estudo administramos intrafusdes de andlogos de adenosina em CP, imediatamente
apos o treino em esquiva inibitoria. Os resultados demonstraram que a intrafusdo de DPCPX, um antagonista
de receptores A;, em CP, na concentragdo de 50 nM, aumentou significativamente a retengdo da tarefa em
ambas STM e LTM. Além disso, a administragdo de CPA, um agonista de receptores A; de adenosina, ndo
alterou ambas STM e LTM nas concentracdes testadas. Portanto, este estudo sugere que os receptores A,
exercem uma modulacdo inibitéria em CP tanto na STM quanto na LTM para o aprendizado de esquiva
inibitoria. A regulagdo dos niveis de ATP e adenosina pelas ectonucleotidases em CP, CA e FR2 controlaria
a ativacdo dos receptores A; nestas estruturas, podendo exercer efeitos modulatdrios na consolida¢do da
memoria nestas estruturas.

ABSTRACT

Memory can be defined as the storage and retrieval of an acquired learning. It is a dynamic process
that requires the activation of several systems to the consolidation of an acquired learning. ATP is an
important neurotransmitter that, after its release and subsequent activation of specific receptors, needs to be
inactivated. This removal of ATP in the synaptic cleft occurs through of its hydrolysis promoted by
ectonucleotidases. As one of the products of ATP hydrolysis, adenosine is considered a potent
neuromodulator and exerts its actions through specific receptors with excitatory (A, and A,g) or inhibitory
effects (A and Aj). Several studies demonstrated the participation of the purinergic system in the processes
related to the inhibitory avoidance learning. Studies from our laboratory have showed the involvement of
synaptosomal ectonucleotidases from hippocampus, entorhinal cortex and parietal cortex in the consolidation
of inhibitory avoidance memory. Nevertheless, there are few studies about purinergic system in the memory



consolidation mechanisms in other structures, such as anterior cingulate cortex (AC), posterior cingulate
cortex (PC) and medial pre-central area (FR2). Therefore, firstly we evaluated the ectonucleotidase activities
in synaptosomes from AC, PC and FR2 of rats submitted to inhibitory avoidance task. Our results
demonstrated an increase in ATP hydrolysis in synaptosomes from FR2 and AC; and in the ADP hydrolysis
in synaptosomes from FR2 and PC. This increase occurs due the foot-shock used in the inhibitory avoidance
task, since that the unshocked group did not present changes in ATP and ADP hydrolysis. The observed
effect is very likely to be associated not to memory consolidation, but to neurochemical and neurohumoral
changes induced by stress after foot-shock. Furthermore, it was observed a learning-specific increase in
ATPase and ADPase activities in PC and AC, respectively. These results strongly suggest that these enzymes
participate of the memory consolidation in PC and AC. The increase of ATP and ADP hydrolysis in
synaptosomes of PC and AC suggests a possible increase in the adenosine levels in these strucutures.
Therefore, in the second part of this study we analyze the influence of agonists and antagonists of adenosine
receptors in the short-term memory (STM) and long-term memory (LTM) in the inhibitory avoidance task.
Thus, in this study we administrated infusions of adenosine analogues in PC, immediately after training in
inhibitory avoidance task. The results showed that the infusion of DPCPX, an antagonist of A, receptors in
PC, at 50 nM, increase significantly the retention of the task in both STM e LTM. Furthermore, CPA, an
agonist of A; adenosine did not alter both STM and LTM in the concentrations tested. Thus, this study
suggest that the A; receptors exerts an inhibitory modulation in CP in both STM and LTM in the inhibitory
avoidance learning. The regulation of ATP and adenosina by ectonucleotidases em CP, CA e FR2 would
control the activation of A; receptors , exerting modulatory effects in the memory consolidation in these
structures.
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L. INTRODUCAOQ

I.1. MEMORIA E PLASTICIDADE

A aprendizagem e a memoria sdo propriedades fundamentais do sistema nervoso central (SNC),
sendo que ambas estdo intimamente relacionadas. A memoria a que nos referimos neste trabalho pode ser
definida como o armazenamento e a evocacdo de uma informagdo aprendida (IZQUIERDO, 1992). Sendo
um processo dinamico, a memoria pode ser dividida em trés etapas: (1) aquisi¢do da informagdo através da
exposicdo a um evento, seja ele interno ou externo ao individuo, (2) consolidacio, onde a informagéo
adquirida ¢ processada e (3) armazenamento desta informacdo (McGAUGH, 1996 e¢ 2000; IZQUIERDO,
1989). A melhor maneira de estudar e avaliar o armazenamento da memoria se da através da evocagdo da
memoria, quando observamos a mudanga de comportamento do animal devido ao processo de memorizagao

(QUILFELDT, 1994).



O aprendizado ¢ quantificado experimentalmente como a probabilidade com que um organismo
responderd, diferentemente, ao mesmo estimulo apos sua repeti¢do. Esta probabilidade alterada esta baseada
na memoria daquilo que foi aprendido pelo organismo apds uma sessao de treino. A memoria necessaria para
o aprendizado ¢ definida como memoria de curta duragdo (STM, do inglés short-term memory). Ja a
evocagdo de um comportamento horas ou semanas depois envolve a formagdo da memoria de longa duracao
(LTM, do inglés long-term memory) (AGRANOFF et al., 1998). Por muitos anos, acreditou-se que para a
formacao da LTM era necessaria a formacao da STM, sendo que estudos recentes demonstraram que a STM
e a LTM s@o, pelo menos em parte, processos distintos (IZQUIERDO et al., 1998).

As alteragdes observadas no processo de aprendizagem ¢ memoria ocorrem devido a plasticidade
sinaptica, fenomeno caracteristico do SNC. O conceito de plasticidade é extremamente amplo, incluindo
todas as formas de reorganizagdo duradoura que ocorrem em um cérebro maduro. Essas reorganizacdes
podem ser observadas sob o aspecto fisiologico (propriedades funcionais adquiridas pelos neurdnios),
morfologico (morfologia e ultraestrutura da glia) ou bioquimico (atividades enzimaticas, transduggo de sinal
e mudangas na expressdo génica) (AU LOUIS et al., 1997). O cérebro tem a extraordinaria capacidade de
desenvolver respostas plasticas durante longos periodos, podendo durar por toda a vida, sendo que a
plasticidade funcional estd acoplada a mudangas estruturais de longa duragdo (AU LOUIS et al., 1997).
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).

Em SNC de mamiferos, dois importantes fenomenos plasticos tém sido descritos: a
potenciagdo de longa duracdo (LTP) e a depressdo de longa duragdo (LTD) (AU LOUIS et

al., 1997).

A LTP, sendo um tipo de plasticidade neuronal, foi primeiramente observada em hipocampo ¢
subseqiientemente em muitas outras regides cerebrais, tais como o cortex entorrinal (JEFFERY, 1997) e o
cortex cingulado posterior (HEDBERG & STANTON, 1995). Imediatamente apo6s sua descoberta, a LTP foi
reconhecida como um mecanismo basico para memoria. Sendo assim, a hipotese de explicar a memoria
através da LTP tornou-se habitual (IZQUIERDO, 1994; 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 formag¢do da memdria, estabelecendo, entdo, uma correlagdo entre as duas (IZQUIERDO &
MEDINA, 1997 a,b). Sendo assim, a LTP pode ser vista como um modelo parcial para a memoéria medida em

nivel eletrofisiologico (BLISS & COLLINGRIDGE, 1993).



Um outro fenomeno envolvido nas alteragdes sindpticas de longa duragdo que pode corresponder a
uma base neurofisiologica para a memoria € a LTD (depressdo de longa duracdo) (LINDEN, 1994). A LTD
compreende uma persistente redugdo na eficiéncia sinaptica, a qual ocorre tipicamente apos repetidas
estimulagdes aferentes de baixa freqliéncia (BRAUNEWELL & MANAHAN-VAUGHAN, 2001).
Recentemente, foi relatado que a LTD na regido CA1l do hipocampo pode ser associada com a aquisi¢do da
memoria em ratos (BRAUNEWELL & MANAHAN-VAUGHAN, 2001). A expressao da LTD na regido
CA1 pode também ser aumentada em condicdes de estresse. Isto sugere um papel mais complexo para esta
forma de plasticidade do que simplesmente servir para a preveng¢do da satura¢do sinaptica, como, por

exemplo, revertendo a LTP (BRAUNEWELL & MANAHAN-VAUGHAN, 2001).

I.2. ESQUIVA INIBITORIA

A tarefa de esquiva inibitéria envolve o aprendizado de uma tarefa aversiva onde, na sessdo de
treino, o animal recebe um choque de baixa intensidade ao descer da plataforma. Na sessdo de teste, que pode
ocorrer em varios tempos pos-treino, o animal € exposto novamente aquele ambiente, testando-se entdo sua
memoria. Para avaliar o quanto o animal aprendeu, mede-se o tempo de laténcia em que este permanece na
plataforma e, consequentemente, a retengdo da tarefa. Trata-se de um aprendizado adquirido em uma tnica
tentativa, tornando-o ideal para o estudo de processos iniciados no treino (GOLD, 1986; IZQUIERDO &
MEDINA, 1997a).

O aprendizado de esquiva inibitdria em ratos desencadeia uma série de eventos bioquimicos que sdo
necessarios para a retengdo desta tarefa. Os eventos sdo similares aqueles descritos para outras formas de
plasticidade neural (BLISS & COLLINGRIDGE, 1993; MAREN & BAUDRY, 1995; [1ZQUIERDO &
MEDINA, 1995b, 1997a). Os eventos bioquimicos envolvidos na formac¢do da memoria desta tarefa no
hipocampo envolvem a ativagdo de receptores ionotropicos NMDA e AMPA, receptores metabotropicos e
um aumento dos niveis de NMDA1 e GluR1, 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 inibitdria.
Evidéncias indicam que a ativacdo das cascatas mediadas por proteina quinase G, CAMKII, proteina quinase
C e a proteina quinase A sdo fundamentais na fase inicial da plasticidade de longa durag@o induzida pela
esquiva inibitéria, minutos apds a realizacdo do treino (BERNABEU et al, 1995, 1996, 1997,

CAMMAROTA et al., 1997; ITO et al., 1991; IZQUIERDO & MEDINA, 1997a).



Os eventos bioquimicos sdo regulados logo apds o treino por mecanismos hormonais relacionados
com a ansiedade e o estresse, sendo modulados por sinapses GABAérgicas, colinérgicas, noradrenérgicas e
por mensageiros retrogrados. A fase mais tardia, 3-6 horas apds o treino, ¢ modulada por mecanismos
relacionados ao humor e ao afeto, envolvendo vias dopaminérgicas, noradrenérgicas ¢ serotoninérgicas

(IZQUIERDO & MEDINA, 1997a, 1997b).

1.3.REGIOES CEREBRAIS ENVOVIDAS

O hipocampo, a amigdala e o cortex entorrinal sdo interconectados e, além disso, o cortex entorrinal
estéd ligado ao cortex parietal posterior ¢ ao cortex pré-frontal (WITTER et al., 1989; HYMAN et.al., 1990),
sendo que estas estruturas desempenham um papel fundamental na memoria, provavelmente de uma forma
integrada (IZQUIERDO et al., 1997a). Além dessas estruturas, existem outras regides cerebrais envolvidas
no processamento da memdria, tais como o cortex cingulado e o cortex pré-frontal (MELLO & SOUZA et

al., 1999; MELLO & SOUZA et al., 2000).

1.3.1.CORTEX CINGULADO

O cortex cingulado ¢ um marcador sinaptico do hipocampo ¢ da informag@o sensorial talamica,
ocupando uma posicao estratégica no circuito Papez do processamento da emocdo. O cortex cingulado media
sinais entre a formagdo hipocampal e o neocortex associativo (BEAR, et al., 1995; MARTIN, 1996; ZILLES
& WREE, 1995). O nucleo talimico anterior recebe um ntimero de projecdes diretas e indiretas do
hipocampo e projeta diferentemente a ambos cortex cingulado anterior (CA) e ao cortex cingulado posterior
(CP) (HORIKAWA et al., 1988; SHIBATA, 1993; VOGT et al., 1981). Postula-se que este circuito tenha
uma funcdo comparativa, aonde os dados que chegam sdo comparados com dados mnemdnicos e se eles
estiverem se equiparando, respostas comportamentais ja projetadas sdo executadas, se nao estiverem,
informagdes sdo geradas intensificando a atencdo e inibindo as agdes planejadas (KUBOTA & GABRIEL,
1995).

O CP, também conhecido como cortex retroesplenial (ZILLES & WREE, 1995), exibe freqiiéncia
teta coerente com o que ocorre no hipocampo (HEDBERG et al., 1993; LEUNG & BORTS, 1987), e ambas
LTP e LTD tém sido descritas no CP (HEDBERG et al., 1995). Além disso, o CP media a memoria 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 memoria no cingulado posterior para a tarefa de esquiva inibitoria ¢ sensivel a infusdes de
muscimol, um agonista de receptores y-acido aminobutirico tipo A (GABA,4) e de APS, um antagonista de
receptores NMDA (MELLO E SOUZA et al., 1999).

O CA (FIG. I1.1) apresenta LTP dependente de NMDA (SAH & NICOLL, 1991) e faz parte do
cortex pré-frontal medial, devido a estas conecgdes reciprocas com o nucleo talamico dorsal medial (ZILLES
& WREE, 1995). Existem evidéncias do envolvimento de CA e do cortex pré-frontal medial na memoria de
trabalho ¢ na memdria de curta duracdo em ratos (BROERSEN et al.,, 1994; BROERSEN et al., 1995,
FREEMAN et al., 1996). No entanto, o papel do CA e do cortex pré-frontal medial na memoria de longa
duracdo permanece controversa. Infusdes imediatamente pos-treino de escopolamina em CA prejudica a
consolidacdo da memoria da tarefa de esquiva inibitoria em ratos (RIEKKINEN et al., 1995). Diferentemente
de CP, infusdes de muscimol ¢ AP5 administradas no cingulado anterior nao produziram modificagdes na
consolidacdo da memoria, sugerindo que a atividade normal desta area ndo é essencial para a consolidacdo da

memoria em esquiva inibitdria até 180 minutos apds o treino (MELLO E SOUZA et al., 1999).

1.3.2. CORTEX PRE-FRONTAL

De todo o cortex, a regido pré-frontal é diretamente responsavel por nossa alta capacidade de
planejamento e de verbalizagio, bem como de socializagio (DAMASIO, 1996).

A identificacdo do cortex pré-frontal ¢ baseada nas suas conecgdes com o niicleo dorsal medial do
talamo (ZILLES & WREE, 1995), apesar da inclusdo da area pré-central medial de ratos (FR2) (FIG. I.1) e a
area infralimbica (IL) como partes do cortex pré-frontal medial (GROENEWEGEN, 1988; UYLINGS, 1990;
VAN EDEN et al., 1992). FR2 compreende uma area equivalente a soma das areas de Brodmann 8 e 10
(CAVINESS, 1975; CAVINESS & FROST, 1981) em humanos, as quais correspondem a uma parte do
cortex associativo pré-frontal.

O cortex pré-frontal em humanos é anatomicamente diferente do cortex pré-frontal em ratos. No
entanto, quanto ao aspecto funcional, existem regides corticais no rato que por desempenharem fungdes
similares as da regido pré-frontal em humanos, sdo também incluidas nesta regido (SEAMANS et al., 1995).
Como exemplo, temos a area pré-central medial (FR2) (CAVINESS, 1975; CAVINESS & FROST, 1981).

O FR2, juntamente com outras estruturas mediam a memoria de trabalho (GOLDMAN-RAKIC,

1996; SALMON et al., 1996), a qual é definida como um sistema que processa e influencia a informagao por



periodos curtos (segundos) e pelo qual o animal desenvolve respostas cognitivas, tais como compreensao,
pensamento e planejamento (BADDELEY, 1986; GOLDMAN-RAKIC, 1996).

O FR2 também parece incluir uma area correspondente a area pré-motora € a area motora
suplementar de cérebro de primatas (CAVINESS, 1975; CAVINESS & FROST, 1981; HICKS & HUERTA,
1991; VAN EDEN et al., 1992), a qual recebe axonios convergentes do cortex pré-frontal e do cortex parietal
e converte sinais que codificam as acdes desejadas em como as agdes serdo realizadas (BEAR et al., 1995). A
area pré-motora dos primatas estd também envolvida na memoria de trabalho (JONIDES et al., 1993; SMITH
& JONIDES, 1995; WATANABE et al.,, 1997), bem como na consolidacio da memoria motora

(SHADMEHR & HOLCOMB, 1997).
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Além disso, estudos demonstraram que os sistemas glutamatérgicos, GABAérgicos e
dopaminérgicos estdo envolvidos na consolidagdio da memoria para esquiva inibitoria em FR2, ou

diretamente, ou como parte de um sistema modulatorio (MELLO E SOUZA et al., 2000).

L.4.SISTEMAS MODULATORIOS E ESTRESSE

Uma variedade de sistemas periféricos modulatérios t€ém sido mencionados por participarem da
formacdo da memoria (IZQUIERDO & MEDINA, 1997b). A B-endorfina e outros opidides, acetilcolina,
vasopressina, ocitocina, glicocorticoides, epinefrina, norepinefrina e glicose (BOHUS, 1994; CAHILL &
McGAUGH, 1998; GOLD, 1991, 1995; GRIGORYAN et al., 1996; IZQUIERDO & MEDINA, 1997b;
McGAUGH, 1989; McGAUGH et al., 1995), entre outras, sdo de fato liberadas durante muitas formas de
treinamento comportamental (GOLD, 1991; IZQUIERDO, 1989), indicando que estas substancias participam
da consolidacdo e evocagdao da memoria (IZQUIERDO, 1989; ZORNETZER, 1978).

Muitos dos processos neuromodulatdrios que acompanham a consolidagio e a evocacdo da memoria
interagem entre si. Como exemplo, temos a P-endorfina que exerce seu efeito, geralmente amnésico,
(IZQUIERDO, 1989) na amigdala, através da sua influéncia sobre as sinapses [B-adrenérgicas e D2-
dopaminérgicas (McGAUGH, 1989), sendo que, esse efeito provavelmente deva ocorrer em outras regioes
cerebrais (IZQUIERDO, 1989).

De fato, eventos neuromodulatdrios e hormonais que estdo presentes no momento do treino
modulam a cascata bioquimica em diferentes passos. Para tanto, importantes estudos a respeito das
influéncias modulatérias sobre a memoéria, em ambos niveis comportamentais e bioquimicos, estdo
relacionados ao estresse (GOLD, 1995; GOLD & McCARTY, 1995; IZQUIERDO & MEDINA, 1995a). Em
niveis moderados de funcionamento, os sistemas relacionados ao estresse podem facilitar a formacdo da
memdria, enquanto que em altos niveis de atividade podem prejudicar a memoria (GOLD, 1991). Evidéncias
apontam para uma modulacdo da memoria por mecanismos neurohumorais relacionados a ansiedade

(WOLFMAN et al., 1991).

.5, ATP EXTRACELULAR E MEMORIA

O armazenamento da informagdo no cérebro esta envolvido com um aumento na eficiéncia sinaptica

de vias estimulatdrias (WIERASZKO & EHRLICH, 1994). Desde a primeira demonstragdo da liberagdo de



ATP dependente de estimulagdo no sistema nervoso (HOLTON, 1959), existe um crescente interesse no
papel do ATP na transmissdo sindptica (revisado em CUNHA & RIBEIRO, 2000).

O ATP ¢ o principal nucleotideo de adenina liberado nos terminais nervosos de diferentes areas
cerebrais (RICHARDSON & BROWN, 1987; FIEDLER et al., 1992). Este neurotransmissor ¢ estocado nos
terminais nervosos e co-liberado com varios outros neurotransmissores em diferentes preparagdes biologicas
de uma maneira Ca™ -dependente (PHILLIS & WU, 1981). Dependendo da concentragdo, o ATP exdgeno
pode exercer diferentes efeitos sobre as propriedades celulares. Em fatias hipocampais de camundongos e
cobaias, 0 ATP ¢ capaz de induzir LTP (WIERASZKO & SEYFRIED, 1989; NISHIMURA et al., 1990;
FUIJII et al., 1999). O sistema purinérgico esta envolvido nos mecanismos de potenciagdo de longa duracdo
induzidos eletricamente, sendo que o ATP extracelular e seu analogo ATP-y-S amplificaram
permanentemente a magnitude das respostas sinapticas. Para explicar estes efeitos, os autores sugerem que a
remogdo do fosfato gama do ATP e do ATP-y-S por uma ecto-proteina quinase poderia ser necessaria para a
ocorréncia do efeito facilitatorio sobre a LTP (WIERASZKO & EHRLICH, 1994).

Entretanto, os efeitos do ATP podem ser inibitorios ou estimulatérios nas fun¢des hipocampais,
dependendo do sitio de acdo e do subtipo de receptores estimulados. Evidéncias indicam que o ATP
extracelular pode inibir a liberagdo de glutamato em hipocampo de ratos, através de receptores purinérgicos
pré-sinapticos (INOUE & KOIZUME, 2001). No entanto, o mesmo autor, observou que em alguns neurdnios
hipocampais, o ATP era capaz de induzir a liberagdo de glutamato e um aumento no calcio intracelular
através da estimulagdo de receptores purinérgicos (INOUE & KOIZUME, 2001). Além disso, o ATP pode
estimular a libera¢do de acido y-aminobutirico (GABA), um neurotransmissor que inibe a fung¢do excitatoria
de glutamato (INOUE, 1998).

O ATP extracelular produz respostas no SNC através de receptores ionotropicos do tipo P2X (P2X .
7) € receptores acoplados a proteina G do tipo P2Y (P2Y4, P2Y, P2Y ;) (BURNSTOCK, 1996; RALEVIC
& BURNSTOCK, 1998).

Apds a liberagdo do ATP no espaco extracelular e a ativacdo de receptores especificos, os
nucleotideos de adenina podem ser metabolizados pela a¢do de ecto-enzimas que fazem a conversdao deste

nucleotideo até adenosina (ZIMMERMANN, 1996).

1.6, ADENOSINA E MEMORIA




A adenosina ¢ uma purina enddégena com importante papel na regulagdo da excitabilidade neuronal e
na transmissdo sinaptica de baixa freqiiéncia, sendo também considerada como neuromodulador no
fenémeno de plasticidade sinaptica (DUNWIDDIE & HOFFER, 1980; CUNHA, 2001).

A adenosina ¢ liberada por muitas células, incluindo neurdnios e células gliais. Ela modula a
atividade do sistema nervoso central agindo pré-sinapticamente, inibindo ou facilitando a liberagdo de
neurotransmissores, € pos-sinapticamente (SEBASTIAO & RIBEIRO, 2000).

Considerando seu papel homeostatico relacionado ao controle do metabolismo celular
(MCLLWAIN, 1979), a adenosina tem sido considerada como “horménio local” (ARCH & NEWSHOLME,
1978) e metabdlito retaliatorio (NEWBY, 1984) para explicar a sua participacdo em situagdes de estresse,
onde o estoque energético ¢ comprometido. Em tais situagdes, a concentracdo de adenosina, a qual ¢é
estimada na faixa do nanomolar, aumenta para concentracdes micromolares (NORDSTROM et al., 1977;
BARDENHEUER & SCHRADER, 1986), sendo entdo liberada no meio extracelular (MEGHII et al., 1989)
para reprimir o metabolismo celular das células vizinhas.

A adenosina media seus efeitos através da ativag@o de receptores especificos. Os receptores A e Az
inibem a adenilato ciclase, diminuindo a quantidade de AMPc, enquanto os subtipos A,, ¢ A, estimulam a
adenilato ciclase e produzem efeitos excitatorios no sistema nervoso central (LINDEN, 1994; RALEVIC &

BURNSTOCK, 1998; CUNHA 2001) (Tabela 1).

Tabela 1. Classificag@o dos receptores de adenosina



Ay Ajn Az Az
Proteina G Gi/0 Gs Gs, Gq Gi, Gq
Efeitos { AMPc T AMPc T AMPc J AMPc
T 1P3 1 1P3 1 1p3
T K+
Agonistas seletivos CPA, CHA, R-PIA CGS21680, APEC, IB-MECA
WRC-0470 _
Antagonistas seletivos DPCPX, XAC, CSC MRS 1067
WRC 0571 _

Adaptado a partir de RALEVIC & BURNSTOCK, 1998

Abreviagdes utilizadas: APEC, 2-[(2-aminoetilamino)carboniletilfeniletilaminol]-5’-N-
etilcarboximidoadenosina; CGS21680, 2-[p-(2-carbonil-etil)-feniletilamino]-5’-N-etilcarboxamidoadenosina;
CHA, NC-ciclohexiladenosina; CPA, N6—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.

Os receptores A; mediam respostas amplas devido ao fato de estarem acoplados a diferentes
proteinas G, da familia Gi/0 (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998). A via mais reconhecida da a¢do dos
receptores A; ¢ a da inibi¢do da adenilato ciclase, causando uma diminui¢do 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 inibigdo
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; ¢ a ativacdo da
fosfolipase C (PLC), levando ao metabolismo do fosfoinositol de membrana com o conseqiiente aumento de
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), diacilglicerol (DAG) e mobilizagdo de calcio (RALEVIC & BURNSTOCK,
1998).

Na maioria das condigdes experimentais, observa-se que o efeito da adenosina ou de seus analogos é
a inibi¢do da atividade neuronal mediada pela ativagdo de seus receptores do tipo A; (GREENE & HASS,
1991; DUNWIDDIE, 1995; CUNHA, 2001). Estes efeitos mediados pelo A; resultam de uma acdo

combinada de: (1) hiperpolarizagdo pos-sinaptica e conseqiiente ativagdo da condutancia de potassio



(DUNWIDDIE & FREDHOLM, 1989; THOMPSON et.al., 1992) e (2) inibicao pré-sinaptica da liberacdo 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 transducdo (AKBAR et.al., 1994; SANTOS et.al., 1998; CASCALHEIRA &
SEBASTIAO, 1998). Em particular, a inibicdo da liberagdo de neurotransmissores mediada por A; é&,
geralmente, independente dos seus efeitos sobre os niveis de AMPc. Na maioria das vezes, depende de uma
inibigdo direta, via proteina G, dos principais canais de calcio do tipo N (YAWO & CHUHMA, 1993; WU &
SAGGAU, 1994).

Foi demonstrado na literatura que a adenosina exdgena ou seus analogos, agindo nos receptores Aj,
inibbem a LTP em fatias hipocampais (ARAI et.al., 1990; de MENDONCA & RIBEIRO, 1990).
Interessantemente, a adenosina endogena agindo sobre os receptores A, atenua LTD em ratos neonatos (de
MENDONCA ct.al. 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, aumenta a LTP,
sendo que esta € completamente prevenida pela adi¢do de AP5, um seletivo antagonista de receptores NMDA
(de MENDONCA & RIBEIRO, 2000). A ligagio 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 ligagdo 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 adigdo de GTP no
meio de incubago aumenta a afinidade da marcagdo de [’H]DPCPX (WEBER et al., 1990). Estas mudangas
estdo provavelmente relacionadas com a ligacdo de adenosina enddgena a sitios de alta afinidade de
receptores A; (SVENNINGSSON et al., 1997).

Com relacdo aos efeitos da adenosina nas fungdes relacionadas com a memoria, véarios agonistas de
receptores A administrados sistematicamente tém sido reportados por diminuir a aprendizagem inibitoria em
camundongos (NORMILE & BARRACO, 1991; ZARRINDEST & SHAFAGHI, 1994). Experimentos
realizados em fatias provenientes de uma area do cérebro de aves envolvida nos eventos de aprendizado e
memoria associados com tarefa de esquiva passiva demonstraram que o agonista de A;, CHA, inibiu

especificamente a liberagdo de glutamato (DAISLEY & ROSE, 1999). O pré-tratamento com DPCPX,



antagonista de receptores Aj, preveniu o aumento de erros na memoria de trabalho induzida por intrafusdo de

CHA, agonista de receptor A;, em hipocampo de ratos (OHNO & WATANABE, 1996).

Desde que o sistema adenosinérgico ¢ 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 memoria em animais. Podemos observar a amplitude dos efeitos da adenosina sobre tarefas de

aprendizado e memoria analisando a Tabela 2.

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

Testes comportamentais Espécie Efeito Droga Mecanismo de Referéncia
acao
Aprendizado passivo camundongo diminuigdo CPA Agonista Normile & Barraco
seletivo (1991); Ohno &
de Al Watanabe (1996)
Memoria de trabalho rato diminuigdo CHA Agonista Ohno & Watanabe
(Three-panel runway) seletivo de A1 | (1996)
Meméria de trabalho rato sem efeito R-PIA Agonista Pontecorvo et.al.
(Nonmating-to-sample task) seletivo de A1 [(1991)
Meméria espacial camundongo aumento CPA Agonista Von Lubitz etal.
Morris water maze (labirinto seletivo de A1 |(1993)
aquatico)
Aprendizado passivo rato aumento KF 153772 | Antagonista | Suzuki et.al. (1993)

(Déficit induzido por

escopolamina)

Adaptado a partir de de MENDONCA & RIBEIRO (2001).

seletivo de Al

Abreviagdes utilizadas: CPA, N6—ciclopentiladen0sina; CHA, NS-ciclohexiladenosina; R-PIA, R-N°-

fenilisopropiladenosina; KF 15372, 8-(3-diciclopropilmetil)-1,3-dipropilxantina.

Tem aumentado a aceitagdo de que os efeitos neuromodulatérios da adenosina ndo estdo restritos a

sua inibigdo mediada pelos receptores A;. Sabe-se que a utilizagdo de agonistas e principalmente antagonistas



de receptores A,, demonstrou o papel destes receptores no controle da liberagdo de neurotransmissores em
vérias regides cerebrais (SEBASTIAO & RIBEIRO, 1996).

Os receptores A,, sdo na maioria acoplados a proteina Gs (OLAH, 1997; CUNHA et.al., 1999) mas
também podem estar acoplados a proteinas Gi/GO (CUNHA et al., 1999). A modulagdo da liberagdo de
neurotransmissores mediada pelos receptores A,, € atenuada por inibidores da adenilato ciclase e por
analogos de AMPc. No entanto, inibidores da proteina quinase A (PKA) fracamente inibem (CUNHA &
RIBEIRO, 2000) ou ndo afetam (KIRK & RICHARDSON, 1995) os efeitos da ativagdo de receptores Aja.
Em contraste, inibidores da proteina quinase C (PKC) (KIRK & RICHARDSON, 1995; CUNHA &
RIBEIRO, 2000) ou da fosfolipase C (NORENBERG et al., 1998) sdo capazes de inibir os efeitos da ativacio
dos receptores Aja.

Além dos receptores A,,, existem os receptores A,z que estdo acoplados a diferentes vias
sinalizadoras, incluindo a ativagdo da adenilato ciclase (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998). Pouco se sabe
sobre estes receptores ja que ndo foi ainda relatado na bibliografia a presenca de agonistas seletivos para
Ajp.

Os receptors A; foram clonados e identificados em diferentes espécies (MEYERHOF et al., 1991;
SALVATORE et al., 1993; JACOBSON et al., 1993). A ativacdo de receptores Aj estimula a fosfolipase C e
aumenta a geracao 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; ABBRACCHIO et
al., 1995b). Mas os efeitos fisiologicos dos receptores A; no sistema nervoso central ainda permanecem
desconhecidos.

O maior alvo de estudos sdo os receptores A; e os receptores Ajs ja que eles modulam a
excitabilidade neuronal. Dados encontrados na literatura demonstraram a sua co-expressdo e co-localiza¢do
na regido CA1l do hipocampo (CUNHA et al., 1994). De fato, existe uma interacdo funcional entre estes
receptores sendo que a ativacdo dos receptores A, com baixas concentragdes de CGS 21680, agonista de
Aja, diminuiu a eficiéncia do agonista de receptores A;, CPA, em inibir a excitabilidade hipocampal
(CUNHA et al., 1994). Isto indica que existe uma comunicagdo entre estes receptores no hipocampo, e sugere
que as agdes da adenosina enddgena mediadas pelos receptores A; podem ser diminuidas se houver a

concomitante ativagao dos receptores Ay (CUNHA et al., 1994; LOPES et al, 1999).



Tem sido proposto uma inibi¢do, mediada por receptores A, da agdo dos receptores Aya, desde que
a desensibiliza¢do dos receptores A; estriatais ¢ acompanhada por uma amplificagdo, tempo dependente, da
estimulacdo da adenilato ciclase mediada por A, (ABRACHIO et.al., 1992).

A co-existéncia de ambos receptors A; e A, emerge um questionamento de como a adenosina
escolhe qual receptor ela ira ativar e sob quais condigdes ela discrimina estes receptores. Acredita-se que a
adenosina formada a partir de nucleotideos de adenina age preferencialmente nos receptores A, enquanto
que a adenosina liberada como tal age preferencialmente nos receptores A; (CUNHA et al., 1996 a, b). Isto
pode resultar de uma diferente localizagdo dos receptores A; e A,x em relagdo aos sitios de liberagdo de
adenosina e a localizagdo das ectonucleotidases, enzimas que hidrolisam os nucleotideos de adenina até
adenosina (SEBASTIAO & RIBEIRO, 2000).

L7. ECTONUCLEOTIDASES

Apos a liberagdo do ATP como neurotransmissor e sua conseqiiente ligacdo nos seus receptores
especificos, faz se necessario um sistema efetivo para a inativagdo do seu sinal. Este nucleotideo pode ser
inativado através de sua hidrdlise, a qual é realizada por uma variedade de enzimas que estdo localizadas na
superficie celular. Estas enzimas sdo chamadas de ectonucleotidases e dentro deste grupo podemos destacar a
presenga da ecto-ATP difosfoidrolase ou ecto-apirase (EC 3.6.1.5), da ecto-ATPase (EC 3.6.1.3) e da ecto-
5’-nucleotidase (EC 3.1.3.5.) (BONAN et al., 2001).

Atualmente, foi proposta uma classificacdo para essas enzimas capazes de hidrolisar nucleotideos
extracelulares, onde a ecto-apirase ¢ a ecto-ATPase estdo incluidas numa mesma familia denominada E-
NTPDase (ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolase) (ZIMMERMANN, 2001) (Figura 1.2).

FIGURA 1.2. Prognéstico da topografia das ectonucleotidases de membrana (Zimmermann, 2001).

As enzimas desta familia, em mamiferos, hidrolisam nucleosideos 5’-trifosfatados e difosfatados.
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No entanto, ha uma consideravel diferenca na preferéncia por tipos individuais de nucleotideos. A apirase,



também denominada NTPDasel, CD39 ou ecto-ATP difosfoidrolase, hidrolisa ATP e ADP quase que
igualmente (KACZMAREK et al., 1996; WANG & GUIDOTTI, 1996, HEINE et al., 1999). A ectoATPase,
também denominada NTPDase 2 ou CD39L1, tem uma preferéncia maior pela hidrélise de ATP (30 vezes)
do que ADP (KEGEL et al., 1997; KIRLEY, 1997; MATEO et al., 1999). Interessantemente, a NTPDase3 ou
CD39L3, encontrada em humanos e aves, ¢ um intermediario funcional e hidrolisa ATP aproximadamente 3
vezes melhor que o ADP (SMITH & KIRLEY, 1998). Até o presente momento, as diferencas funcionais na
especificidade pelo substrato e suas conseqiiéncias especificas nas células ou tecidos ndo estdo
completamente entendidas. As trés enzimas podem produzir um impacto surpreendentemente diferente na
sinalizagdo dos receptores de nucleotideos. A partir destas propriedades funcionais (HEINE et al., 1999) é
possivel sugerir que NTPDasel pode hidrolisar nucleosideos tri e difosfatados igualmente bem, resultando na
formagdo de nucleosideos monofosfatados e a inativagdo de todos os receptores P2. A NTPDase2 pode
seletivamente inativar os nucleosideos trifosfatados e agir como um produtor extracelular de nucleosideos
difosfatados. A NTPDase3, com suas propriedades intermediarias, hidrolisa efetivamente nucleosideos
trifosfatados, mas a hidrélise de nucleosideos difosfatados pode ser diminuida e, portanto, o nucleosideo
difosfatado pode permanecer um maior periodo de tempo até que seja hidrolisado (ZIMMERMANN, 2001).

Apesar destas diferengas cataliticas, ha cinco dominios com seqiiéncia altamente conservada nesta
familia de enzimas, denominada “regides conservadas da apirase”, que possivelmente participam da
formac¢do do sitio catalitico destas enzimas (HANDA & GUIDOTTI, 1996). Além disso, KEGEL et al.
(1997) demonstraram que uma ecto-ATPase e uma ecto-apirase sdo co-expressas em cérebro de ratos.

Uma outra enzima pertencente ao grupo das ectonucleotidases é a ecto-5’-nucleotidase. Esta enzima
encontra-se presente na maioria dos tecidos e sua principal funcdo ¢ a hidrdlise de nucleosideos
monofosfatados extracelulares, tais como AMP, GMP ou UMP, a seus respectivos nucleosideos. No sistema
nervoso central, a ecto-5’-nucleotidase estd predominantemente associada a glia, mas varias evidéncias tém
demonstrado esta atividade associada a neuronios (ZIMMERMANN, 1996; ZIMMERMANN et al., 1998). A
ecto-5’-nucleotidase ¢é transitoriamente expressa na superficie de células neuronais e nas sinapses durante o
desenvolvimento sinaptico (SCHOEN & KREUTZBERG, 1994; BRAUN et al., 1995).

Inicialmente, a maioria dos estudos sobre as ectonucleotidases apresentava como objetivo principal
o conhecimento da distribui¢do destas atividades enzimaticas, bem como de suas caracteristicas cinéticas.
Atualmente, diversos estudos tém demonstrado a participagdo destas enzimas em uma série de condi¢des

fisiologicas e patologicas.
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Varios estudos realizados no nosso laboratorio demonstraram a participagdo da cadeia enzimatica

das ectonucleotidases em eventos de plasticidade sinaptica, como o processamento da memoéria. BONAN et
al. (1998) observaram que imediatamente apds a sessdo de treino em esquiva inibitéria, houve um
decréscimo na atividade ATPéasica e ADPasica da ATP difosfoidrolase, bem como na atividade da ecto-5'-
nucleotidase em sinaptossomas hipocampais de ratos. Além disso, sinaptossomas hipocampais de ratos
sacrificados 30 minutos ap6s a sessdo de treino também apresentaram uma diminuigdo da atividade
ATPasica. Posteriormente, BONAN et al. (2000) verificaram que apds 180 minutos da sessdo de treino, na
mesma tarefa, a atividade ATPésica e ADPasica da apirase de sinaptossomas de hipocampo apresentava-se
diminuida. Além disso, foi observado que, em cortex entorrinal, a enzima demonstrou uma diminuigdo da
atividade ATPasica ¢ ADPasica imediatamente apds a sessdo de treino (BONAN et al., 2000).

Portanto, a agdo combinada das diversas ectonucleotidases se constitui uma via altamente sofisticada
(Figura 1.3.) desenvolvida com o objetivo de controlar os niveis extracelulares de ATP e adenosina, capazes
de modular uma série de processos fundamentais a nivel celular em muitos 6rgéos e tecidos, principalmente

no sistema nervoso central.

Figura 1.3. Liberacdo de ATP na fenda sinaptica e as a¢des desencadeadas por esse neurotransmissor pré- e

pos-sinapticamente. (Adaptado de www.biozentrum.uni-frankfurt.de/prof/zimmermann).

5’-nucleotidase



L.8. OBJETIVOS

Considerando que (i) o cortex cingulado e o cortex pré-frontal sdo estruturas envolvidas no
processamento da memoria, (ii) a via das ectonucleotidases encontra-se alterada apds a tarefa de esquiva
inibitéria em hipocampo e cortex entorrina de ratos, e (iii) a adenosina é um produto da via das

ectonucleotidases e que esta envolvida no processamento da memoria, este trabalho tem como objetivos:

1. Analisar as atividades das ectonucleotidases em sinaptossomas de cortex cingulado anterior e posterior
de ratos submetidos a tarefa de esquiva inibitoria.

2. Investigar a atividade das ectonucleotidases em sinaptossomas de cortex pré-frontal (area precentral
medial) de ratos submetidos a tarefa de esquiva inibitoria.

3. Verificar o efeito da intrainfusdo em cingulado posterior de DPCPX (1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina),
uma antagonista seletivo de receptores A, na retengdo da memoria de curta duracdo e longa duragéo
para a tarefa de esquiva inibitoria.

4. Verificar o efeito da intrainfusdo em cingulado posterior de CPA (N6-ciclopentiladenosina), um agonista
seletivo de receptores Aj, na retengdo da memoria de curta duracdo e longa duragdo para a tarefa de

esquiva inibitoria.
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ABSTRACT

Male Wistar rats were bilaterally implanted with indwelling cannulae in the caudal region of the
posterior cingulate cortex. After recovery, animals were trained in a step-down inhibitory avoidance task
(3.0-s, 0.4-mA foot shock) and received, immediately after training, a 0.5-pl infusion of the adenosine A,
receptor agonist N6-cyclopentyladenosine (CPA; InM, 50nM, or 100 nM) or the adenosine A; receptor
antagonist 1,3-dipropyl-8-cyclopentylxanthine (DPCPX; 1nM, 25nM, or 50 nM). Animals were tested twice,
1.5 h and, again, 24 h after training, in order to examine the effects of these agents on short- and long-term
memory, respectively. Only DPCPX at 50 nM was effective in altering memory, promoting a facilitation.
These results suggest that adenosine A; receptors in the posterior cingulate cortex inhibit memory

consolidation in a way that their blockade facilitates memory for inhibitory avoidance in rats.

Keywords: adenosine A receptor, posterior cingulate cortex, STM, LTM



1. INTRODUCTION

Adenosine is considered to have an important role in the modulation of central synaptic transmission
and neuronal excitability (Sebastido and Ribeiro, 2000). Adenosine mediates its effects through four types of
receptors, Ay, Az, Agp, and Aj, to which G proteins are coupled (Hauber and Bareif3, 2001). A, receptors are
the most prevalent and have the highest affinity among the adenosine receptors in the central nervous system
(Brundege and Dunwiddie, 1997). Adenosine A; receptors inhibit neurotransmitter release (reviewed in
Cunha, 2001), as well as affecting activity-dependent synaptic plasticity in the hippocampus, attenuating
long-term depression (LTD) and inhibiting long-term potentiation (LTP) (de Mendonga and Ribeiro, 1997).

Several adenosine A; receptor agonists and antagonists administered systemically have been
reported to alter inhibitory avoidance learning (Normile and Barranco, 1991; Von Lubitz et al., 1993;
Zarrindast and Bijan, 1994; Ohno and Watanabe, 1996; Kopf et al., 1999). Most of the available data
demonstrate a modulatory role of adenosine in memory in the hippocampus (de Mendonga and Ribeiro,
2000). However, cortical structures other than the hippocampus are also involved in the consolidation of
memory for the step-down inhibitory avoidance task (Izquierdo & Medina, 1997; Izquierdo et al., 1997;
Mello and Souza et al., 1999). In fact, there is increasing evidence to indicate that the posterior cingulate
cortex (PC) is important for memory processes, such as those involved in step-down inhibitory avoidance
(Mello and Souza et al., 1999; Souza et al., 2001). Interestingly, binding of [3H]DPCPX to adenosine A,
receptors is higher in the more inferior part of PC (Svenningsson et al., 1997), where synaptic plasticity is
observed (Hedberg and Stanton, 1995).

Since there are no studies providing support for an involvement of adenosine A; receptors in PC in
memory, the aim of the present work was to evaluate the effect of immediate post-training infusions into PC

of the adenosine A; receptor agonist N6-cyclopentyladenosine (CPA) and of the adenosine A, receptor



antagonist 1,3-dipropyl-8-cyclopentylxanthine (DPCPX) on short- (STM) and long-term memory (LTM) for

inhibitory avoidance.

2. MATERIAL AND METHODS

A total of one hundred and thirty male Wistar rats (age, 60 to 90 days) from our breeding colony
was used. The animals were housed five to a cage with food and water ad libitum. The animal house was on a
12-h light/dark cycle (lights on at 7:00 AM) at a temperature of 23 = 1°C. Procedures for the care and use of
animals were according to the regulation of the Brazilian Society for Neuroscience and Behavior.

The animals were bilaterally implanted under thionembutal anesthesia (30 mg/kg, i.p.) with 27-
gauge guide cannulae. After at least 48 h, all animals were trained in a step-down inhibitory avoidance task
(Izquierdo et al.,1997). Latency to step down placing the four paws on the grid was measured. In the training
session, immediately upon stepping down, the animals received a 3.0-s, 0.4-mA foot-shock. Animals were
tested twice, 1.5 h and, again, 24 h after training, in order to measure STM and LTM, respectively (Izquierdo
et al., 1998 a, b). Test sessions were procedurally identical to the training session except that no foot shock
was given and the step-down latency was cut off at 180 s; i.e., test session values higher than 180 s were
counted as 180 s. Retention test performances were taken as measurements of retention.

At the time of infusion, 30-g cannulae were fitted into the guide cannulae (Izquierdo et al., 1997).
Animals received, immediately after training, a bilateral infusion of 0.5 ul of the adenosine A; receptor
agonist N6-cyclopentyladenosine (CPA; 1nM, 50nM, or 100 nM) in phosphate buffer saline (SAL; pH 7.4;
15mM CaCl,), of the adenosine A, receptor antagonist 1,3-dipropyl-8-cyclopentylxanthine (DPCPX; 1nM,
25nM, or 50 nM) in DMSO 20% (VEH), or of either SAL or VEH.. Infusion site was chosen using
coordinates from bregma and dura obtained from the Atlas of Paxinos & Watson (1986), as follows (units in
cm): A -0.58, L £0.10, V 0.28 (Fig. 1).

The histological localisation of infusion sites was confirmed as explained elsewhere (Izquierdo et
al., 1997). Only animals with correct cannulae locations (Fig.1) were included in the final statistical analysis.

Parametric statistics were used 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 [one-way ANOVA: F(7,107) = 1.637; p = .133; overall mean, 6.1 s; s.e.m., 0.4 s]. 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 (Fig. 2), and non-parametric

statistics were applied (a Kruskal-Wallis ANOVA followed by individual Mann-Whitney U test, two-tailed).

3. RESULTS

DPCPX at 50nM (n = 16) significantly increased the retention test performance for STM (p = .031)
and LTM (p = .011). DPCPX at lower doses (InM and 25nM; n = 11 and n = 10, respectively) did not alter
either STM (p = .355 and p = ..745, respectively) or LTM (p = .244 and p = .935, respectively) (Mann-
Whitney U test; Fig. 2A; n = 22 for VEH). Our results show that memory is facilitated when A; receptors in
PC are strongly inhibited immediately after training. Since infusions were given post-training, our results also
show that this facilitation was due to an alteration of memory consolidation rather than acquisition, indicating
that memory consolidation of inhibitory avoidance is under a modulatory inhibition promoted by adenosine
A, receptors in PC.

CPA at InM (n = 14), 50nM (n= 10), or 100 nM (n = 8) did not alter both STM (p = .437, p = .899,
and p = .750, respectively) and LTM (p = .759, p =.797, and p = .729, respectively) (Mann-Whitney U test;
Fig. 2 B; n = 18 for SAL). This indicates that the neuromodulatory inhibition mediated by the A; receptors is
in its upper limit, because they are already saturated by endogenous adenosine in PC due to inhibitory

avoidance training and/or these receptors have a limited power of inhibiting memory consolidation.

4. DISCUSSION

Some previous studies demonstrated that adenosine A; receptors modulate aversive memory
(Normile and Barranco, 1991; Ohno and Watanabe, 1996; Zarrindast and Bijan, 1994), showing that their
agonists can impair memory. However, in all of these studies the drugs were administered systematically,
suggesting that regions other than PC (e.g., hippocampus) were affected and may have contributed to the
amnesiac effect. Interestingly, the adenosine antagonists were shown to facilitate the retention or prevent the
amnesic effects of scopolamine on passive avoidance task (Pitsikas and Borsini, 1997).

There is increasing evidence to indicate that PC is important in mediating memory processes (Mello
e Souza et al., 1999; Pereira et al., 2001; Souza et al., 2001; Maddock, 1999). PC may perform its functions
and might store information by mechanisms of activity-dependent synaptic plasticity, such as LTP and LTD
(Hedberg & Stanton, 1995). Adenosine modulates LTP in a way that A, receptor agonists and antagonists,

respectively, impair and enhance LTP in hippocampal preparations (de Mendonga and Ribeiro, 1990). In fact,



DPCPX enhances hippocampal LTP by more than 100% (de Mendonga and Ribeiro, 2000), probably because
it blocks A, receptor-mediated inhibition of excitatory neurotransmitter release and/or of protein kinase A
(PKA) activity (de Mendonga et al., 1995, Constenla et al., 1999). Therefore, DPCPX may facilitate memory
of inhibitory avoidance by means of facilitating LTP-like plasticity in PC. Interestingly, immediate post-
training inhibition of PKA activity in PC is amnesic for both STM and LTM for inhibitory avoidance (Souza
et al., 2001). Furthermore, DPCPX might also facilitate memory consolidation via an interaction between A,
and A, receptors. In the hippocampus, for instance, the excitatory responses of A, receptors are increased in
the presence of A, receptor antagonists (Correia-de-Sa and Ribeiro, 1994).

It is worth pointing out that there is an increase in ectonucleotidase activities in PC after inhibitory
avoidance training (Pereira et al., 2001), which is indirect, but not conclusive, evidence that adenosine levels
are increased at this time. As pointed out by Minor et al. (2001), adenosine may be released as a
compensatory response to the high neuronal activity that occurs during stressing events, protecting the
neurons against excitotoxic damage.

In summary, the present study provides support for an inhibitory modulation of A; receptors in PC
in both STM and LTM for inhibitory avoidance learning in rats. Further studies are necessary to clarify the
mechanisms by which DPCPX facilitates retention and their relevance to the understanding of memory

processing.
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LEGENDS TO FIGURES

FIG. 1. Schematic drawing of rat brain section at coronal plane A - 0.58 cm from the atlas of Paxinos and
Watson (1986) showing (stippled) the extension of the area reached by infusions into PC. The figure
illustrates a composite of all infusions given on both sides. The maximum extension reached by any
individual infusion was less than 1 mm’ in the animals with correct infusion placements. Infusions were

restricted to areas 29 a, b, and c (retrosplenial granular, RSG).



FIG. 2. Medians (interquartile range) of retention scores of training (white bars) and test sessions for STM
(gray bars) and LTM (hatched bars) in groups bilaterally infused into PC, immediately after training, with
(A) DPCPX (1nM, 25nM, or 50 nM) in DMSO 20% (VEH) or VEH, or (B) CPA (1nM, 50nM, or 100 nM)
in phosphate buffered saline (SAL; pH 7.4; 15mM CaCl,) or SAL. Asterisk indicates statistical significance
in the Mann-Whitney U test, two-tailed, at p < .05, respectively, from the respective control group (in this

case, VEH). N =22 and 18 in SAL and VEH, respectively.
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I11. DISCUSSAO

Estudos anteriores realizados em nosso laboratorio mostraram a participagdo de ectonucleotidases
em hipocampo, cortex entorrinal e cortex parietal de ratos submetidos a tarefa de esquiva inibitoria (BONAN
et al, 1998, BONAN et al, 2000). No entanto, ndo haviam sido feitos estudos sobre as ectonucleotidases em
outras estruturas corticais como cortex cingulado e cortex pré-frontal, embora ja estivesse bem documentada
a participacdo destas estruturas na consolidacdo da memoéria (MELLO & SOUZA et al, 1999, MELLO &
SOUZA et al, 2000). Sendo assim, investigamos a participagdo das ectonucleotidases na memoria da tarefa
de esquiva inibitéria em cortex cingulado e cortex pré-frontal de ratos.

No capitulo 1 desta dissertagdo, obtivemos resultados que demonstraram que as alteragdes na
atividade de ectonucleotidases sinaptossomais de cortex cingulado anterior (CA), cortex cingulado posterior
(CP) e area pré-central medial (FR2) podem estar relacionadas com o estresse promovido pela tarefa de
esquiva inibitdria. Além disso, observamos também um aumento na hidrolise de ATP e ADP dependente do
aprendizado em cortex cingulado posterior e anterior de ratos, respectivamente.

Em nossos experimentos, tinhamos dois grupos de animais que recebiam choque, sendo que um dos
grupos era exposto previamente ao treino na tarefa de esquiva inibitéria, permanecendo alguns segundos em
uma plataforma, antes de receber o choque (IA) e o outro grupo recebia somente o choque (IF). Ambos os
grupos tiveram alteracdes nas atividades ectonucleotidasicas de cortex cingulado e FR2 quando comparados
a um terceiro grupo de animais que nio recebeu qualquer tipo de choque ou treino (naive). Sendo assim, este
efeito muito provavelmente ndo estd associado a consolidagdo da memoria, mas a mudangas neuroquimicas e
neurohumorais induzidas pelo estresse promovido pelo choque.

Quando os animais sdo expostos a tarefa de esquiva inibitoria sdo acionados dois componentes
importantes, os estimulos condicionados (CS, do inglés conditioned stimulus), promovidos pela estada do
animal na plataforma e a posterior aplicacdo do choque, e os estimulos incondicionados (US, do inglés
unconditioned stimulus), promovidos somente pelo choque. Considerando que as mudangas enzimaticas
observadas em IA e IF ndo foram observadas no grupo naive parece que o componente responsavel por estas
alteragdes é o US, ja que IA e IF receberam choque.

No entanto, ¢ pouco provavel que as alteragdes encontradas neste estudo correspondam ao
aprendizado por medo contextual, pois sdo necessarios no minimo trés a cinco choques de 0.4-0.5 mA para

detectar tal condicionamento (ALONSO et al, in press).



De fato, a modulacdo da memoria por mudangas neurohumorais em IA estd relacionada ao estresse
causado por estimulos incondicionados, como tem sido previamente descrito (IZQUIERDO & McGAUGH,
2000; IZQUIERDO & MEDINA, 1997a). Isto indica que um choque médio (3.0 s, 0.4 mA), ¢é suficiente para
promover mudangas especificas na hidrdlise de ATP e ADP em CA, CP e FR2.

Fortes evidéncias tém demonstrado que o estresse aumenta a atividade de uma variedade de
neurotransmissores modulatorios em varias regioes cerebrais (ENRICO et al., 1998; HEINSBROEK et al,
1990; ISHIZUKA et al., 2000, JEDEMA & MOGHDDAM, 1997, MARK et al, 1996). Interessantemente,
um estresse médio como, por exemplo, a manipulagdo por 30 segundos, inje¢des de salina, compressdo do
rabo do animal (ADELL et al., 1997) ou um choque médio como o utilizado neste trabalho, sdo suficientes
para alterar a neuroquimica do cortex pré-frontal de ratos.

Desde que o CA esta envolvido na cognig¢do da nocicepgdo (na antecipagdo a dor, por exemplo)
(KOYAMA et al., 1998), nds ndo podemos descartar a possibilidade de que as mudancas na hidrélise de ATP
em CA, mas ndo em FR2, possa ter ocorrido devido ao processamento da dor, mais do que a um efeito
especifico do estresse.

Interessantemente, foi proposto por BURNSTOCK (1996) e revisado por HAMILTON &
McMAHON (2000) que o ATP pode ser considerado um mediador da dor, ou seja, a liberagdao de ATP por
diferentes tipos de células esta relacionada com o inicio da dor devido a sua agdo nos purinoreceptores
localizados em terminais nervosos sensoriais. Sendo assim poderiamos inferir que o aumento na hidrélise de
ATP em CA poderia ser um mecanismo de desativagdo desta molécula, a qual estaria envolvida no
processamento da dor.

Além disso, foi também observado no capitulo 1 que as ectonucleotidases estdo envolvidas, pelo
menos em parte, na consolidacdo da memoria para esquiva inibitéria em cortex cingulado de ratos. Nos
observamos que a hidrolise de ATP e ADP foi significativamente aumentada, imediatamente apos a sessao de
treino em esquiva inibitoria, em cortex cingulado posterior (CP) e anterior (CA), respectivamente.

Crescentes evidéncias tém indicado que o CP é um importante mediador dos processos envolvidos
na memoria em varias espécies de mamiferos tais como ratos (MELLO & SOUZA et al., 1999), coelhos
(GABRIEL et al., 1988) ¢ humanos (MADDOCK, 1999). Interessantemente, a ligacdo de [*H]DPCPX, um
antagonista de receptores A; de adenosina, ¢ mais intensa na parte inferior do CP (SVENNINGSSON et al.,

1997), justamente onde a LTP e a LTD sao observadas (HEDBERG & STANTON, 1995).



Existem evidéncias mostrando que o CA estd envolvido na consolida¢do da memoria (RIEKKINEN
et al., 1995). Similarmente ao CP, a ligaco de [PH]DPCPX aos receptores A; ¢ mais intensa na parte mais
inferior do CA (SVENNINGSSON et al., 1997), onde a LTP é observada (GOLD, 1986).

Em hipocampo, estimulagdes com alta, mas ndo com baixa freqiiéncia das fibras de Schaffer (LTP)
liberam ATP, o qual é degradado até¢ adenosina (CUNHA et al, 1996b). O ATP age como um
neurotransmissor e/ou como substrato para a fosforilagdo de ecto-proteinas, produzindo mudangas na
plasticidade sinaptica (WIERASZKO & EHRLICH, 1994). A remogdo do ATP poderia prevenir a
modificagdo de um grande nimero de sinapses, permitindo que somente sinapses adequadas fossem
modificadas por mecanismos do tipo LTD e LTP.

Esta bem demonstrado na literatura que a adenosina atenua a LTD e inibe a LTP através dos
receptores A; (de MENDONCA, 1997). Nossos resultados sugerem um aumento nos niveis de adenosina
apods o treino em esquiva inibitéria. Por esta razdo, os receptores A; em CP poderiam ser ativados com o
objetivo de modular este processo.

Além disso, os estudos dos efeitos do ATP incluem os efeitos de seus metabodlitos tais como a
adenosina. Na transmissdo glutamatérgica o estudo dos efeitos do ATP sdo dificeis ja que ha uma rapida
conversdo do ATP em adenosina (DUNWIDDIE et al., 1997; CUNHA et al., 1996a; CUNHA et al., 1998), a
qual causa uma intensa inibicdo da transmissdo sindptica em diferentes areas do sistema nervoso central
(CUNHA & RIBEIRO, 2000). Isto leva a conclusdo de que se o ATP tem qualquer efeito sobre a transmissao
glutamatérgica, este efeito ¢ mediado pela adenosina e pode ndo envolver a ativacdo dos receptores P2, ja que
este neurotransmissor ¢ rapidamente metabolizado até adenosina (CUNHA et al., 1996a; CUNHA et al.,
1998; LEE et al., 1981; STONE & CUSACK, 1989; MENDONZA-FERNANDEZ et al., 2000). Assim,
existe uma proposta de que os efeitos do ATP sobre o fendmeno da plasticidade sindptica na transmissao
glutamatérgica possam ser responsaveis pela atividade de uma ecto-proteina quinase (EHRLICH &
KORNECKI, 1999). Além disso, a adenosina pode exercer seus efeitos inibitorios na transmissdo sinaptica
pela inibigdo do receptor de glutamato do tipo NMDA (N-metil-D-aspartato) (dle MENDONCA & RIBEIRO,
1997). A concomitante ativacdo dos receptores NMDA e bloqueio dos receptores A; induzem LTP em
hipocampo de ratos (de MENDONCA & RIBEIRO, 2000). Em contraste, a LTD observada na presenga do
bloqueio dos receptores A; ndo é dependente da ativagdo dos receptores NMDA (de MENDONCA &

RIBEIRO, 2000).



Além da transmissao glutamatérgica, outros sistemas de transmissdo podem envolver a participacao
de ATP. A infusdo de muscimol, agonista de receptores GABA 4, em cingulado posterior, imediatamente e 90
minutos apo6s a sessdo de treino em esquiva inibitdria, teve um efeito amnésico sobre a consolidacdo da
memoria de ratos (MELLO & SOUZA et al, 1999). Isto indica que o CP ¢ sensivel ao sistema GABAérgico.
Sabe-se que o ATP aumenta a transmissdo gabaérgica em culturas de neur6nios hipocampais de ratos
(INOUE et al., 1999). Poderiamos entdo supor que o aumento na hidrdlise de ATP em sinaptossomas de CP
poderia ser um mecanismo de remogdo rapida deste neurotransmissor, impossibilitando sua agdo sobre o
sistema GABAérgico, o qual, sendo ativado, promoveria um efeito amnésico na consolidacdo da memoria
para esquiva inibitoria.

No entanto, estudos mais aprofundados s@o necessarios para confirmar se (1) a hidrolise aumentada
de ATP em CP proporciona niveis de adenosina suficientes para modular os eventos da consolidagdo da
memoria e se (2) o aumento da hidrolise de ATP promoveria sua indisponibilidade na fenda sinaptica, o que
poderia prevenir sua agdo excitatoria por si s6 ou sua influéncia sobre os sistemas glutamatérgicos e
GABAZérgicos, a qual estaria diminuida.

Curiosamente, as atividades ectonucleotidasicas de cortex cingulado de ratos submetidos a tarefa de
esquiva inibitoria tém uma resposta oposta a das atividades encontradas em hipocampo e cortex entorrinal,
nas quais a hidrolise de ATP e ADP foi diminuida (BONAN et al, 1998; BONAN et al., 2000).

Um outro aspecto relevante € o fato de existir uma co-expressdo de uma ecto-ATPase e de uma ecto-
ATP difosfoidrolase (ectoapirase) em cérebro de ratos (KEGEL et al., 1997). Estudos complementares tém
demonstrado que a ecto-ATPase e a ecto-apirase podem ser diferentemente distribuidas com fungdes
especializadas e diferenciadas em distintas regides de um mesmo tecido (LEWIS-CARL & KIRLEY, 1997).
As diferencas observadas na hidrélise de ATP e ADP em sinaptossomas de CP e CA sugerem que as duas
enzimas que hidrolisam nucleotideos extracelulares podem estar envolvidas nos efeitos encontrados. O
aumento na hidrélise de ATP em sinaptossomas de CP pode envolver uma ecto-ATPase, enquanto o aumento
na hidrdlise de ADP em sinaptossomas de CA pode corresponder & atividade de uma ecto-apirase. Estes
resultados podem indicar uma compartimentalizagdo funcional da hidrolise de nucleotideos e sugere que
estas enzimas podem estar diferentemente envolvidas em distintas regides do cortex cingulado.

Considerando os resultados obtidos no capitulo 1 onde houve o aumento na hidrélise de ATP ¢ ADP

em sinaptossomas de CP e CA, sugerindo um possivel aumento na concentra¢ao de adenosina nestas regides,



verificamos a influéncia de agonistas e antagonistas de receptores de adenosina nas memorias de curta (STM)
e de longa (LTM) durag@o na tarefa de esquiva inibitoria.

O CP, por possuir uma posigdo estratégica no circuito Papez, intermediando a sinalizagdo entre o
hipocampo e o isocortex, deve conferir grande importancia nos processos mnemonicos. Por sinal, o isocortex
como um todo recebe informag¢des do hipocampo apenas por dois locais, o cortex pré-frontal ou o cortex
cingulado posterior (BEAR et al., 1995). Ja que os nossos resultados referentes ao aprendizado foram
observados apenas em CA e CP, e tendo em conta que o CP parece ser o mais requisitado nos processos
mnemonicos, utilizamos esta area como alvo de nossos proximos estudos.

Além disso, optamos por estudar os receptores Aj, ja que existem resultados demonstrando que ha
uma alta marcacao para receptores A; em CP (SVENINGSSON et al., 1997).

Entao, neste estudo procedemos intrafusdes de analogos de adenosina em CP, imediatamente apods o
treino em esquiva inibitdria.

Os resultados obtidos no capitulo 2 demonstraram que a intrafusdo de DPCPX, um antagonista de
receptores A;, em CP, na concentragdo de 50 nM, aumentou significativamente a reten¢do da tarefa em
ambas, STM e LTM.

Além disso, a administragdo de CPA, um agonista de receptores A; de adenosina, ndo alterou ambas,
STM e LTM, em nenhuma das concentragdes testadas. E importante salientar que DPCPX ¢ CPA foram
utilizados em doses especificas para receptores A, desde que eles sdo, respectivamente, 727 e 680 vezes
mais potentes no bloqueio ou ativagdo de receptores A; do que receptores A,, indicando que nossas doses ndo
foram suficientes para afetar os receptores A,.

De fato, alguns trabalhos demonstraram que os receptores A; modulam a memoria aversiva
(NORMILE & BARRACO, 1991; OHNO & WATANABE, 1996; ZARRINDAST & BIJAM, 1994),
mostrando que seus agonistas podem prejudicar a memoria. No entanto, em alguns destes trabalhos, ndo ¢
possivel descartar a hipotese de que a aquisicdo da memoria nédo foi afetada ja que as drogas foram aplicadas
antes do treino. Além disso, em todos estes estudos as drogas foram administradas sistemicamente, sugerindo
que outras regides além do CP (por exemplo, o hipocampo) foram afetadas e podem ter contribuido para o
efeito amnésico. Interessantemente, os antagonistas de adenosina facilitaram a reten¢do ou preveniram os
efeitos amnésicos da escopolamina na tarefa de esquiva passiva (PITSIKAS & BORSINI, 1997).

O CP pode armazenar informagdes através de mecanismos dependentes de plasticidade sinaptica,

tais como LTD e LTP (HEDBERG & STANTON, 1995). A adenosina modula a LTP, sendo que agonistas e



antagonistas de receptores A; diminuem e aumentam a LTP em preparagdes hipocampais, respectivamente
(ARALI et al., 1990; de MENDONCA & RIBEIRO, 1990). A presenga de DPCPX em fatias hipocampais
aumenta a LTP em 100% (de MENDONCA & RIBEIRO, 2000), provavelmente porque ha o bloqueio da
inibicdo da liberagdo de neurotransmissores excitatorios mediada por receptores A; Além disso, o efeito
sobre a LTP do bloqueio dos receptores A; foi completamente prevenido pela adicdo de um seletivo
antagonista de receptor competitivo de NMDA, o AP5 (de MENDONCA & RIBEIRO, 2000). Subentende-se
entdo que, a LTP, a qual ¢ inibida por adenosina enddgena agindo sobre os receptores A;, mas que ¢é
observada na presenca de DPCPX, é em grande parte dependente da ativacdo de receptores NMDA (de
MENDONCA & RIBEIRO, 2000).

A estimulacdo poés-sinaptica de receptors A; causa hiperpolarizagdo de neurdnios piramidais
hipocampais por ativagdo de canais de K', levando a inibi¢io das respostas sinapticas mediadas por NMDA
(de MENDONCA & RIBEIRO, 1993). Entdo, o efeito inibitorio sobre a transmissdo glutamatérgica
excitatoria via NMDA seria a explicacdo para os mecanismos pelos quais a estimulagdo dos receptores de
adenosina A; suprime a indugdo da LTP hipocampal (de MENDONCA & RIBEIRO, 1990).

Além disso, a inibigdo da fosforilagdo pela proteina quinase A (PKA) dos receptores NMDA pode
ser o mecanismo pelo qual os receptores A inibem a ativagdo dos receptores NMDA (de MENDONCA et
al., 1995, CONSTENLA et al, 1999). O bloqueio dos receptores A; em CP pode interferir na tarefa de
esquiva inibitoria como resultado das intera¢des funcionais entre a neurotransmissao via NMDA e receptores
A;. Interessantemente, imediatamente pos-treino a inibigdo da atividade de PKA em CP ¢ amnésica para
ambas STM e LTM em esquiva inibitoria (SOUZA et al., 2001), mostrando que esta enzima ¢ importante
para a consolidagdo da memoria em CP na tarefa de esquiva inibitoria.

Entretanto, o DPCPX pode também facilitar a consolidagdo da memoria via uma interagdo entre os
receptores A; e Ajya, ja que estes receptores sao co-localizados em varios tecidos (SEBASTIAO & RIBEIRO,
2000). No hipocampo, as respostas excitatorias dos receptores A,, sdo aumentadas na presenca de
antagonistas de receptores A; (CORREIA-DE-SA & RIBEIRO, 1994).

Também ¢ interessante lembrar que existe um aumento da atividade de ectonucleotidases em CP
apos o treino em esquiva inibitoria, o qual € uma indireta, embora ndo conclusiva evidéncia de que os niveis
de adenosina sdo aumentados apds o treino em esquiva inibitoria. Sendo assim, na intrafusdo de CPA, os
receptores A; poderiam estar saturados por este agonista e pela adenosina enddgena. Por este motivo nao

observamos alteracdes na memoria destes animais. Ja na intrafusdo de DPCPX, obtivemos a facilitacdo da



memoria dos ratos submetidos a tarefa de esquiva inibitoria possivelmente devido ao fato do DPCPX ser
mais lentamente removido dos tecidos onde ele ¢ administrado (TUMMLER & DUNWIDDIE, 2000). O
DPCPX tem afinidade subnanomolar pelos receptores A; ¢ é removido do tecido lentamente. Em estudos
onde foram aplicadas estimulag¢des persistentes em fatias hipocampais de ratos, ndo foi observada a reversao
do efeito do DPCPX, que ¢ a de induzir estimulagdo persistente, provavelmente pelo fato deste antagonista de
receptores A, ser altamente soltivel em lipidios (TUMMLER & DUNWIDDIE, 2000).

Diante destas evidéncias, estudos futuros contribuirdo para possiveis confirmagdes destas hipoteses
que tentam explicar o envolvimento das ectonucleotidases, da adenosina e de seus receptores na modulagdo

da memoria em CP, CA e FR2 de ratos submetidos a tarefa de esquiva inibitéria em ratos.

IV. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados apresentados neste trabalho nos permitem observar que o sistema purinérgico esta
envolvido no processamento da memoria para esquiva inibitéria em cortex cingulado anterior (CA),
posterior (CP) e area pré-central medial (FR2) de ratos submetidos a esta tarefa. Esta conclusdo esta
evidenciada nos resultados que demonstraram alteragdes nas ectonucleotidases sinaptossomais de CA e CP
apos o treino na esquiva inibitoria e na facilitagdo da memoria promovida pela administragdo de DPCPX,
antagonista de receptores A; em CP. Além disso, nossos resultados demonstraram que as ectonucleotidases
podem participar de eventos relacionados ao estresse promovido pela tarefa ja que elas apresentam-se
alteradas em CA, CP e FR2 de ratos submetidos ao choque. Portanto, nossos resultados permitem que

apresentemos as seguintes conclusdes:

1. A tarefa de esquiva inibitéria foi capaz de promover alteracdes nas hidrdlises de ATP e ADP em CP e
CA, respectivamente, demonstrando que o sistema de remocao destes nucleotideos, possivelmente esta

envolvido no processamento da memoria nestas regides.

2. O choque por si so6 foi capaz de alterar a hidrdlise de ATP nas regides do CA e do FR2 e a hidrolise de
ADP em CP e FR2, demonstrando assim que as ectonucleotidases podem estar alteradas sob situagdes

de estresse promovidas pelo choque.



3. O agonista de receptores Al, CPA, ndo foi capaz de alterar as memorias de curta e de longa duragdo em
CP nas concentragdes testadas possivelmente pelo fato destes receptores estarem saturados pela

adenosina enddgena.

4. O antagonista de receptores A;, DPCPX, facilitou a memoria de ratos submetidos a tarefa de esquiva
inibitéria quando na concentragdo de 50 nM. Este efeito facilitatorio pode estar relacionado ao fato de a

presenca deste antagonista impedir que os efeitos inibitorios dos receptores A; se manifestem.

V. PERSPECTIVAS
Diante dos resultados obtidos nesta dissertacdo de mestrado, pretendemos dar continuidade deste
estudo, no doutorado, tendo como objetivos iniciais:
1. Avaliar se o efeito do DPCPX, antagonista de receptores Al, na facilitagdio da memoria em
cingulado posterior de ratos submetidos a tarefa de esquiva inibitdria € via receptores NMDA. Para

isto, pretendemos administrar intrafusdes de APS, antagonista competitivo de receptores NMDA,



pré-treino. Assim poderemos avaliar se ird ocorrer ou nao uma reversdo do efeito facilitatério do
DPCPX sobre a memdria.

2. Investigar as possiveis fontes de adenosina além da proveniente da hidrolise de nucleotideos pelas
ectonucleotidases. Para isso, administraremos inibidores de adenosina deaminase, responsavel pela
metabolizagdo de adenosina e bloqueadores de transportadores de adenosina. Além disso
pretendemos utilizar um inibidor de ecto-5'nucleotidase, outra enzima chave para a geragdo de
adenosina a partir de AMP.

3. Iniciar estudos com os receptores Aya € As, utilizando analogos destes receptores.
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