UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL (UFRGS)
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE (ICBS)
CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS - FISIOLOGIA

ANNE KARINE BOSETTO FIEBRANTZ

ESTUDO DO PAPEL DOS RECEPTORES ADENOSINERGICOS NA RECONSOLIDACAO
TARDIA DE MEMORIA ESPACIAL DE LONGA DURACAO

Porto Alegre
2023



ANNE KARINE BOSETTO FIEBRANTZ

ESTUDO DO PAPEL DOS RECEPTORES ADENOSINERGICOS NA RECONSOLIDACAO
TARDIA DE MEMORIA ESPACIAL DE LONGA DURACAO

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia
do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul
como requisito parcial para a obtencao do titulo
de doutora em Fisiologia.

Orientador: Prof. Dr. Weber Claudio Francisco

Nunes da Silva.

Porto Alegre
2023



A flor mais linda do meu jardim,
Maria Clara, minha filha, vocé & perfume do Senhor.

Mamae te ama muito!



AGRADECIMENTOS

Quando comecei meu doutorado, jamais imaginaria tudo que aconteceria

nesses 4 anos, nesse momento passa um filme na minha cabeca.

Agradeco a Deus. Obrigada Pai por tudo que o Senhor fez, esta fazendo
e ainda vai fazer na minha vida. Sou grata pelas oportunidades, pelas
experiéncias, pelas vitorias e por todas as dificuldades. O Senhor é soberano,
onipresente, onisciente e onipotente. Tua vontade € boa, perfeita e agradavel.

Maravilhosas sdo as Tuas obras.

“Portanto eu lhes digo: Nao se preocupem com sua propria vida, quanto ao que comer
ou beber; nem com seu proprio corpo, quanto ao que vestir. Ndo é a vida mais importante que a
comida, e o corpo mais importante que a roupa? observem as aves do céu: ndo semeiam nem
colhem nem armazenam em celeiros; contudo, o Pai celestial as alimenta. Nao tém vocés muito
mais valor do que elas?” Mt 6:25-26.

Agradeco ao meu marido, companheiro, homem inquebrantavel. Obrigada
por ser mao forte e olhar amoroso. Obrigada por cuidar de mim, da nossa familia
e do meu coragcdo em tantos momentos que vivemos juntos, durante cada fase

da nossa vida. Te amo muito! Juntos até depois do fim!

“O amor é paciente, o amor é bondoso. Nao inveja, ndo se vangloria, ndo se orgulha.
N&o maltrata, ndo procura seus interesses, nao se ira facilmente, ndo guarda rancor. O amor nao
se alegra com a injustica, mas se alegra com a verdade. Tudo sofre, tudo cré, tudo espera, tudo
suporta” 1Cor 13:4-7.

Agradeco a minha filha Maria Clara, por existir e por me tornar mée. Sou
uma pessoa melhor, porque Deus me deu vocé no dia 20 de janeiro de
2022.Como cientista achava que sabia algo sobre a vida e vocé me mostrou tudo
diferente. Mas, tudo bem! Eu também achava que sabia o que era amor antes

de te conhecer. Te amo filha, infinitamente mais do que um dia poderia imaginar.
“Como é feliz quem teme o Senhor, quem anda em seus caminhos! Vocé comera do

fruto do seu trabalho e seré feliz e préspero. Sua mulher sera como videira frutifera

em sua casa,; seus filhos serdo como brotos de oliveira ao redor da sua mesa” Sl 128:1-3.
Agradeco aos meus pais, meus sogros, meus irmaos, cunhadas (os) pelo

carinho, palavras de incentivo e apoio das mais diferentes formas. Se hoje

consigo defender essa tese, cada um de vocés teve uma participacao Unica e

essencial em diferentes momentos.

“Quando um membro sofre, todos os outros sofrem com ele; quando um membro €
honrado, todos os outros se alegram com ele” 1Cor 12:26.



Agradeco ao Prof Weber por mais uma vez depositar sua confianca em
mim. Percorremos um caminho longo juntos, onde mais que um orientador,
ganhei um amigo que por tantas vezes desabafei. J4 te disse algumas vezes,
mas sua inteligéncia é uma inspiracdo. Tor¢co para que mais alunos tenham a
oportunidade de conhecer o cientista e ser humano que vocé é. Obrigada por

me escolher.

“O coragdo do que tem discernimento adquire conhecimento; os ouvidos dos sabios
saem a sua procura” Pv 18:15

Agradeco ao pessoal do laboratério onde compartilhamos tantas horas
juntos. Obrigada pelo auxilio nos experimentos, pela conversa leve e por todos
0S mates que tomamos juntos. Levo cada aprendizado e cada um de vocés no

meu coragao, contem comigo sempre.

“E melhor ter companhia do que estar sozinho, porque maior é a recompensa do
trabalho de duas pessoas. Se um cair, o amigo pode ajudéa-lo a levantar-se. Mas pobre do
homem que cai e ndo tem quem o ajude a levantar-se!” Ec 4:9-10

Agradeco ao financiamento da minha bolsa pela CAPES, pois em um
periodo de pandemia, seguido da minha gravidez e nascimento da minha filha,
pude contar com 0 meu salario. Sonho que um dia a pesquisa seja vista com
outros olhos no nosso pais e que reconhecam todo esforco que existe por tras
de um documento desse ou de um titulo conquistado.

Agradeco também ao PPG pelo olhar compreensivo, pela disposicao e

por toda capacitacdo que nos fornece.

Muito obrigada!
Anne Karine Bosetto Fiebrantz.



Devemos acreditar que somos talentosos em alguma coisa, e que essa
coisa, deve ser alcancada a qualquer custo.

Marie Curie

Mulher, cientista e primeira pessoa a ganhar o Nobel duas vezes.



LISTA DE ABREVIATURAS

AC - Adenilato ciclase

ADA - Adenosina desaminase

ADP - Adenosina difosfato

AK — Adenosina quinase

AMPA - Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol propiénico
ATP — Adenosina trifosfato

CA1, CA2 e CA3-Cornode Amon1,2ou3
CaMKII - Proteina cinase dependente de célcio/calmodulina isoforma Il
cAMP - Adenosilil monofosfato ciclico

CRE - Elemento responsivo ao cAMP

CREB - Proteina ligante ao CRE

DAG - Diacilglicerol

ENT — Transportador de nucleosideos

ERK1/2 — Proteina quinase regulada por sinal extracelular isoformas 1 e 2
GABA — Acido C- aminobutirico

GDP - Guanisilil difosfato

GTP — Guanisilil trifosfato

IMP - Inosina monofosfato

IPs— Inositol 3 fosfato

LAM - Labirinto aquatico de Morris

LTM — Memédria de longa duracao

LTP - Potenciacao de longa duracao

MAPK — Proteina quinase ativada por mitégeno
MRNA — RNA mensageiro

NOS - NO sintase

NTDases — Ecto — 5 — nucleotidases

PIP2 — Fosfatidil — inositol- bifosfato

PKA - Proteina quinase A

PLC - Fosfolipase C

PPSE - Potencial P6s-Sinaptico Excitatério
RAP1- Proteina associada a Ras, isoforma 1

Rsk?2 - Proteina quinase S6 — ribossomal isoforma 2



SNC - Sistema Nervoso Central
STM — Memodria de curta duracéo
UDP - Uridina difosfato

UTP - Uridina trifosfato



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Esquema dos processos relacionados a memoria. A etapa inicial para a
formacdo de uma memdria é a entrada dessas informagBes no respectivo sistema
mnemonico, seguida pela selecao dessas informacgdes, elegendo assim o que sera de
fato aprendido. ApGs a aquisicdo ocorre 0 armazenamento da mesma por um
determinado periodo de tempo, chamado de memdéria de curta duracdo, a qual pode
tornar-se ou ndo uma memoéria de longa duracdo pelo processo denominado
consolidacdo. Quando evocada, essa memoéria pode ser esquecida, extinta,
reconsolidada ou reforcada, de acordo com o uso e com os estimulos presentes durante
A EVOCAGAOD T8 MESIMB. i iiiiiiiiii et 14
Figura 2: Estrutura interna do hipocampo e suas principais conexdes. O cortex
entorrinal se comunica com o hipocampo através de duas vias principais, uma direta e
outra indireta. Na via direta a comunicacgéo se faz dos neurdnios da camada Ill do cortex
entorrinal, diretamente com os neurdnios de CA1l. Ja na via indireta, os neurénios da
camada lll do cértex entorrinal fazem sinapse com as células granulares do giro
denteado, que por sua vez fazem conexao com as células piramidais de CA3. Estes
axbnios conectam o subiculo e a CAL. Dentate gyrus: giro denteadoAdaptado de: (DE
MICHELE, 2015) ...t 16
Figura 3: Representacao das place cells ou células de lugar no cérebro de ratos
com um mapa de calor de acordo com a taxa de disparo de uma célula local registrado
no momento em que animal explorou um ambiente circular. As abreviagdes presentes
na figura sdo: HPC hipocampo; Sub = subiculo, RSC = cértex retrosplenial; PrS = pré -
ubiculo; PaS = parasubiculo; mEC = cértex entorrinal medial; CEl = cértex entorrinal
lateral; PFC = cortex pré-frontal; OFC = cortex orbitofrontal. Adaptado de (GRIEVES;
B | et A 0 1 S 19
Figura 4: Formacéo e captacdo de adenosina. A formagéo extracelular de adenosina
deriva da quebra dos seus precursores ATP, ADP e AMP por uma familia de enzimas
denominadas ectonucleotidases, na figura CD39 e CD73. Essa adenosina extracelular
€ convertida em inosina pela enzima adenosina desaminase. O transporte de adenosina
do meio extracelular para o meio intracelular é feito de acordo com o gradiente de
concentragcdo por meio dos transportadores de nucleosideos (ENTs). A formacao
intracelular de adenosina é via S-adenosil-homocisteina (SAH) através da enzima SAH-
hidrolase e também a partir de 5’AMP através de uma enzima endo-5-nucleotidase. Ja

0 consumo dessa adenosina intracelular pode ser feito tanto pela adenosina quinase,



que converte essa adenosina em 5’AMP ou pela adenosina desaminase que a converte
em inosina. Adaptado de: (BOREA et al., 2018) ........ccoovvvviiiiiiieeeeieeeccee e, 25
Figura 5: Distribuicdo dos receptores adenosinérgicos no Sistema Nervoso
Central. Olfactory bulb: bulbo olfatério. Amygdala: amigdala Striatumpallidal: ndcleo
estriado. Substantia nigra: substancia negra. Nucleus tractus solitarius: nucleo do
trato solitario. Cerebellum: Cerebelo. Thalamus: Talamo. Hippocampus: Hipocampo
Adaptado de: (SEBASTIAQ; RIBEIRO, 2009)........cccueieeeeieeeeeeeeeeeeeseeeeeeesessressesnnns 27
Figura 6: Organizagdo dos animais. ApOs a chegada, os ratos foram separados em
caixas com etiguetas de acordo com o grupo, em quantidade de 5 animais por caixa,
sendo essas forradas com maravalha esterilizada. Receberam agua e comida a vontade

em um ambiente climatizado entre 23 a 25 graus celsius. Fonte: Foto da propria autora.

Figura 7: Cirurgia estereotadxica para implantacdo de canulas-guia para a
administracao dos farmacos diretamente na regiéo de interesse, nesse caso a area CA1
do hipocampo dorsal, foi necessaria a realizacdo da cirurgia estereotaxica para a
implantacdo de cénulas-guia que seriam necessarias para 0s proximos passos do
experimento. A primeira agao cirargica € a exposicao do cranio do animal para que se
obtenha a confirmacéo visual do local do bregma, que serve como dire¢do para as
coordenadas de implantacéo. Apds, ocorre o0 posicionamento dos parafusos que servem
como suporte e sustentagdo para o capacete de acrilico. Neste caso utilizamos dois
parafusos, um anterior ao bregma e um posterior ao lamba, para diminuir a
probabilidade de queda destes capacetes, uma vez que 0s animais permaneceram com
0s mesmos durante aproximadamente 15 dias. Feito isso, as canulas sdo implantadas

e 0 capacete é construido com acrilico autopolimerizavel. Fonte: Foto da propria autora.

Figura 8: Desenho experimental para reconsolidacéo recente de memoria espacial
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Figura 9: Desenho experimental para reconsolidacdo remota de memdria espacial
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Figura 10: Aparato de infusdo. O aparato € composto por uma seringa Hamilton, um
tubo de polietileno e uma canula de infusdo. Apds a realizagdo do teste, a seringa
Hamilton foi carregada, o animal imobilizado e entdo feita a infuséo lentamente. Fonte:
(o] (o Jo F= W o o] o] F= =10 (o] - VAU PP PPPPPPPR 39
Figura 11:Infusé@o. Apoés a infusdo lenta de salina no caso do grupo controle ou das
drogas de interesse de acordo com o grupo do animal, a canula € deixada na luz da
canula guia por um tempo de 30 segundos, para evitar refluxo da droga. Fonte: Foto da

o]0 o] (T W= 10 | (o] - VAR 40



Figura 12: Infusédo bilateral intra CA1l dorsal de adenosina e do agonista
adenosinérgico A3 imediatamente pds-teste sem refor¢co afetou a reconsolidacéo
remotade memaoriade longaduracdo relativa atarefado LAM, conforme verificado
24 horas apés. O mesmo efeito ndo foi produzido quando essa memaéria remota
foi de longa duracdo remota, testada 5 dias ap6s esta reativacdo. Ratos com
canulas de infusdo implantadas bilateralmente mirando a regido CAl do hipocampo
dorsal foram treinados durante 5 dias na versdo espacial do LAM. 5 dias depois da
ltima sessao de treino, os ratos foram randomicamente designados para um grupo de
cinco grupos experimentais e submetidos a um teste de evocagao de 60 s na auséncia
da plataforma de escape. Os animais do grupo Naive ndo receberam infusdo (Naive,
barra preta). Os demais ratos receberam infusdo bilateral intra-CA1 (1,0 pl) de veiculo
(Salina, barra branca), de adenosina 10 nmol/lado (Adenosina, barra cinza), de CPA 10
nmol/lado (Agonista Ai, barra hachurada horizontal) ou HEMADO 10 nmol/lado
(Agonista As, barra hachurada vertical) imediatamente apés este teste de evocagdo sem
reforgco 5 dias pos-treino. A retengcdo da memoria foi verificada em um segundo teste de
60 s realizado 24 h apds o primeiro teste, e em um terceiro teste de 60 s realizado 5 d
apos o primeiro teste. Os dados estdo expressos como como a porcentagem de tempo
de nado gasto dentro do quadrante-alvo. O grupo Adenosina e Agonista Az, no teste 24
horas pos-teste sdo os grupos que apresentaram desempenho prejudicado em relagéo
ao percentual de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo. * p < 0,05, ** p < 0,01
vs. Salina, em teste de Dunnett ap6és ANOVA de uma via. Primeiro teste 5 d pds-treino:
F(4, 34) = 0,8639; Segundo teste 24 h pés-primeiro teste: F(4, 34) = 5,478; Terceiro
teste 5d pés-primeiro teste: F(4, 34) = 1,641. Todos o0s grupos diferiram
significativamente do porcentual tedrico de 25% em teste t de Student (linha tracejada)
(I R B oTo o [ (U] oo ) PP PP PPPPPPPPPPPPPP 44
Figura 13: O efeito amnésico induzido pela infusdo bilateral intra-CA1 dorsal de
adenosina imediatamente pds-teste sem refor¢co é parcialmente revertido por co-
infusdo com antagonista A1 e com antagonista A3. Ratos com canulas de infusdo
implantadas bilateralmente mirando a regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados
durante 5 dias na versao espacial do LAM. 5 dias depois da ultima sessao de treino, 0s
ratos foram randomicamente designados para um grupo de cinco grupos experimentais
e submetidos a um teste de evocacéo de 60 s ha auséncia da plataforma de escape. Os
animais do grupo Naive ndo receberam infusdo (Naive, barra preta). Os demais ratos
receberam infusdo bilateral intra-CA1 (1,0 pl) de veiculo (Salina, barra branca), de
adenosina 10 nmol/lado (Adenosina, barra cinza), de Adenosina 10 nmol + DPCPX 50
nmol/lado (Antagonista Ai, barra hachurada horizontal) ou Adenosina 10 nmol +

MRS3777 50 nmol/lado (Antagonista As, barra hachurada vertical) imediatamente apés



este teste de evocacdo sem reforco 5 dias pés-treino. A retencdo da memoria foi
verificada em um segundo teste de 60 s realizado 24 h apds o primeiro teste, e em um
terceiro teste de 60 s realizado 5 d apds o primeiro teste. Os dados estdo expressos
como como a porcentagem de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo.* p < 0,05
vs. Salina, em teste de Dunnett apés ANOVA de uma via. Primeiro teste 5 d pds-treino:
F(4, 42) = 1,164; Segundo teste 24 h pds-primeiro teste: F(4, 42) = 3,122; Terceiro teste
5d po6s-primeiro teste: F(4, 42) = 0,6615. Todos os grupos diferiram significativamente
do porcentual tedrico de 25% em teste t de Student (linha tracejada) (n = 10-18 por
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Figura 14: Infuséo bilateral intra CA1 dorsal de antagonistas Ale A3 imediatamente
pés-teste sem refor¢o ndo afeta a reconsolidacao remota de memoria de longa duracao
relativa a tarefa do LAM, conforme verificado 24 horas e 5 dias ap0s esta reativacao.
Ratos com canulas de infusdo implantadas bilateralmente mirando a regido CA1l do
hipocampo dorsal foram treinados durante 5 d na verséo espacial do LAM. 5 dias depois
da ultima sessao de treino, os ratos foram randomicamente designados para um grupo
de cinco grupos experimentais e submetidos a um teste de evocacdo de 60 s na
auséncia da plataforma de escape. Os animais do grupo Naive ndo receberam infusao
(Naive, barra preta). Os demais ratos receberam infusao bilateral intra-CAL (1,0 pl) de
veiculo (Salina, barra branca), de adenosina 10 nmol/lado (Adenosina, barra cinza), de
Adenosina DPCPX 50 nmol/lado (Antagonista Ai, barra hachurada horizontal) ou MRS
3777 50 nmol/lado (Antagonista As, barra hachurada vertical) imediatamente apds este
teste de evocagdo sem refor¢o 5 dias pos-treino. A retencdo da memoria foi verificada
em um segundo teste de 60 s realizado 24 h apds o primeiro teste, e em um terceiro
teste de 60 s realizado 5 d apds o primeiro teste. Os dados estao expressos como como
a porcentagem de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo* p < 0,05 vs. Salina
em teste de Dunnett apés ANOVA de uma via. Primeiro teste 5 d pos-treino: F(4, 37) =
0,6432; Segundo teste 24 h pds-primeiro teste: F(4, 37) = 3,201; Terceiro teste 5d pos-
primeiro teste: F(4, 37) = 0,6534. Todos os grupos diferiram significativamente do
porcentual tedrico de 25% em teste t de Student (linha tracejada) (n= 10- 12 por grupo).

Figura 15: O efeito amnésico da reconsolidacdo recente de memoéria de longa
duracdo recente e remota induzido pela infuséo bilateral intra-CA1 dorsal de adenosina
imediatamente pos-teste sem refor¢co € inibido por co-infusdo com lactacistina. Ratos
com cénulas de infusédo implantadas bilateralmente mirando a regido CA1 do hipocampo
dorsal foram treinados durante 5 dias na versdo espacial do LAM. 24 horas depois da
ltima sessao de treino, os ratos foram randomicamente designados para um grupo de

cinco grupos experimentais e submetidos a um teste de evocacéo de 60 s na auséncia



da plataforma de escape. Os animais do grupo Naive nédo receberam infusdo (Naive,
barra preta). Os demais ratos receberam infusdo bilateral intra-CA1 (1,0 pul) de veiculo
(Salina, barra branca), de adenosina 10 nmol/lado (Adenosina, barra cinza), de
Lactacistina (Lactacistina, barra quadriculada de fundo branco) ou Adenosina 10
nmol/lado + Lactacistina (Adenosina + Lactacistina, quadriculada de fundo cinza)
imediatamente apos este teste de evocacao sem reforco 5 dias pds-treino. A retencéo
da memodria foi verificada em um segundo teste de 60 s realizado 24 h apds o primeiro
teste, e em um terceiro teste de 60 s realizado 5 d apés o primeiro teste. Os dados estédo
expressos como como a porcentagem de tempo de nado gasto dentro do quadrante-
alvo.* p < 0,05 vs. Salina em teste de Dunnett apés ANOVA de uma via. Primeiro teste
24 h pos-treino: F(4, 46) = 1,300; Segundo teste 24 h pés-primeiro teste: F(4, 46) =
4,900; Terceiro teste 5d pos-primeiro teste: F(4, 46) = 5,836. Os outros grupos diferiram
significativamente do porcentual teérico de 25% em teste t de Student (linha tracejada)
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Figura 16: O efeito amnésico na reconsolidacdo remota de memoaria de longa
duracdo recente e remota induzido pela infuséo bilateral intra-CA1 dorsal de adenosina
imediatamente pos-teste sem reforgo é inibido por co-infusdo com lactacistina. Ratos
com canulas de infusdo implantadas bilateralmente mirando a regido CA1 do hipocampo
dorsal foram treinados durante 5 dias na verséo espacial do LAM. 5 dias depois da
Ultima sessao de treino, os ratos foram randomicamente designados para um grupo de
cinco grupos experimentais e submetidos a um teste de evocagéo de 60 s na auséncia
da plataforma de escape. Os animais do grupo Naive nao receberam infusdo (Naive,
barra preta). Os demais ratos receberam infusdo bilateral intra-CA1 (1,0 pl) de veiculo
(Salina, barra branca), de adenosina 10 nmol/lado (Adenosina, barra cinza), de
Lactacistina (Lactacistina, barra quadriculada de fundo branco) ou Adenosina 10
nmol/lado + Lactacistina (Adenosina + Lactacistina, quadriculada de fundo cinza)
imediatamente apds este teste de evocacao sem reforco 5 dias pés-treino. A retencao
da memdria foi verificada em um segundo teste de 60 s realizado 24 h apés o primeiro
teste, e em um terceiro teste de 60 s realizado 5 d ap6s o primeiro teste. Os dados estédo
expressos como como a porcentagem de tempo de nado gasto dentro do quadrante-
alvo.* p < 0,05 vs. em teste de Dunnett ap6s ANOVA de uma via. Primeiro teste 5 d pés-
treino: F(4, 38) = 0,6728; Segundo teste 24 h poOs-primeiro teste: F(4, 38) = 2,494;
Terceiro teste 5d pos-primeiro teste: F(4, 38) = 0,7719. Todos os grupos diferiram
significativamente do porcentual teérico de 25% em teste t de Student (linha tracejada)
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Figura 17: O efeito amnésico causado pelainfuséo intra-CA1 de rapamicina sobre

areconsolidacédo recente de memdéria de longa duracéo recente e remota é dose-



dependente. Ratos com canulas de infusdo implantadas bilateralmente mirando a
regido CAL do hipocampo dorsal foram treinados durante 5 dias na versao espacial do
LAM. 24 horas depois da ultima sessdo de treino, os ratos foram randomicamente
designados para um grupo de cinco grupos experimentais e submetidos a um teste de
evocacdo de 60 s na auséncia da plataforma de escape. Os animais do grupo Naive
ndo receberam infusdo (Naive, barra preta). Os demais ratos receberam infuséo
bilateral intra-CA1 (1,0 pl) de veiculo (Salina, barra branca), de rapamicina 1 pg/ul/lado
(Rapamicina 1 pg/pl, barra cinza claro), de rapamicina 5 pg/pl/lado (Rapamicina 5 pg/ul,
barra cinza escuro) imediatamente apés este teste de evocagédo sem refor¢co 24 horas
pés-treino. A retencdo da memodria foi verificada em um segundo teste de 60 s realizado
24 h apds o primeiro teste, e em um terceiro teste de 60 s realizado 5 d apds o primeiro
teste. Os dados estdo expressos como como a porcentagem de tempo de nado gasto
dentro do quadrante-alvo. * p < 0,05 vs. Salina em teste de Dunnett apés ANOVA de
uma via. Os outros grupos diferiram significativamente do porcentual tedrico de 25% em
teste t de Student (linha tracejada) (N =9 & 16 POr GrupP0). ......evvereurrmmrmmmmmnninnnnnnnnnnnnnes 56
Figura 18: O efeito amnésico sobre areconsolidacéo recente de memoériade longa
duracdo recente e remota causado pela infuséo intra-CA1 de rapamicina é dose-
dependente, e reversivel pela coadministracdo com o antagonista A3 MRS 3777.
Ratos com canulas de infusdo implantadas bilateralmente mirando a regido CAl do
hipocampo dorsal foram treinados durante 5 d na versao espacial do LAM. 24 horas
depois da Ultima sessdo de treino, os ratos foram randomicamente designados para um
grupo de cinco grupos experimentais e submetidos a um teste de evocacao de 60 s na
auséncia da plataforma de escape. Os animais do grupo Naive ndo receberam infuséo
(Naive, barra preta). Os demais ratos receberam infusao bilateral intra-CA1 (1,0 pl) de
veiculo (Salina, barra branca), de antagonista As 50nmol/lado (Anti As 50 nmol, barra
cinza), de rapamicina 1 pg/pl (Rapamicina 1 pg/pl, barra quadriculada de fundo branco)
ou rapamicina 1 pg/pl + antagonista A; 50 nmol/lado (Rapamicina 1 pug/ul + Antagonista
As 50 nmol, quadriculada de fundo cinza) imediatamente apds este teste de evocagéo
sem refor¢co 24 horas pés-treino. A retengdo da memoria foi verificada em um segundo
teste de 60 s realizado 24 h apGs o primeiro teste, e em um terceiro teste de 60 s
realizado 5 d ap6s o primeiro teste. Os dados estdo expressos como como a
porcentagem de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo. * p < 0,05 vs. Salina
em teste de Dunnett apés ANOVA de uma via. Primeiro teste 24 h p6s-treino: F(5, 66)
=0,6263; Segundo teste 24 h pos-primeiro teste: F(5, 66) =5,171; Terceiro teste 5d pos-
primeiro teste: F(5, 66) = 5,951. Todos os grupos diferiram significativamente do

porcentual tedrico de 25% em teste t de Student (linha tracejada) (n = 8 a 15 por grupo)



Figura 19: A administracdo dos farmacos foi realizada no hipocampo dos animais.
Um corte transversal foi realizando onde se pode observar na figura 19.A e 19.B a
infusdo realizada diretamente no hipocampo dos animais. Ja nos animais controles 19.C
e 19.D vemos a mancha azul na regido acima, no cortex occipital. ................couvvvnnnnn. 60
Figura 20:Infuséo bilateral intra CA1 dorsal de adenosina 24 horas ap0s a ultima sessao
de treino ndo prejudica a evocacdo de memdria de longa duracao relativa a tarefa do
LAM, conforme verificado 48 horas e 6 dias apds a Ultima sesséo de treino. Ratos com
canulas de infuséo implantadas bilateralmente mirando a regi&o CA1 do hipocampo
dorsal foram 68 treinados durante 5 d na verséo espacial do LAM. 24 h depois da ultima
sessdo de treino, os ratos foram randomicamente designados para um de dois grupos
experimentais. Adenosina (Ade 10 nmol/lado, barra cinza) ou veiculo (VEH, barra
branca) foi bilateralmente infundida (1,0 pl) na regido CA1 do hipocampo dorsal de ratos
24 horas pos-treino (INF). (A) Laténcia média de oito largadas por dia de treino de todos
0s ratos até a localizagcdo da plataforma de escape). (B e C) A retencao da memoria foi
verificada em um teste de 60 s realizado 48 h pds-treino, e em um segundo teste de 60
s realizado 6 d pds-treino. Os dados estdo expressos como médias (x EM) da laténcia
de nado até o local prévio da plataforma de escape (B) ou como a porcentagem de
tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo (C). N&o houve diferenca estatistica
entre 0s grupos, e todos 0s grupos apresentam porcentagem de tempo de nado gasto
dentro do quadrante-alvo significativamente maior que o porcentual tedrico de 25% em
teste t de Student.. (N =10 — 11 POF GrUPO)..uuuieeeiieeetiiiiee e e e e e e et e e e e e e e e eeerraa e e e 62
Figura 21: Infusdo bilateral intra CA1 dorsal de adenosina imediatamente pds-teste com
refor¢co ndo prejudica a reconsolidacéo recente de memoria de longa duracao relativa a
tarefa do LAM, conforme verificado 24 horas e 5 dias ap0s esta reativagdo. Ratos com
canulas de infuséo implantadas bilateralmente mirando a regido CA1 do hipocampo
dorsal foram 70 treinados durante 5 d na versao espacial do LAM. 24 h depois da Ultima
sessdo de treino, os ratos foram randomicamente designados para um de dois grupos
experimentais e submetidos a um teste de evocacdo de 60 s com a presenca da
plataforma de escape (R, barra preta). Adenosina (Ade 10 nmol/lado, barra cinza) ou
veiculo (VEH, barra branca) foi bilateralmente infundida (1,0 pl) na regido CA1 do
hipocampo dorsal de ratos imediatamente ap0s este teste de evocagdo 24 horas pos-
treino. (A) Laténcia média de oito largadas por dia de treino de todos os ratos até a
localizacdo da plataforma de escape). (B e C) A retencédo da memodria foi verificada em
um segundo teste de 60 s realizado 24 h ap4s o primeiro teste, e em um terceiro teste
de 60 s realizado 5 d ap6s o primeiro teste, ambos com a plataforma de escape ausente.
Os dados estao expressos como médias (+ EM) da laténcia de nado até o local prévio

da plataforma de escape (B) ou como a porcentagem de tempo de nado gasto dentro



do quadrante-alvo quando a plataforma de escape esteve ausente (C). Ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos, e todos 0s grupos apresentam porcentagem de
tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo significativamente maior que o
porcentual tedrico de 25% em teste t de Student.. (n = 6 PoOr grupo). ......ccceeeveeeerrennns 64
Figura 22: Infusdo bilateral intra CA1 dorsal de adenosina 3 horas pés-teste sem reforco
nao prejudica a reconsolidacdo recente de memdéria de longa duracéo relativa a tarefa
do LAM, conforme verificado 24 horas e 5 dias ap0s esta reativagdo. Ratos com canulas
de infus&o implantadas bilateralmente mirando a regido CA1 do hipocampo dorsal foram
treinados 72 durante 5 d na versao espacial do LAM. 24 h depois da ultima sesséo de
treino, os ratos foram randomicamente designados para um de dois grupos
experimentais e submetidos a um teste de evocacdo de 60 s ha auséncia da plataforma
de escape (P1, barra preta). Adenosina (Ade 10 nmol/lado, barra cinza) ou veiculo (VEH,
barra branca) foi bilateralmente infundida (1,0 ul) na regido CA1 do hipocampo dorsal
de ratos 3 h apoés este teste de evocacao 24 horas pds-treino. (A) Laténcia média de
oito largadas por dia de treino de todos os ratos até a localizagdo da plataforma de
escape). (B e C) A retengdo da memoria foi verificada em um segundo teste de 60 s
realizado 24 h ap6s o primeiro teste, e em um terceiro teste de 60 s realizado 5 d apés
o primeiro teste. Os dados estdo expressos como médias (+x EM) da laténcia de nado
até o local prévio da plataforma de escape (B) ou como a porcentagem de tempo de
nado gasto dentro do quadrante-alvo (C). Nao houve diferenca estatistica entre os
grupos, e todos os grupos apresentam porcentagem de tempo de nado gasto dentro do
guadrante-alvo significativamente maior que o porcentual teérico de 25% em teste t de
Student. (N= 6 — 8 POI GIUPO). c.oeeeeiiiiie e e ee e eeeeiee e e e e e e e et a e e e e e e e e e et e e e e e e e e eaaaaaaaaas 66
Figura 23:Infusdo bilateral intracértex occipital médio-lateral de adenosina
imediatamente poés-teste sem reforco ndo prejudica a reconsolidacdo recente de
memoria de longa duragao relativa a tarefa do LAM, conforme verificado 24 horas e 5
dias ap0s esta reativacdo. Ratos com canulas de infusdo implantadas bilateralmente
mirando 1 mm acima da 74 regido CA1 do hipocampo dorsal, ou seja, a regido cortical
occipital médio-lateral, foram treinados durante 5 d na versdo espacial do LAM. 24 h
depois da ultima sessao de treino, os ratos foram randomicamente designados para um
de dois grupos experimentais e submetidos a um teste de evocacao de 60 s na auséncia
da plataforma de escape (P1, barra preta). Adenosina (Ade 10 nmol/lado, barra cinza)
ou veiculo (VEH, barra branca) foi bilateralmente infundida (1,0 pl) na regido cortical
occipital médio-lateral de ratos imediatamente apds este teste de evocagdo 24 horas
pés-treino. (A) Laténcia média de oito largadas por dia de treino de todos os ratos até a
localizacdo da plataforma de escape). (B e C) A retengdo da memodria foi verificada em

um segundo teste de 60 s realizado 24 h ap6s o primeiro teste, e em um terceiro teste



de 60 s realizado 5 d ap6s o primeiro teste. Os dados estdo expressos como médias (+
EM) da laténcia de nado até o local prévio da plataforma de escape (B) ou como a
porcentagem de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo (C). Nao houve
diferenca estatistica entre 0s grupos, e todos 0s grupos apresentam porcentagem de
tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo significativamente maior que o

porcentual tedrico de 25% em teste t de Student. (n = 6 — 7 por grupo)...........cceeveeees 68
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RESUMO

Atualmente ndo h& estudos que descrevam o papel dos receptores
adenosinérgicos na reconsolidacdo de memoria espacial de longa dura¢cdo como
um todo. Neste trabalho, elucidamos o papel da adenosina infundida
bilateralmente intra-CA1 na concentracdo de 10 nmol, imediatamente apds a
sessao de teste, com o objetivo de entender se a adenosina € capaz de causar
amnésia anterégrada para reconsolidagdo remota de memaria espacial de longa
duracéo recente e remota. O efeito da adenosina na reconsolidacdo remota de
memoria de longa duracdo recente foi mimetizado via agonista especifico As
(HEMADO), indicando ela exerce tal efeito via receptores As majoritariamente.
Mostramos também que seu efeito amnésico depende da ocorréncia de
degradacéo proteica e que o efeito amnésico da inibicdo de sintese protéica local

€ dependente da ativacdo de receptores As.

Palavras-chave: memoria, reconsolidacdo, adenosina, receptores

purinérgicos, LAM, water maze.
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ABSTRACT

Currently, there are no studies describing the role of adenosinergic receptors in
the reconsolidation of long-term spatial memory as whole. In this work, in
continuation of another, we elucidate the role of adenosine infused bilaterally
intra-CA1 at concentration of 10 nmol, immediately after the test session, with the
aim of understanding whether adenosine is capable causing anterograde
amnesia for remote memory reconsolidation recent and remote long-term space.
The effect of adenosine in remote reconsolidation of recent long-term memory
was mimicked via a specific A3 agonist (HEMADO), indicating once again that it
possibly exerts its effects via A3 receptors primarily. We also elucidate that exerts
its amnesic effect through protein degradation and probably in addition to a

decrease in protein synthesis.

Keywords: memory, reconsolidation, adenosine, purinergic receptos,
LAM, Water maze.
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| INTRODUCAO

.1 Memoria

Entendemos por memdéria a nossa capacidade de codificar, armazenar e
posteriormente evocar e utilizar, quando necessario, informacfes que uma vez
fomos expostos, sendo essa dinamica de formacdo da memoaria fundamental
para nosso processo adaptativo, para nossas reacées comportamentais e todo
0 nosso desenvolvimento (KANDEL et al., 2014; MCGAUGH, 2000; SQUIRE,
1986). A memoria tem grande importancia na formacédo da nossa personalidade
assim como da nossa interacao social, tornando imprescindivel o entendimento
da maneira como as informacfes sdo armazenadas (ALBERINI; LEDOUX,
2013).

O primeiro dos processos envolvidos na meméria é a aquisi¢cdo, que € a
entrada de qualquer informacao/evento que seja de alguma forma memorizavel
nos sistemas mnemonicos relacionados a memoria. Apos a entrada desses
eventos, 0S mesmos passam por um tipo de selecao, visto que o sistema de
memoria € um sistema com capacidade finita (LENT, 2010; ORLANDI et al.,
2020). Essa selecdo é feita pelas caracteristicas daquilo que estd sendo
aprendido, do quanto aquilo foi focalizado pela atencéo, da importancia sensorial
gue acompanhou a experiéncia e muitos outros fatores que determinam se esse
contelido vai ser memorizado de alguma forma ou ndo. Seguidamente a entrada
e selecdo desses eventos, o conteudo pode ser armazenado por diferentes
periodos de tempo, que vao desde alguns segundos até anos (FAN et al., 2022;
IZQUIERDO, 2018; MCGAUGH, 2000).

As informac¢Bes armazenadas por um curto periodo séo classificadas
como memoria de curta duracdo, que podem ou nao se tornarem uma memoria
de longa duracédo. O grande papel da memoria de curta duracdo € manter essa
memo©ria disponivel pelo tempo necessério até que ela se torne uma memoria de
longa duracéao (FAN et al., 2022; MCGAUGH, 2000). O processo que permite o
armazenamento de modo prolongado dessas informacbes é chamado de
consolidagdo da memoria, que é o momento em que héa estabilizacdo das redes
neurais relacionadas a uma lembranca (HALES et al.,, 2018; IZQUIERDO;
FURINI; MYSKIW, 2016; MCGAUGH, 2000; MORRIS, 2003; ORLANDI et al.,
2020).
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Caso essa memdria se torne uma memoria de longa duracédo e fique
disponivel para evocacéo por um longo periodo de tempo, a cada evocacao essa
memoria pode seguir alguns caminhos distintos, uma vez que ela se encontra
novamente em um estado de instabilidade (ALBERINI, 2011; IZQUIERDO;
FURINI; MYSKIW, 2016; ORLANDI et al., 2020) (Figura 1).

O armazenamento de uma memoria est4 diretamente relacionado a
quantidade de vezes que essa memodria foi de certa forma solicitada, assim,
aquelas informacdes que ndo tiveram uso durante algum periodo passam pelo
processo de esquecimento que é fisioldgico e necessario (NIKITIN et al., 2019).
Caso a informacéo apresentada no momento da evocacao seja exatamente a
mesma que estava presente durante o aprendizado, h4 apenas o refor¢o do traco
mnemonico aprendido. Porém, se no momento da evocacdo houver muita
diferenca entre o estimulo que estava presente durante o aprendizado e o
estimulo apresentado no momento da evocacao, dispara-se um processo
chamado de extincdo (Figura 1), e uma vez extinta a informacdo prévia, o
sistema reconhece a informacéo atual como nova e todos 0s processos de
consolidacédo ocorrem novamente (BLAKE et al., 2014; ORLANDI et al., 2020).

Memoria de
curta duracéo
Selegdo
Aquisicdo de
Entrada de v
informagaes informagées
Reforgco
Consolidagao T
/ Esquecimento
»  Memoria de _
2, —————————»
longa duracao Evocagéo
\ Reconsolidagdo
Extingéo

Figura 1: Esquema dos processos relacionados a memoria. A etapa inicial para a formacao
de uma memodria é a entrada dessas informacdes no respectivo sistema mneménico, seguida
pela selecdo dessas informagfes, elegendo assim o que serda de fato aprendido. Apds a
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aquisicdo ocorre o armazenamento da mesma por um determinado periodo de tempo, chamado
de meméria de curta duracéo, a qual pode tornar-se ou nao uma memoria de longa duracao pelo
processo denominado consolidagdo. Quando evocada, essa memoria pode ser esquecida,
extinta, reconsolidada ou reforcada, de acordo com o uso e com os estimulos presentes durante
a evocacao da mesma.

N&o obstante, se a informacéo for parcialmente diferente do apresentado
durante o aprendizado, dispara-se um processo distinto, chamado de
reconsolidacdo da memoria, que nada mais é do que a atualizagdo, adi¢éo ou
até mesmo a substituicdo de parte de uma informacdo antiga por parte da
informac&o nova, processo que é possivel devido a presenca de algum ou de
alguns estimulos no momento da evocacdo que previamente haviam
condicionado o aprendizado. (ALBERINI, 2005; IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW,
2016). A reconsolidacdo é o processo responsavel pela estabilizacdo dessa
memaoria novamente apds sua evocacdo nesta situacdo. (FURINI et al., 2020;
HALES et al., 2018; ORLANDI et al., 2020)

Apdbs descrever os paragrafos acima, percebemos que estudar memoéria
é fascinante por diversos motivos. Atribuimos a memdria a nossa capacidade de
lembrarmos daqueles que amamos, de realizarmos a nossas atividades de vida
diaria, de aprendermos informacgfes novas, excluirmos e atualizarmos aquelas
gue ndo nos representam mais de alguma forma. A memoéria nos da a liberdade
de sermos quem nos realmente somos e 0 que mundo exterior representa em

7

nos.

I.1.1. Localizacdo das memarias

Para que uma memdria realmente se forme e se expresse em pleno
funcionamento, ela requer a participacdo de diversas estruturas cerebrais. As
duas principais estruturas responsaveis pela formacdo e evocacdo das
memorias declarativas sdo intercomunicadas no lobo temporal medial, sendo
elas o hipocampo e o cértex entorrinal. (MUEHLROTH; RASCH; WERKLE-
BERGNER, 2020).

A area CAl do hipocampo protagoniza a formagdo de memorias
declarativas, e o sitio final de armazenamento dessas memorias €
majoritariamente o cortex cerebral (DUDAI, 2004; FAN et al., 2022). E dito que,

ao longo do tempo, com a consequente reativacdo dessas memorias, elas



16

passam por uma reorganizacdo dependente do cértex, consequentemente
independente do hipocampo (BROADBELT et al, 2022; LOPEZ
VASCONCELOS; CASSEL, 2008).

O cortex entorrinal e o hipocampo se comunicam através de duas vias
principais, sendo uma delas uma via direta e a outra uma via indireta. Pela via
direta ocorre uma comunicacao dos neurdnios da camada Il do cértex entorrinal
diretamente com os neurénios de CA1l. J4 pela via indireta, também conhecida
por via trissinaptica, ocorre a comunicacao dos neurdnios da camada Il do cortex
entorrinal com as células granulares do giro denteado. Essas entdo se projetam
nas vias musgosas, excitando as células piramidais de CA3 que finalmente
emitem axodnios pela via dos colaterais de Schaffer até as células piramidais
proximais de CAl (Figura 2). (IZQUIERDO, 2018; IZQUIERDO; FURINI;
MY SKIW, 2016; KANDEL et al., 2014)

Dentase

gyrus

Figura 2: Estrutura interna do hipocampo e suas principais conexdes. O cértex entorrinal
se comunica com o hipocampo através de duas vias principais, uma direta e outra indireta. Na
via direta a comunicacao se faz dos neurbnios da camada IIl do cdrtex entorrinal, diretamente
com os neurfnios de CAL. J4 na via indireta, os neurénios da camada Ill do cértex entorrinal
fazem sinapse com as células granulares do giro denteado, que por sua vez fazem conexao com
as células piramidais de CA3. Estes ax6nios conectam o subiculo e a CAl. Dentate gyrus: giro
denteadoAdaptado de: (DE MICHELE, 2015)

[.1.2 Classificagdo das memaorias

As memodrias podem ser classificadas quanto a sua fungéo, seu tempo de

duracdo e de acordo com as caracteristicas de seu contetudo.

Quanto a sua funcdo, a primeira classificacdo divide a memoéria em

memoria de trabalho (ou operacional) e memdéria de armazenamento. A memaria
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de trabalho é um tipo de processamento online de informacdes que permite que
processemos a informacédo a cada instante, pois ela nos ajuda a entender o que
estamos fazendo a cada momento, dando continuidade aos nossos atos
(IZQUIERDO, 2018). J4 a memdéria de armazenamento envolve todas as outras
memodrias, que sao o foco do presente trabalho.

A memoria de trabalho é processada pelo cértex pré-frontal anterolateral
e orbito-frontal, tendo conexdes com a amigdala basolateral e o hipocampo, e
tem como principal diferenga dos outros tipos de memoria o fato de néo deixar
tracos bioquimicos, pois sao informacgdes que sdo mantidas por um determinado
periodo e logo em seguida sdo esquecidas. O grande papel da memoria de
trabalho é realmente filtrar se as informacfes sdo novas ou ndo e se seréo Uteis
para aquele individuo (IZQUIERDO, 2018).

De acordo com a natureza do seu conteudo, a memaria pode ser dividida
em explicita ou implicita. A memoria explicita é aquela que pode ser declarada
comportamentalmente por nés humanos e por outras espécies de alguma forma,
seja por meio de acdo ou reacao a objetos ou até mesmo por dicas. Também é
conhecida como memodéria declarativa, podendo ser dividida em episédica e

semantica.

As memorias declarativas episédicas sao conhecidas também como
autobiogréficas, porque estéo relacionadas a vida do individuo, a sua vivéncia.
geralmente relacionada com eventos datados, como data de aniversario,
formatura, casamento etc. J& as memdrias semanticas sdo memorias mais
gerais, como por exemplo o conhecimento de disciplinas especificas, conexéo
de cheiros e lembrancas e entre outros. (IZQUIERDO, 2018; LENT, 2010).

Ja& a memoria implicita esta relacionada a informac¢des que ndo se podem
declarar e requer mais tempo para se formar, pois sao adquiridas de forma
pratica por tentativa e erro. Elas sdo subdivididas em memorias de
representacdo perceptual, de procedimentos, memorias associativas e nao
associativas. Como exemplos temos memodria cultural, memoria de habitos,

coordenacao motora e habilidades. (LENT, 2010).

Finalmente, quanto ao tempo de duracdo, as memorias podem ser

classificadas em memoria de curta duracdo e memoéria de longa duracdo. Essa
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classificacdo esta de acordo com o tempo em que essas memoarias vao estar de
certo modo disponiveis para serem lembradas. A memoaria de curta duracao dura
de alguns minutos até 6 horas ou o tempo necessario para que a memaoria de
longa duracado se consolide, e a memoria de longa duragcdo permanece por um
periodo mais duradouro podendo chegar a anos, sendo chamada entdo de
memoria remota .(IZQUIERDO, 2018; LENT, 2010; LOPEZ; VASCONCELOS;
CASSEL, 2008)

[.1.3 Memoéria espacial

A memoria espacial é responsavel pela capacidade de localizagdo em um
determinado local, de acordo com as dicas que esse ambiente apresenta, uma
vez que é possivel observar e memorizar as dicas presentes no ambiente,
construindo um mapa mental desse ambiente, sendo que esse processo inclui a
integracdo de varias vias mnemonicas e executivas que usamos diariamente
para exibir um comportamento de navegac¢do bem sucedido (JIMENEZ-RUBIO
et al., 2020).

A memoria espacial possui especial destaque em pesquisa
comportamental realizada em animais experimentais, uma vez que € o tipo de
memaoria com maior extrapolabilidade de resultados de tarefas mneménicas em
animais para humanos, pois assim como 0s animais, 0s humanos utilizam mapas
espaciais ndo apenas para localizacdo, mas também como um importante
substrato que integra o raciocinio em geral (HERWEG; KAHANA, 2018; LEON;
TASCON; CIMADEVILLA, 2016; MONCADA; BALLARINI; VIOLA, 2015;
SCHOENFELD et al., 2017).

O cérebro utiliza dois sistemas de navegacédo, um deles que utiliza pistas
referenciais externas ao organismo, chamada de navegacao alocéntrica, e outro
usando o proprio corpo como referéncia de movimento e sinais internos,
denominada navegacdo egocéntrica (VORHEES; WILLIAMS, 2015). A
navegacao alocéntrica envolve o hipocampo, o cortex entorrinal e as estruturas
adjacentes, sendo que varios experimentos comportamentais ja demonstraram
a importancia da formacao hipocampal para o aprendizado espacial, mostrando
que lesbes nessa area prejudicam gravemente a navegacao, reconhecimento e
a localizacao espacial (KOBAYASHI et al., 2003; MORRIS, 1984).
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No momento em que um rato estd em um determinado local, algumas
células hipocampais especificas disparam, células essas conhecidas como place
cells ou apenas células de lugar. Assim, toda vez que esse animal passar
novamente neste local, as mesmas células irdo disparar, indicando que ele ja
esteve naquele lugar anteriormente. Dessa forma, com a passagem em
diferentes locais e o consequente disparo de células hipocampais diferentes, o
animal pode elaborar um mapa preciso do local em que esta explorando (Figura
3) (KOBAYASHI et al., 2003; O'KEEFE; DOSTROVSKY, 1971).

Place cell

Figura 3: Representagao das place cells ou células de lugar no cérebro de ratos com um
mapa de calor de acordo com a taxa de disparo de uma célula local registrado no momento em
gue animal explorou um ambiente circular. As abreviagbes presentes na figura sdo: HPC
hipocampo; Sub = subiculo, RSC = cértex retrosplenial; PrS = pré -ubiculo; PaS = parasubiculo;
mEC = cértex entorrinal medial; CEIl = cértex entorrinal lateral; PFC = cértex pré-frontal; OFC =
cértex orbitofrontal. Adaptado de (GRIEVES; JEFFERY, 2017)
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Esta forma de memodria é avaliada em animais por muitos métodos, mas
predominantemente o labirinto aquatico de Morris atualmente € o paradigma
mais utilizado para se estudar a memoria espacial. Descrito desde 1981,
apresenta uma série de vantagens quando comparado a outras tarefas
comportamentais também utilizadas em estudos de memoria (D’HOOGE; DEYN,
2001; HALES et al., 2018; MORRIS, 1981). A primeira de suas vantagens é que
0s roedores sdo nadadores naturais, dessa forma descartando procedimentos
de pré-treinamento. Quando largados em um ambiente aquatico, a estratégia
usada €é o fato de que estes animais sdo altamente motivados a escaparem de
um ambiente aquatico, tendo como principal objetivo a busca por algum escape,
gue nesta tarefa consiste em uma plataforma. Uma vez que o0 mesmo encontre
essa plataforma, acaba escapando da &gua, assim o LAM trabalha com um
reforco positivo para esses animais, ao contrario de outras tarefas
comportamentais como o labirinto em Y, em T ou o labirinto de Barnes (BARNES
et al., 1990), que muitas vezes implicam em privacdo de agua ou comida,

levando a um reforgo negativo sobre esse animal (LOCCHI et al., 2007).

Outra de suas grandes vantagens é o fato de ser um labirinto de agua. Os
ratos sdo animais com o sentido do olfato extremamente sensivel e apurado,
assim, uma vez que trabalhamos com labirintos fora da agua, o processo de
limpeza entre um animal e outro deve ser muito rigido uma vez que o animal
seguinte tende a descobrir o local correto apenas pelo rastro de cheiro do animal
anterior. Quando o ambiente de treino e teste é feito dentro da agua, isolamos o
fator cognitivo (aprendizagem e memdria), pois 0s animais ndo conseguirao
guiar-se pelo cheiro do animal anterior e sim somente pelo seu proprio

desempenho mneménico (CHOI et al., 2006).

Além disso, outra vantagem da tarefa do LAM sao os parametros que sao
utilizados para indicar aprendizagem e memoriza¢do, fazendo com que os
resultados coletados da tarefa sejam apresentados de forma bastante robusta,
0 que € de grande valia em se tratando de tarefas comportamentais que em geral

possuem baixa reprodutibilidade (CHOI et al., 2006).

I.2 Consolidagdo da memoria
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Uma vez que as memdrias sdo adquiridas, elas ndo sdo armazenadas na
sua forma definitiva e isso faz com que essas lembrancas sejam susceptiveis a
interferéncias (MCGAUGH, 2000). Ap6s uma memdaria ter sido armazenada por
um curto periodo, ela pode se tornar uma memoria de longa dura¢éo por meio
de uma série de processos metabdlicos, que em conjunto correspondem a
consolidacéo. Diferentemente da memoria de curta duracdo, a memoria de longa
duracédo envolve alteracfes que ocorrem de forma permanente, que requerem o
periodo de pelo menos 3 horas (IZQUIERDO et al.,, 2006; MUEHLROTH,;
RASCH; WERKLE-BERGNER, 2020). Essas alteracdes ocorrem através da
mobilizacdo de segundos mensageiros e cascatas de transducéo de sinal que
convergem para a transcricado de novos RNA mensageiros e posterior traducdo
de novas proteinas, as quais serdo utilizadas na reestruturacdo das sinapses
envolvidas com os sinais dos neurotransmissores, dessa forma levando ao
aumento ou diminuicdo de vesiculas sindpticas juntamente com alteragdes nas
espinhas dendriticas poés-sindpticas, que resultardo em um aumento ou
diminuicdo da capacidade de geracdo de um potencial de acao pds-sinaptico
(ALBERINI; LEDOUX, 2013; ROESLER, 2017).

I.3 Reconsolidacdo da memaria

Durante muito tempo achava-se que uma memoria, uma vez estabilizada,
estaria armazenada em seu estado final insensivel a qualquer tipo de
perturbacao, ou seja, que a consolidacdo se tratava de um processo unitario, um
processo que dependia de um nivel de expressao génica por algumas horas e
que logo apés a memoria respectiva estaria estavel, portanto consolidada
(DAVIS; SQUIRE, 1984; MCGAUGH et al., 2005).

No entanto, conforme novas observacdes experimentais sobre a
estabilidade de uma memdria ja consolidada, verificou-se que, nho momento de
sua evocacao, uma memoria entrava em um estado labil mais uma vez, e o
processo que fazia com que essa memoaria retornasse ao seu estado estavel
novamente foi chamado de reconsolidacao (KILEY; PARKS, 2022; LEE; NADER,;
SCHILLER, 2017; NADER KARIM; SCHAFE GLENN E.; LE DOUX JOSEPH E.,
2000). Uma vez evocada, uma memoria pode ter alguns possiveis destinos,

sendo a reconsolidagdo um desses destinos.
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A reconsolidacdo consiste na atualizagdo da informacéo previamente
consolidada de alguma forma, seja com uma adi¢cdo ou uma substituicdo dos
dados antigos (ALBERINI, 2011). Além da reconsolidacdo, essa informacéo
pode cair em “desuso” e ser esquecida, ou pode ser disparado o processo de
extingdo (IZQUIERDO, 2018; LEE; NADER; SCHILLER, 2017; ORLANDI et al.,
2020). Quando falamos em consolidacdo da memaria entendemos que esse €
um processo que ocorre uma vez, ou seja, processa-se a informacao no sistema
(memodria de trabalho), entdo a memoria de curta duragéo a deixa disponivel por
um tempo suficiente até que a memdéria de longa duracdo possa ser formada.
Entretanto, uma vez consolidada a informacéo, observamos que ao longo da
vida desse individuo o processo que podera ocorrer inidmeras vezes € 0
processo de evocacao, que dependendo do contexto que disparou esta
evocacao, pode ser seguido pelo processo de reforgo (um fortalecimento do que
fora antes consolidado), ou de reconsolidacdo (uma nova consolidacdo com
atualizacdo do conteudo prévio), ou de extingdo (uma nova consolidacdo que
substitui o contetdo prévio por outro contextualmente conflitante). Em caso de
nao haver mais evocacdes, o0 traco mnemaonico pode decair de intensidade com

o tempo, caracterizando o esquecimento.

A grande vantagem funcional da reconsolidagdo € que ela nos da a
capacidade de atualizacdo, de responder de forma flexivel e adaptavel aos
ambientes de constante mudanca (DUDAI, 2002; DUDAI; EISENBERG, 2004;
LEE; NADER; SCHILLER, 2017). Estudos ja mostraram que a reconsolidacao
traz a possibilidade tanto de atualizacdo de conteudo fortalecendo o mesmo,
como também uma memdria pode ser enfraquecida através da reconsolidacdo
de acordo com a balanco excitatorio / inibitério que essa informacdo causa nos
sistemas relacionados a memoéria (ALBERINI; LEDOUX, 2013). Assim como a
consolidagéo, trata-se de um processo que depende de alteragdes permanentes,
porém com algumas diferencas moleculares e temporais. E um processo
dependente de sintese proteica que ocorre numa janela de tempo de mais ou
menos 3 horas (DUDAI; EISENBERG, 2004; KILEY; PARKS, 2022).

Algumas teorias sobre a reconsolidacdo tem sido proposta durante os
varios anos desde quando comecou a haver investigacdo sobre esse assunto. A

primeira hipétese é que, uma vez consolidada a memoria, quando ela é
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reativada, apenas as partes “novas” daquele conteudo € que passam pela

reconsolidacado, que sao estabilizadas novamente.

A segunda hip6tese é que quando essas memorias sdo reativadas, elas
automaticamente precisam ser estabilizadas novamente sendo que algumas
delas poderiam se perder durante o processo, permanente ou temporariamente,
como se isso fosse um preco a ser pago pela atualizacdo dessas memérias. E
uma terceira hipétese, que € bastante aceita e muito semelhante a segunda,
prediz que essas informacBes devem ser consolidadas novamente, porém
propde que toda a informacéo pode ser alterada caso se usasse algum inibidor
de sintese proteica, por exemplo (DUDAI; EISENBERG, 2004; KILEY; PARKS,
2022; LEE; NADER; SCHILLER, 2017). Assim, compreendemos a necessidade
de estudos para que se torne mais claro como realmente ocorre o processo de
reconsolidacdo, vias de sinalizacdo e neurotransmissores envolvidos neste

processo.
I.4 Sistema adenosinérgico

Varios sistemas neurotransmissores participam dos processos
relacionados a memdria, em maior ou menor grau, sendo que um desses
sistemas € o sistema adenosinérgico (BURNSTOCK; VERKHRATSKY, 2012;
GARCIA-GIL et al., 2021; SEBASTIAO; RIBEIRO, 2009).

A primeira evidéncia sobre o papel fisiol6gico da adenosina surgiu em
1927, quando foi determinado seu efeito no ritmo e na frequéncia cardiaca.
Desde entdo varios trabalhos das mais diferentes areas vém sendo publicados
descrevendo os mais variados efeitos fisiol6gicos da adenosina, e esclarecendo
seu papel tanto na homeostase quanto em patologias (BOREA et al., 2018;
BURNSTOCK, 2007).

A quantidade de energia € um dos parametros fundamentais para definir
o status do metabolismo primario das células, por isso é um dos primeiros
parametros a ser reajustado por qualquer estimulo estressante em qualquer tipo
de célula (CUNHA, 2005; WONG; ENGEL, 2023). A adenosina possui um grande
papel no que se refere ao metabolismo energético, tendo uma funcéo auxiliadora
/ protetora das células, principalmente em condi¢des estressantes que requerem

grande demanda de adenosina tri-fosfato (ATP), efeito esse explicado pela
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mudanca nas concentracdes de adenosina quando se aumenta o gasto de ATP.
Em condic¢des fisioldgicas, a concentracao de adenosina permanece entre 20 e
300 nM, aumentando em condi¢des fisiologicas extremas(BOREA et al., 2018;
CHEN, 2014-).

No sistema nervoso central (SNC), adenosina ndo atua como um
neurotransmissor classico, nem como um segundo mensageiro, mas atua como
um modulador em condic¢des fisiologicas, bem como participa da transmissao
singptica (CHEN, 2014-; GARCIA-GIL et al., 2021; IJZERMAN et al., 2022;
SACHDEVA; GUPTA, 2013).

A principal fonte de formacdo de adenosina extracelular € a
desfosforilacédo de seus precursores, ATP, ADP e AMP feita por uma cascata de
ectoenzimas, as ecto-5-nucleotidases (NTDase), e a formacado de adenosina
intracelular se da principalmente a partir da hidrélise de AMP e S-adenosil-
homocisteina (SAH) através das enzimas endo-5-nucleotidase e SAH-hidrolase,
respectivamente. Uma vez captada, a adenosina € transportada pelos
transportadores de nucleosideos (ENT) de acordo com a diferenca de
concentracdo do meio extracelular com o meio intracelular (Figura 4) (CUNHA,
2005; IJZERMAN et al., 2022; LATINI; PEDATA, 2001; SACHDEVA; GUPTA,
2013).

ApOs captacdo intracelular, a adenosina sofre desaminacdo pela
adenosina desaminase (ADA) levando a formacao de inosina, ou fosforilacédo
através da adenosina quinase (AK) dando origem ao AMP. Dessa forma a
adenosina apresenta uma meia-vida fisiolégica de 1 s. Quando analisada a
constante de Michaelis-Mentem dessas enzimas (Km ADA =45 e AK = 2), vemos
que a AK é o principal meio de transformacéo e eliminacdo da adenosina do
meio fisioldgico, sendo esses sistemas 0s principais responsaveis pela captacéo,
inativacdo e remocéao da adenosina (Figura 4) (BOREA et al., 2018; YANG et
al., 2021).
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Figura 4: Formac&o e captacdo de adenosina. A formacao extracelular de adenosina deriva
da quebra dos seus precursores ATP, ADP e AMP por uma familia de enzimas denominadas
ectonucleotidases, na figura CD39 e CD73. Essa adenosina extracelular é convertida em inosina
pela enzima adenosina desaminase. O transporte de adenosina do meio extracelular para o meio
intracelular é feito de acordo com o gradiente de concentragédo por meio dos transportadores de
nucleosideos (ENTSs). A formacéo intracelular de adenosina € via S-adenosil-homocisteina (SAH)
através da enzima SAH-hidrolase e também a partir de 5’AMP através de uma enzima endo-5-
nucleotidase. Ja o consumo dessa adenosina intracelular pode ser feito tanto pela adenosina
quinase, que converte essa adenosina em 5’AMP ou pela adenosina desaminase que a converte
em inosina. Adaptado de: (BOREA et al., 2018)

A adenosina exerce seus efeitos fisioldgicos através da ligacdo a uma
familia de receptores denominados receptores adenosinérgicos, sendo eles: Az,
Aza, A2p € As, todos ja clonados e farmacologicamente descritos. Todos eles
dispdem de uma caracteristica em comum: possuem um dominio central que
atravessa a membrana plasmaética sete vezes, no qual cada hélice tem de 20 a
27 aminoacidos e esta ligada por trés dominios intracelulares e trés alcas
extracelulares (BOREA et al., 2018; IJZERMAN et al.,, 2022; RALEVIC;
BURNSTOCK, 1998).

Esses receptores transmembrana sdo acoplados a uma proteina G, sendo
A1 e As acoplados a uma proteina G inibitéria e A2a e A2p a uma proteina G
excitatéria, dessa forma quando ativados 0s mesmos apresentam cascatas de
sinalizacao distintas tendo como segundo mensageiros o AMPc (adenosina 3',5'
monofosfato ciclico) ou a PLC (fosfolipase C)(Tabela 1)(CONSTANTINO et al.,
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2021; MERIGHI et al., 2021; SEBASTIAO; RIBEIRO, 2009; SINGH et al., 2022;

WONG; ENGEL, 2023).

Tabela 1: Classificagdo e mecanismo de acdo dos receptores de adenosina

Receptor Agonistas Antagonistas Mecanismos de Afinidade
transducéo com a
adenosina
A1 CCPA, R-PIA, PSB36, KW-3902, Gi 2| cAMP 1-10 nM
CPA, IBMECA, DPCPX, caffeine,
NECA theophylline
A2a CGS21680, SCH4424186, Gs 2 1 cAMP 30 nM
UK-432,097, ZM241385,
HE-NECA, SCH58261, DPCPX,
NECA, R-PIA, caffeine, theophylline
PSBO777
Azb NECA, BAY60- PSB-603, ZM241385, Gs/Gq> 1 cCAMP 1000 nM
6583, R-PIA, MRS 1754, DPCPX,
IB-MECA caffeine, theophylline
A3 Cl_IB-MECA, MRE3008F20,MRS Gi/Gq 2 | CAMP 100 nM
IB-MECA, 3777
MRS5698, MRS1523,DPCPX,
NECA, R-PIA, ZM?241385, caffeine,
HEMADO, theophylline
CGS21680

Esses receptores estdo amplamente distribuidos por todo o organismo,
incluindo o SNC (Figura 5), explicando dessa forma os efeitos significativos

causados nos mais diversos sistemas fisiologicos.
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Figura 5: Distribuicdo dos receptores adenosinérgicos no Sistema Nervoso Central.
Olfactory bulb: bulbo olfatério. Amygdala: amigdala Striatumpallidal: nucleo estriado.
Substantia nigra: substancia negra. Nucleus tractus solitarius: nlcleo do trato solitario.
Cerebellum: Cerebelo. Thalamus: Talamo. Hippocampus: Hipocampo Adaptado de:
(SEBASTIAO; RIBEIRO, 2009)

Durante a pesquisa de mestrado tivemos como principal objetivo
estabelecer qual era o efeito da adenosina na reconsolidacdo recente de
memoria de longa duracdo recente e remota, e quais receptores eram
responsaveis por tal efeito caso houvesse. Verificamos que a adenosina
blogueou a reconsolidacdo recente de memoria de longa duragcdo recente e
remota e que ela exerce seu efeito majoritariamente via receptor Az, com algum
efeito via receptor Ai. Dessa forma, na presente pesquisa pudemos direcionar

nossos estudos nesses receptores.
[.4.1 Receptor Adenosinérgico Az

Trata-se do receptor mais abundante e altamente expresso no SNC,
estando presente no neocortex, cerebelo, hipocampo e corno dorsal da medula
espinhal (Figura 5). A adenosina é o principal agonista dessa classe, mediando

seus efeitos através da ligacdo ao receptor e consequente inibicdo da enzima



28

adenilato ciclase, podendo também levar a ativacdo da fosfolipase C,
aumentando assim os niveis de inositol 1,4,5-trifosfato (IPs) e Ca?* intracelular,
que estimulam as proteinas cinases dependentes de calcio (PKC) e outras
proteinas de ligagdo ao calcio. (BOREA et al., 2018; HARVEY et al., 2012;
IJIZERMAN et al., 2022; SEBASTIAO; RIBEIRO, 2009; WONG; ENGEL, 2023)

Quando falamos em aplicacéo clinica, a ativagédo do receptor A1 diminui a
transmissdo excitatéria através da inibicdo do canal de célcio do tipo N e da
hiperpolarizagdo neuronal pela regulacdo da corrente de K*. Isso causa uma
reducdo na liberacdo de glutamato e inibicdo dos efeitos do receptor NMDA.
Esse efeito € benéfico em algumas patologias envolvendo o SNC incluindo
epilepsia, dor e isquemia. Nessa proposta, a adenosina é reconhecida como uma
molécula anticonvulsivante enddgena, capaz de reduzir a frequéncia de
potenciais de acao induzidos por estimulacéo elétrica através do registro desses
superexpressos (HARGUS et al., 2012).

1.4.2 Receptor Adenosinérgico As

O receptor Az € expresso em uma grande variedade de células e tecidos
e em niveis mais baixos no cérebro, estando presente em: células do talamo,
hipotalamo, hipocampo, cortex e ganglio da retina (Figura 5), bem como nos
terminais dos nervos motores. Sendo também expressos em microglia e
astrocitos (BOREA et al., 2018; SINGH et al., 2022).

Esses receptores também exercem um efeito inibitério por uma variedade
de vias de sinalizacdo intracelular acoplando-se preferencialmente as proteinas
Gi, pelas quais eles reduzem os niveis de cAMP, podendo se ligar também as
proteinas Gq (BOREA et al., 2018; SINGH et al., 2022).

Na clinica, embora ndo sejam tdo abundantes, esses receptores sédo
influentes em varias doencas neuronais. Na isquemia cerebral, por exemplo,
desempenham um papel protetor inicial em sinergia com o0s receptores Ai,
inibindo a transmissédo sinaptica excitatéria (BOREA et al., 2018; SINGH et al.,
2022; WONG; ENGEL, 2023).
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1.5 Objetivos

11.5.1 Objetivo Geral

Analisar, especificamente na area CA1 do hipocampo dorsal de ratos, o
efeito da adenosina sobre a reconsolidacdo remota da memoria espacial de
longa duragédo recente e remota, assim como 0s mecanismos intracelulares de
transducédo de sinal dos receptores adenosinérgicos A1 e Az que subjazem seus
efeitos bloqueadores sobre a reconsolidacdo remota de memoaria espacial de
longa duracéo recente e remota, adquirida na tarefa do labirinto aquatico de
Morris (LAM).

11.5.2 Objetivos especificos

11.5.2.1. Reconsolidacdo remota de memaoria espacial de longa duracao
recente e remota.

[1.5.2.1.1. Investigar o efeito de adenosina, infundida na dose de 10
nmol bilateralmente na area CA1 do hipocampo dorsal imediatamente apds uma
sessdo de teste ndo reforcada, realizada 5 d apds a sesséo de treino em LAM,
sobre a reconsolidacdo desta memoria 24 h e 5 d apds a primeira sessao de
teste.

11.5.2.1.2. Investigar o efeito dos agonistas adenosinérgicos Ai
(CPA Tocris 1702) e As (HEMADO Tocris 1579), infundidos na dose de 10 nmol
bilateralmente na area CAl do hipocampo dorsal imediatamente apés uma
sessdo de teste ndo reforcada, realizada 5 d apds a sesséo de treino em LAM,
sobre a reconsolidacdo desta memoéria 24 h e 5 d apds a primeira sessdo de
teste.

[1.5.2.1.3. Investigar o efeito dos antagonistas adenosinérgicos A1
(DPCPX Tocris 439) e As (MRS 3777 Tocris 2403), infundidos na dose de 50
nmol bilateralmente na area CA1 do hipocampo dorsal imediatamente apés uma
sessdo de teste ndo refor¢ada, realizada 5 d apds a sesséo de treino em LAM,
sobre a reconsolidacdo desta memoéria 24 h e 5 d apds a primeira sesséo de

teste.
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11.5.2.2. Investigacado das vias intracelulares subjacentes aos efeitos dos
receptores Al e A3 sobre areconsolidacdo recente e remota de memoria
espacial de longa duracao recente e remota.

[1.5.2.2.1. Investigar o efeito da administracdo de um inibidor do
proteossomo (lactacistina), infundida bilateralmente na area CA1 do hipocampo
dorsal imediatamente ap0s uma sesséo de teste ndo reforcada, realizada 24 h e
5 d ap0s a sesséo de treino em LAM, sobre a reconsolidacdo desta memoria 24
h e 5 d ap0s a primeira sessao de teste.

[1.5.2.2.2. Investigar o efeito da administragdo de lactacistina +
adenosina, infundida bilateralmente na é&rea CAl do hipocampo dorsal
imediatamente ap0s uma sessao de teste ndo reforcada, realizada 1 d e 5 d apos
a sessao de treino em LAM, sobre a reconsolidacdo desta memoria 24 he 5 d
apos a primeira sessao de teste.

[1.5.2.2.3. Investigar o efeito de diferentes doses de um inibidor da
sintese local de proteinas (rapamicina), infundida bilateralmente na area CA1 do
hipocampo dorsal de ratos, imediatamente apds a primeira sessao de teste nao
reforcada, realizada 24 h ap0s a Ultima sessao de treino sobre a reconsolidacao
dessa memoria 24h e 5 d apds a primeira sessdo de teste.

11.5.2.2.4. Investigar o efeito da confusdo de rapamicina 1ug/ml e
adenosina 10 nmol, infundida bilateralmente na area CA1 do hipocampo dorsal
de ratos, imediatamente apds a primeira sessdo de teste ndo reforcada,
realizada 24 h apés a Ultima sessao de treino sobre a reconsolidacdo dessa
memoéria 24h e 5 d apds a primeira sessao de teste.

11.5.2.2.5. Investigar o efeito da infusdo de rapamicina 5 pg/ml +
adenosina 10 nmol, infundida bilateralmente na area CA1 do hipocampo dorsal
de ratos, imediatamente ap0s a primeira sessdo de teste ndo reforcada,
realizada 24 h apés a Ultima sessao de treino sobre a reconsolidacdo dessa

memoria 24h e 5 d apds a primeira sesséo de teste.

[.6 Hipotese

Anteriormente, dados produzidos por nosso grupo demonstraram que a
adenosina, uma vez infundida diretamente na regido CA1 do hipocampo dorsal

de ratos, prejudicou de maneira dose-dependente e tempo-dependente a
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reconsolidacao recente da memoria espacial de longa duragéo recente e remota
relativa a tarefa do LAM, um efeito que foi parcialmente mimetizado pela ativacéo
especifica de receptores As.

Estabelecemos também que a adenosina enddgena pode participar
fisiologicamente da modulacéo da estabilidade da memaria espacial ao longo do
tempo de retencdo, visto que o bloqueio especifico dos receptores As
imediatamente apds a sessao de teste realizada 24 horas apdés a Ultima sessao
de treino aumentou a retencdo dessa memoria espacial de longa duracdo em
relagdo ao grupo veiculo, sugerindo que diferentes memorias podem ter sua
persisténcia ao longo do tempo modulada pelos niveis endégenos de adenosina
durante os momentos em que essas memoaorias sdo evocadas. Esse resultado
ressalta o importante papel da regulacdo do metabolismo energético neuronal
em processos mnemonicos, em que a concentracdo extracelular de adenosina
€ uma variavel chave (BOREA et al., 2018; CAMICI; GARCIA-GIL; TOZZI, 2018;
GARCIA-GIL et al., 2021).

Dessa forma, num primeiro momento, esclarecemos que a adenosina
exerce seus efeitos sob a reconsolidacao recente de memaria de longa duragéo
remota via receptor As, possivelmente pela via de transducdo de sinal
relacionada a esse receptor, onde o mesmo é acoplado a uma proteina G
inibitéria (RALEVIC; BURNSTOCK, 1998), resultando na diminuicdo na taxa de
sintese de novas proteinas e um subsequente prejuizo na retencdo da memoria
de longa duracéo. (IZQUIERDO et al., 1998, 2006; ROESLER, 2017)

Mesmo realizando uma grande varredura dessa familia de receptores,
algumas respostas ndo puderam ser obtidas em nosso trabalho anterior.

Primeiramente, tivemos o efeito da adenosina mimetizado pelos seus
agonistas apenas na reconsolidacdo recente de memoéria de longa duracdo
remota, sendo que a prépria adenosina apresentou efeito em ambas as
memoérias (recente e remota). Dessa forma ndo conseguimos responder
completamente por quais receptores a adenosina estaria agindo, ou até mesmo
se haveria uma possivel acdo conjunta desses receptores. Juntamente com essa
concluséo, ficou ainda mais evidente a diferenca de nivel molecular dessas duas
memorias, como ja foi demonstrado anteriormente em outros trabalhos (DA
SILVA WEBER CLAUDIO , GABRIELA CARDOSO, JULIANA SARTORI
BONINI, FERNANDO BENETTI, 2013).
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A vista disso, temos como hip6tese do nosso trabalho:

Que o efeito da adenosina se da majoritariamente via receptores Az quando
testada a reconsolidacdo remota, ao invés da recente, de memoéria de longa
duracdo remota, mesmo que essas memorias apresentem ndo somente
diferencas comportamentais, mas também bioquimicas.

Que a adenosina desencadeia seu efeito amnésico, por uma diminuicdo da
sintese proteica ou um aumento da taxa de degradacao proteica, ou até mesmo
uma associacao desses dois fatores.

E por fim, que as proteinas que sdo essenciais para plasticidade pés LTP
(ABRAHAM; WILLIAMS, 2008; ROESLER, 2017) terdo a sua taxa de renovacao

alterada devido a acdo da adenosina.
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I METODOLOGIA

.1 Amostra

Para a realizacédo dos procedimentos experimentais foram utilizados ratos
Wistar machos, pesando entre 225 e 350 gramas, com aproximadamente 90 dias
de idade, provenientes dos biotérios das Universidades Estaduais de Maringa
(UEM) e Ponta Grossa (UEPG).

De acordo com a literatura, o nUmero de animais utilizados neste tipo de
tarefa € de 6 a 18 animais por grupo (CALLAN; HANNIGAN; BOWEN, 2017,
WANG et al., 2017-), considerando-se o desvio padréo dos parametros medidos
relacionados ao LAM, para que assim seja possivel a deteccdo de diferenca
estatistica. Para os testes comportamentais, 0s grupos ndo devem ser inferiores
a 12 animais, pois mesmo que néo haja grande variabilidade no comportamento
em geral, serd um tamanho de amostra adequado para que o desempenho dos
animais seja detectado de forma fidedigna, assim como diferencas estatisticas
biologicamente relevantes (VORHEES,; WILLIAMS, 2015). No caso desse
trabalho, assim como outras pesquisas que ja realizamos, utilizamos o n de 6 a
16 animais, que seria 0 nimero minimo de animais recomendado pelo trabalho
de Vorhees e Williams, 2015, tal como outros trabalhos ja publicados, que
utilizaram esse mesmo numero de animais. (ANDERSON et al., 2019; SARLAK
et al., 2019)

Apos a chegada dos animais dos respectivos biotérios, 0s mesmos foram
separados em grupos de 5 animais, organizados e mantidos em caixas

apropriadas, forradas com maravalha esterilizada (Figura 6).
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Figura 6: Organizagéo dos animais. Apds a chegada, os ratos foram separados em caixas com
etiquetas de acordo com o grupo, em quantidade de 5 animais por caixa, sendo essas forradas
com maravalha esterilizada. Receberam agua e comida a vontade em um ambiente climatizado
entre 23 a 25 graus celsius. Fonte: Foto da propria autora.

Receberam agua e comida ad libitum, foram submetidos a ciclos de claro-
escuro de 12 horas (luz a partir das 7:00 h e escuro a partir das 19:00 h), a uma
temperatura ambiente mantida em torno de 23 + 2° C. As caixas foram trocadas
a cada 2 dias, sendo adotado o maximo de precaucao com o intuito de minimizar
o sofrimento dos animais. Todos 0s experimentos estiveram de acordo com as
normas do CEUA/UNICENTRO sob parecer de numero 018/2019 (parecer vide
anexos) e dos “Principles of laboratory animal care” (NIH publication N° 85-23,
revised 1996)

Os animais foram divididos nos seguintes grupos, de acordo com a(s) droga(s)
que receberam: NAIVE, salina, controle ndo espacial, adenosina, agonista As,
agonista Ai, adenosina + Antagonista As, adenosina + Antagonista Aai,
antagonista A1, antagonista As, lactacistina, lactacistina + adenosina (protocolo
de reconsolidagdo recente), lactacistina + adenosina remoto (protocolo de
reconsolidacdo remoto), curva dose da rapamicina, rapamicina 1 pg/pl +

Antagonista As, e por fim grupo rapamicina 5 pg/ul + Antagonista As.
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I.2 Cirurgia esterotéxica

Para administracdo dos farmacos na regiao especifica de estudo (CA1l),
os animais foram submetidos a cirurgia estereotéxica para a implantacdo de
canulas-guia as quais possuem 0,2 mm de diametro e 9,0 mm de comprimento.
Essas canulas séo posicionadas 1,0 mm acima da nossa regido alvo, neste caso
a camada piramidal da regido CAl do hipocampo dorsal. As coordenadas
utilizadas para a cirurgia estereotaxica foram adaptadas do Atlas anatémico de
Paxinos e Watson (PAXINOS GEORGE, 1980), sendo elas as seguintes: Antero
Posterior (AP) = - 4,2 mm; Médio Lateral (MD) = % 3,0 mm; Dorso Ventral (DV)
=- 2,0 mm; Inclinacéo Latero-lateral (INCL LL) = 0° (Figura 7).

.

———

Figura 7: Cirurgia estereotaxica para implantacédo de canulas-guia para a administracédo dos
farmacos diretamente na regido de interesse, nesse caso a area CA1 do hipocampo dorsal, foi
necesséria a realizacéo da cirurgia estereotaxica para a implantacédo de canulas-guia que seriam
necessarias para os proximos passos do experimento. A primeira acao cirlrgica é a exposicdo
do cranio do animal para que se obtenha a confirmagédo visual do local do bregma, que serve
como diregdo para as coordenadas de implantagdo. Apds, ocorre o posicionamento dos
parafusos que servem como suporte e sustentagdo para o capacete de acrilico. Neste caso
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utilizamos dois parafusos, um anterior ao bregma e um posterior ao lamba, para diminuir a
probabilidade de queda destes capacetes, uma vez que 0S animais permaneceram com 0S
mesmos durante aproximadamente 15 dias. Feito isso, as canulas sdo implantadas e o capacete
€ construido com acrilico autopolimerizavel. Fonte: Foto da prépria autora.

Todo o procedimento foi realizado com o0s animais previamente
anestesiados com 100 mg/kg de cetamina, mais 5 a 10 mg/kg de xilazina, intra-
peritonial (NEVES et al., 2013). As canulas-guia descritas acima foram fixadas
com acrilico autopolimerizante junto ao osso parietal do cranio dos ratos. As
canulas utilizadas para a infusdo dos farmacos possuem 0,05 mm de diametro e
10,0 mm de comprimento, de modo que sua extremidade se dirige para 1,0 mm
além das canulas-guia, quando introduzidas no interior destas, permitindo a
infusdo do farmaco exatamente na regido desejada, com o minimo possivel de

danos mecanicos.

I1.3 Tarefa comportamental do Labirinto Aquético de Morris

Para a realizacdo da tarefa comportamental do labirinto aquatico de
Morris, utilizamos um tanque circular escuro de 180 centimetros de diametro e
55 centimetros de altura, cheio de agua mantida entre 21 e 24 graus celsius.
Esse tanque, foi virtualmente dividido em quatro quadrantes, sendo que em um
desses quadrantes se encontrava uma plataforma de escape de 12 cm de
didametro, submersa a 2 centimetros do nivel da agua.

Na versdo espacial da tarefa, dicas na forma de luminarias e cartazes
foram fixadas no ambiente de forma assimétrica, para que servissem de pistas

para a formacdo do mapa espacial desses animais.

11.3.1 Treinamento

Nos dias de treino foram realizadas oito largadas pseudoaleatérias, duas
em cada quadrante do labirinto, e a cada largada foi dado o tempo de 60
segundos para que o animal encontrasse a plataforma de escape que foi mantida
no local durante todos os dias de treino. Caso ele ndo a encontrasse, foi
gentilmente guiado até a mesma e ali permaneceu por 30 segundos. Apos esse
tempo, o animal foi retirado e feita nova largada, até totalizarem as oito largadas

necessarias para o treino diario.
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Uma vez realizado o total de largadas, o animal foi seco e devolvido a sua

caixa moradia.
Esse treino foi realizado da mesma forma durante 5 dias consecutivos.

11.3.2 Teste — Reconsolidacao recente de memaria espacial de longa

duracéao

Quando estamos trabalhando com a reconsolidacdo recente da memoria
espacial, um teste € feito no sexto dia, que se faz da seguinte maneira: a
plataforma de escape é retirada do tanque e o animal é largado do quadrante
mais distante do local onde estava a plataforma durante os dias de treino
(quadrante oposto) e contabiliza-se o tempo em que ele leva para chegar ao local
exato onde estava a plataforma nos dias de treinamento (tempo de laténcia), o
tempo em que ele permanece procurando a plataforma (tempo de permanéncia)
e também o nimero de vezes que ele cruza o local onde estava essa plataforma
(nimero de cruzamentos ou crossings).

Outros dois testes séo feitos, exatamente da mesma forma. O primeiro,
48 horas (memodria de longa duracdo recente) apos o ultimo dia de treino e o

segundo 5 dias ap6s o ultimo dia de treino (memoria de longa duracdo remota).

11.3.2.1 Desenho experimental

Teste 5 dias
apos a
tltima

Quinto dia A
de treino no Teste e Setsrsé?r?ode
LAM infus@o
Cirurgia Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia 5 Apés 24 horas | Testel Teste2 | Teste 3
Aagléardam-se
1as para — Segundo dia i 3 Teste 24
habituacéio  [Reallzagag/da de treino no d%‘ifggod':o P e a0 horas apés a
dos animais. cirurgia_ reconsolidacio infuséo
Efeitaa  estereofaxica LAM LAM recente
manipulagao ara aguardam-se 24

para que eles  implantagdo
se das
acostumem
com os
pesquisadores

canulas-guia

horas apés o Ultimo
dia de treino

Figura 8: Desenho experimental para reconsolidacéo recente de memdria espacial de longa

duracéo

11.3.3 Teste - Reconsolidacdo remota de memadria espacial de longa duracao

Eutanasia

Eutanasia por
decaptagao
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Quando testamos a reconsolidagdo remota, esse teste é feito da mesma
forma, porém aguardam-se 5 dias apos o ultimo dia de treino para que entao se
realize o primeiro teste. Os outros dois testes para memoria de longa duracdo

recente e remota procedem da mesma forma como descrito no item anterior.

11.3.3.1 Desenho experimental

Teste 5 dias
P e Utima
1eing no Terceiro dia Quinioldia sesso de
LAM de treino no de treino no Teste e treino
LAM LAM infusdo

Eleghcas Cirurgia  Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Apés 5dias | Testel Teste2 Teste3 Eutanasia

Aguardam-se
3 dias para Segundo dia Quarto dia Para realizacio do Teste 24 Eutanasia por

DRSS mealactoc oo o &oenono e o g el
E feita a estereotaxica LAM LAM reccsgggggs a0
manipulagdo  para _ aguardam-se 5 dias
para 1‘;}‘5 eles imp gg;aqao apos o Gltimo dia de
treino

acostumem  canulas-guia
com os
pesquisadores

Figura 9: Desenho experimental para reconsolidagao remota de memodria espacial de longa
duracéo

II.4 Tratamento farmacolégico

Imediatamente apds o teste de 24 horas no LAM, os animais receberam
infusBes bilaterais de 1,0 ul de solu¢do salina (grupo controle) ou de farmacos
dissolvidos, através de suas canulas guias diretamente em regiées cerebrais
pré-definidas. Para tanto foi utilizada uma céanula de infusdo (0,05 mm de
diametro e 10,0 mm de comprimento), conectada a uma micro-seringa Hamilton

por um tubo de polietileno (Figura 10).
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Figura 10: Aparato de infusdo. O aparato € composto por uma seringa Hamilton, um tubo de
polietileno e uma canula de infuséo. Apés a realizacao do teste, a seringa Hamilton foi carregada,
0 animal imobilizado e entéo feita a infusao lentamente. Fonte: Foto da propria autora.

O aparato é carregado antes da infusdo com o material a ser infundido no
grupo, posteriormente é feita a imobilizacdo do animal de acordo com o Manual
de cuidados e procedimentos com animais (NEVES et al., 2013, cap. 6), uma
vez que ndo é utilizado nenhum tipo de sedacédo para o procedimento. Entdo
cuidadosamente é feita a introducdo da canula de infusdo na luz da canula-guia
e inicia-se a infusédo lentamente, durante 30 segundos em um lado e depois no
outro. Ao término de cada infuséo, a canula é deixada no local por 30 segundos

adicionais para evitar refluxo (Figura 11).
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Figura 11:Infusé&o. Apds a infuséo lenta de salina no caso do grupo controle ou das drogas de
interesse de acordo com o grupo do animal, a canula é deixada na luz da canula guia por um
tempo de 30 segundos, para evitar refluxo da droga. Fonte: Foto da prépria autora.

11.4.1 Farmacos utilizados

Nesse estudo, foram utilizadas 7 drogas diferentes nas infusdes intra-CA1l

do hipocampo dos animais,

todos obtidas da Tocris Bioscience.

As

concentragdes utilizadas em cada infuséo estdo descritas na sesséo resultados.

(Tabela 2).

Tabela 2: Descricdo das drogas que foram utilizadas assim como os receptores alvo de cada
uma, que foram administrados intra-CA1 ao longo do experimento.

Nome Receptor alvo Solubilidade
Adenosina N&o se aplica DMSO
HEMADO Agonista Az Etanol ou DMSO

DPCPX Agonista A1 Etanol ou DMSO
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MRS 3777 Antagonista As DMSO
DPCPX Antagonista A1 Etanol ou DMSO
Lactacistina Inibidor do proteossomo H20
o Inibidor da sintese de DMSO
Rapamicina i
proteinas local

II.5 Controle histologico da localizagcdo das canulas-guia e local de infuséo

A verificacdo anatémica do posicionamento das canulas implantadas e do
local atingido pela infuséo foi realizada post-mortem (morte por decaptacgao).
Para isso, depois dos procedimentos comportamentais aos quais 0S animais
foram submetidos, estes receberam 1,0 ul de uma solugéo de azul de metileno
0,1% através das canulas como descrito acima. Quinze minutos depois disto
serdo sacrificados (guilhotina apds anestesia com 100 mg/kg de cetamina mais
5 al0 mg/kg de xilazina, intra-peritonial (NEVES et al., 2013, cap. 6) e seus
cérebros removidos e colocados em uma solugéo de formol 4% por um periodo
de 4 a 7 dias. Apés isto procedeu-se com a analise histologica. Somente animais
onde a localizacdo da mancha de azul de metileno encontrou-se dentro de um
raio de 2 mm do local desejado foram considerados na analise estatistica dos
dados.

[1.6 Controle Reforco

Para assegurar que os efeitos observados se devem de fato a reativagao néao-
reforcada do traco mnemonico, na primeira sessao de teste, que precede as
infusdes, houve a presenca da plataforma (reforco). Apds o rato ter encontrado

a plataforma, ele permaneceu nela por 30 segundos
[1.7 Controle Infuséo

Para assegurar que os efeitos observados se devem a infuséo dos farmacos

apenas quando ocorrem imediatamente apds a sessao de reativacdo néo-
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reforcada, e ndo a infusdo dos farmacos per se, ndo houve a primeira sessao de

teste no dia respectivo, mas apenas a infusdo dos farmacos.
[1.8 Controle temporal

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

primeira sessao de reativacao sem reforco.
[1.9 Controle estrutura

Para assegurar que os efeitos observados apds a infusdo dos farmacos
imediatamente apds a primeira sessdo de reativacdo sem reforco séo estrutura
especificos, a infusdo dos farmacos foi feita 1 mm acima da regido CA1 do
hipocampo dorsal, atingindo assim outra estrutura, o cortex occipital médio-

lateral.

11.10 Andlise estatistica de dados

Os dados foram verificados quanto ao seu perfil de distribuicdo normal
através do teste de Shapiro-Wilk. Os dados comportamentais sdo apresentados
como média + erro padrdo da media (SEM). ANOVA de duas vias de medidas
repetidas foi usada para determinar os efeitos dos dias de treinamento, dos
tratamentos e da interacao desses efeitos no aprendizado durante os 5 dias no
LAM. Quando um efeito principal foi observado, seja entre dias ou entre o0s
tratamentos, as comparacbes foram feitas através de ANOVA de uma via
seguida pelo teste post hoc de Dunett quando conveniente. Ainda, a
percentagem média de tempo gasto por cada grupo experimental no quadrante
alvo na tarefa do LAM foi comparada a média tedrica de 25% através do teste t

simples, para determinar se houve retencdo de memoria de longo prazo em cada

grupo.
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I RESULTADOS

3.1. Efeito da adenosina e da ativacdo individual dos receptores
adenosinérgicos sobre a reconsolidacdo remota de memaria espacial de

longa duracéao recente e remota.

No experimento realizado durante a pesquisa de mestrado, observamos
gque na reconsolidacdo recente de memdria espacial de longa duracdo, a
adenosina na dose de 10 nmol/lado diminuiu o percentual de tempo de nado
gasto no quadrante-alvo em sessodes de teste sem reforgo realizadas 24 horas e
5 dias ap0s a primeira sessao de teste sem reforgo, esta por sua vez realizada
24 horas ap0s a Ultima sessao de treino. Dessa forma, no presente experimento
visamos investigar se ela exerceria 0s mesmos efeitos quando essa
reconsolidacéo fosse remota ao invés de recente.

Para analisar o efeito da administracéo intra-hipocampal da adenosina na
reconsolidacdo remota de uma memaria espacial, ratos Wistar foram treinados
no LAM, como ja descrito, e entdo receberam infusdes bilaterais intra-CAl de
veiculo (salina) ou adenosina imediatamente apds a sessao de teste sem reforgo
realizada 5 dias ap0s a Ultima sessdo de treino e 0 que observamos é que 0s
animais que receberam adenosina tiveram o desempenho prejudicado no
segundo teste realizado 24 horas apos a infusdo (Figura 12) quando
comparados ao grupo que recebeu somente salina. Porém no terceiro teste,
realizado 5 dias ap6s a primeira sessao de teste, ndo houve diferenca
significativa entre os animais que receberam salina e o0s que receberam
adenosina, resultado esse diferente do encontrado quando a reconsolidacao foi

recente (Figura 12).
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Figura 12: Infusdo bilateral intra CA1 dorsal de adenosina e do agonista adenosinérgico
A3 imediatamente pds-teste sem refor¢co afetou a reconsolidacdo remota de memoaria de
longa duracéo relativa a tarefa do LAM, conforme verificado 24 horas ap6s. O mesmo
efeito ndo foi produzido quando essa memoria remota foi de longa duracdo remota,
testada 5 dias ap0s esta reativagdo. Ratos com canulas de infusao implantadas bilateralmente
mirando a regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados durante 5 dias na verséo espacial
do LAM. 5 dias depois da Ultima sesséo de treino, os ratos foram randomicamente designados
para um grupo de cinco grupos experimentais e submetidos a um teste de evocacéo de 60 s na
auséncia da plataforma de escape. Os animais do grupo Naive ndo receberam infusdo (Naive,
barra preta). Os demais ratos receberam infusao bilateral intra-CA1 (1,0 pl) de veiculo (Salina,
barra branca), de adenosina 10 nmol/lado (Adenosina, barra cinza), de CPA 10 nmol/lado
(Agonista A, barra hachurada horizontal) ou HEMADO 10 nmol/lado (Agonista As, barra



45

hachurada vertical) imediatamente apds este teste de evocacao sem reforgo 5 dias pos-treino. A
retencdo da memoria foi verificada em um segundo teste de 60 s realizado 24 h apds o primeiro
teste, e em um terceiro teste de 60 s realizado 5 d apdés o primeiro teste. Os dados estao
expressos como como a porcentagem de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo. O
grupo Adenosina e Agonista Az no teste 24 horas pOs-teste sdo 0s grupos que apresentaram
desempenho prejudicado em relacdo ao percentual de tempo de nado gasto dentro do
quadrante-alvo. * p < 0,05, ** p < 0,01 vs. Salina, em teste de Dunnett apds ANOVA de uma via.
Primeiro teste 5 d pds-treino: F(4, 34) = 0,8639; Segundo teste 24 h p6s-primeiro teste: F(4, 34)
= 5,478; Terceiro teste 5d pds-primeiro teste: F(4, 34) = 1,641. Todos os grupos diferiram
significativamente do porcentual teérico de 25% em teste t de Student (linha tracejada) (n =6 —
11 por grupo).

Em nosso primeiro trabalho (reconsolidacéo recente), investigamos a
ativacao especifica dos receptores adenosinérgicos para constatar se causariam
0 mesmo efeito que adenosina e para determinar por qual ou quais receptores a
adenosina exercia seus efeitos. Neste trabalho, ndo foram observadas
diferencas significativas entre grupos na segunda sessao de teste realizada 24
horas apos a sesséo de reativacdo sem reforco, que por sua vez foi realizada 24
horas apds a ultima sesséo de treino, quanto a porcentagem de tempo de nado
gasto no quadrante-alvo. Mas, na terceira sessao de teste realizada 5 dias ap0s
a sessdo de reativacdo sem reforco, verificamos que o grupo que recebeu a
infusdo do agonista As (HEMADO) desempenhou uma porcentagem de tempo
de nado gasto no quadrante-alvo significativamente menor do que 0 grupo
veiculo. A partir desse resultado, juntamente com a reversao do efeito amnésico
da adenosina pelos antagonistas adenosinérgico A1 (DPCPX) e A3 (MRS 3777)
concluimos entdo que a adenosina exercia seus efeitos sobre a reconsolidacao
recente de memoria de longa duracao recente via receptores A1 e As e sobre a
memoéria de longa duracdo remota via receptores As.

Assim, dando continuidade ao experimento anterior, neste experimento
utilizamos a mesma dose de adenosina e investigamos se ativacao individual
dos receptores A1 e Asresultaria nos mesmos efeitos encontrados quando essa
reconsolidacdo foi recente. Para tanto, realizamos a infusdo intra-CAl
imediatamente apds sessédo de teste sem reforco, agora realizada 5 dias apés a
Gltima sessao de treino, de adenosina 10 nmol/lado, de agonista adenosinérgico
A1 (CPA) na concentracdo de 10 nmol/lado e agonista adenosinérgico As
(HEMADO) na concentragdo de 10 nmol/lado.

Neste experimento foram observadas diferencas significativas entre o
grupo que recebeu agonista As (HEMADO) em relacdo ao grupo controle, onde

na segunda sessao de teste realizada 24 apoés a infusdo houve um prejuizo no



46

desempenho quanto a porcentagem de tempo de nado gasto no quadrante-alvo
(Figura 12). Porém, na terceira sessao de teste, realizada 5 dias ap0s a sessao
de reativacdo sem reforcgo, verificamos ndo houve diferencas significativas entre
grupos.

Dessa forma, quanto ao principal parametro mensurador de evocagéao de
memoria para a tarefa do LAM (D’HOOGE; DEYN, 2001; MORRIS, 1984), a
porcentagem de tempo de nado gasto no quadrante-alvo, o Unico agonista que
reproduziu o efeito amnésico da adenosina sobre a reconsolidacéo remota de
memo©ria espacial de longa duracao foi 0 agonista especifico para o receptor As,
conforme verificado no segundo teste realizado 24 horas apds a primeira sessao

de reativacédo sem reforco.

3.2. Reversao receptor-especifica do efeito amnésico da adenosina sobre
a reconsolidacédo remota de memoéria espacial de longa duracao recente

e remota.

Em nosso préoximo objetivo investigamos se a administracdo dos
antagonistas adenosinérgicos A1 e As era capaz de reverter o efeito amnésico
causado pela adenosina. Para isto, realizamos a co-infusédo bilateral intra-CA1
de adenosina (10 nmol/lado) mais um dos antagonistas dos receptores A1 e As
(50 nmol/lado, dose utilizada para assegurar a inibicdo frente a adenosina)
(ALMEIDA et al., 2003)imediatamente apds a sessao de teste sem reforco

realizada 5 dias ap0s a Ultima sesséo de treino. (Figura 13).
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Infusdo (0 min pés-1o teste)

Figura 13: O efeito amnésico induzido pela infuséo bilateral intra-CA1 dorsal de adenosina
imediatamente pos-teste sem reforgco € parcialmente revertido por co-infusdo com
antagonista Al e com antagonista A3. Ratos com cénulas de infusdo implantadas
bilateralmente mirando a regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados durante 5 dias na
versdo espacial do LAM. 5 dias depois da dUltima sessdo de treino, os ratos foram
randomicamente designados para um grupo de cinco grupos experimentais e submetidos a um
teste de evocacao de 60 s na auséncia da plataforma de escape. Os animais do grupo Naive ndo
receberam infusdo (Naive, barra preta). Os demais ratos receberam infuséo bilateral intra-CA1
(1,0 pl) de veiculo (Salina, barra branca), de adenosina 10 nmol/lado (Adenosina, barra cinza),
de Adenosina 10 nmol + DPCPX 50 nmol/lado (Antagonista A1, barra hachurada horizontal) ou
Adenosina 10 nmol + MRS3777 50 nmol/lado (Antagonista As, barra hachurada vertical)
imediatamente apoOs este teste de evocacao sem reforgco 5 dias pés-treino. A retencdo da
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memoria foi verificada em um segundo teste de 60 s realizado 24 h apds o primeiro teste, e em
um terceiro teste de 60 s realizado 5 d ap6s o primeiro teste. Os dados estdo expressos como
como a porcentagem de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo.* p < 0,05 vs. Salina, em
teste de Dunnett apés ANOVA de uma via. Primeiro teste 5 d pds-treino: F(4, 42) = 1,164;
Segundo teste 24 h pés-primeiro teste: F(4, 42) = 3,122; Terceiro teste 5d pds-primeiro teste:
F(4, 42) = 0,6615. Todos os grupos diferiram significativamente do porcentual te6rico de 25% em
teste t de Student (linha tracejada) (n = 10-18 por grupo).

O antagonista A1 (DPCPX) e o antagonista As (MRS 3777) foram capazes
de reverter o efeito amnésico da adenosina conforme verificado no segundo teste
24 horas pos-teste, em que 0s animais que receberam adenosina co-infundida
com esses antagonistas tiveram um bom desempenho no que diz respeito ao
tempo de nado gasto no quadrante-alvo quando comparados ao grupo salina
(Figura 13).

No terceiro teste realizado 5 dias ap0s a primeira sesséo de teste, 0s
resultados encontrados evidenciam desempenho dos ratos neste parametro nao

distinguivel do desempenho do grupo veiculo (Figura 13).

3.3 Participacdo da adenosina enddgena na reconsolidacdo remota de

memaoria espacial de longa duracao recente e remota

Para constatarmos se os receptores adenosinérgicos A1 e As participam
constitutivamente do processo de reconsolidacdo remota de memoaria de longa
duracdo, realizamos a infusdo bilateral intra-CA1 dos antagonistas dos
receptores A1 (DPCPX) e As (MRS 3777), na dose de 50 nmol/lado,
imediatamente ap0s a sessao de teste sem reforco realizada 5 dias apés a Ultima
sessao de treino.

N&o foram observadas diferencas significativas entre grupos na segunda
sessdo de teste realizada 24 horas ap0s a sessao de reativacdo sem reforco
guanto a porcentagem de tempo de nado gasto no quadrante-alvo e na terceira
sessdo de teste realizada 5 dias ap6s a sessao de reativacdo sem reforco
(Figura 14).
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Figura 14: Infusao bilateral intra CA1 dorsal de antagonistas Ale A3 imediatamente pés-
teste sem reforco ndo afeta a reconsolidacdo remota de memoria de longa duracéo relativa a
tarefa do LAM, conforme verificado 24 horas e 5 dias apds esta reativacdo. Ratos com canulas
de infusdo implantadas bilateralmente mirando a regido CAl do hipocampo dorsal foram
treinados durante 5 d na versao espacial do LAM. 5 dias depois da Ultima sesséo de treino, os
ratos foram randomicamente designados para um grupo de cinco grupos experimentais e
submetidos a um teste de evocacao de 60 s na auséncia da plataforma de escape. Os animais
do grupo Naive ndo receberam infusé@o (Naive, barra preta). Os demais ratos receberam infusédo
bilateral intra-CA1 (1,0 pl) de veiculo (Salina, barra branca), de adenosina 10 nmol/lado
(Adenosina, barra cinza), de Adenosina DPCPX 50 nmol/lado (Antagonista A1, barra hachurada
horizontal) ou MRS 3777 50 nmol/lado (Antagonista Az, barra hachurada vertical) imediatamente
apos este teste de evocacgdo sem reforco 5 dias pos-treino. A retencdo da memodria foi verificada
em um segundo teste de 60 s realizado 24 h apés o primeiro teste, e em um terceiro teste de 60
s realizado 5 d ap0s o primeiro teste. Os dados estdo expressos como como a porcentagem de
tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo* p < 0,05 vs. Salina em teste de Dunnett apos
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ANOVA de uma via. Primeiro teste 5 d pos-treino: F(4, 37) = 0,6432; Segundo teste 24 h poés-
primeiro teste: F(4, 37) = 3,201; Terceiro teste 5d pés-primeiro teste: F(4, 37) = 0,6534. Todos
os grupos diferiram significativamente do porcentual tedrico de 25% em teste t de Student (linha
tracejada) (n= 10- 12 por grupo).

3.4 Relacdo do efeito amnésico causado pela adenosina no processo de
reconsolidacdo da memdria espacial de longa duracéo e inibicdo da

degradacéo proteica.

Nosso proXimo passo Vvisou investigar as vias responsaveis pelo efeito
amneésico causado pela adenosina e se esse efeito é causado por um aumento
da sintese proteica local, diminuicdo da degradacdo proteica ou ambos,
primeiramente pela administracdo da lactacistina que € um inibidor da
proteassomo, uma protease responsavel pela degradacdo de proteinas. Num
primeiro momento buscamos entender o papel da degradacdo proteica na
reconsolidacao recente de memoria de longa duracao recente e remota, uma vez
que neste caso, a adenosina se mostrou amnésica para ambas as memorias
(recente e remota). Para tanto, realizamos a infusdo bilateral intra-CA1 de
lactacistina (200 pmol/lado) e a co-infusdo de lactacistina (200 pmol/lado) +
adenosina (10 nmol/lado) imediatamente apds a sessdo de teste sem reforco
realizada 24 horas apés a Ultima sesséo de treino.

Na segunda sessdo de teste, 0o grupo que recebeu apenas lactacistina
nao apresentou prejuizo com relacdo ao percentual de tempo gasto no quadrante
alvo quando comparados ao grupo salina, assim como 0 grupo que recebeu a
co-infusdo de lactacistina + adenosina. Dessa forma podemos observar que a
lactacistina foi capaz de reverter o efeito amnésico causado pela administracdo

da adenosina (Figura 15).

Na terceira sessdo de teste sem refor¢o, os resultados se repetiram
(Figura 15).
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Figura 15: O efeito amnésico da reconsolidagdo recente de memoria de longa duracéo
recente e remota induzido pela infusdo bilateral intra-CA1 dorsal de adenosina imediatamente
pos-teste sem reforgo € inibido por co-infusdo com lactacistina. Ratos com canulas de infusdo
implantadas bilateralmente mirando a regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados durante
5 dias na vers@o espacial do LAM. 24 horas depois da Ultima sesséo de treino, os ratos foram
randomicamente designados para um grupo de cinco grupos experimentais e submetidos a um
teste de evocacao de 60 s na auséncia da plataforma de escape. Os animais do grupo Naive nao
receberam infusdo (Naive, barra preta). Os demais ratos receberam infuséo bilateral intra-CA1
(2,0 pl) de veiculo (Salina, barra branca), de adenosina 10 nmol/lado (Adenosina, barra cinza),
de Lactacistina (Lactacistina, barra quadriculada de fundo branco) ou Adenosina 10 nmol/lado +
Lactacistina (Adenosina + Lactacistina, quadriculada de fundo cinza) imediatamente apos este
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teste de evocacdo sem reforgo 5 dias pos-treino. A retengdo da memoria foi verificada em um
segundo teste de 60 s realizado 24 h apds o primeiro teste, e em um terceiro teste de 60 s
realizado 5 d apos o primeiro teste. Os dados estdo expressos como como a porcentagem de
tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo.* p < 0,05 vs. Salina em teste de Dunnett apds
ANOVA de uma via. Primeiro teste 24 h pés-treino: F(4, 46) = 1,300; Segundo teste 24 h pos-
primeiro teste: F(4, 46) = 4,900; Terceiro teste 5d pés-primeiro teste: F(4, 46) = 5,836. Os outros
grupos diferiram significativamente do porcentual tedrico de 25% em teste t de Student (linha
tracejada) (n =7 a 13 por grupo).

No caso da reconsolidacdo remota de memoéria de longa duracéo,
realizamos as mesmas infus6es descritas anteriormente, porém com algumas
modificacdes no protocolo, onde a primeira sesséo de teste de reativacdo sem
reforco ocorreu 5 dias apés a ultima sessao de treino, o segundo teste foi
realizado 24 horas ap0s a Ultima sessdo de teste e o terceiro apos 5 dias da
Ultima sessédo de teste. Esses dois ultimos da mesma forma como foi feito no

protocolo anterior.

Observamos que os resultados acabaram se repetindo, onde tanto o
grupo que recebeu apenas lactacistina como o grupo que recebeu a co-infuséo
de adenosina + lactacistina ndo tiveram prejuizo com relacdo ao desempenho
na tarefa quando comparados ao grupo controle, tanto na segunda quanto na
terceira sesséo de teste sem reforgo (Figura 16).
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Figura 16: O efeito amnésico na reconsolidagdo remota de memoéria de longa duracgéo
recente e remota induzido pela infusdo bilateral intra-CA1 dorsal de adenosina imediatamente
pos-teste sem reforgo € inibido por co-infusdo com lactacistina. Ratos com canulas de infusdo
implantadas bilateralmente mirando a regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados durante
5 dias na verséo espacial do LAM. 5 dias depois da Ultima sesséo de treino, os ratos foram
randomicamente designados para um grupo de cinco grupos experimentais e submetidos a um
teste de evocacao de 60 s na auséncia da plataforma de escape. Os animais do grupo Naive nao
receberam infusdo (Naive, barra preta). Os demais ratos receberam infuséo bilateral intra-CA1
(2,0 pl) de veiculo (Salina, barra branca), de adenosina 10 nmol/lado (Adenosina, barra cinza),
de Lactacistina (Lactacistina, barra quadriculada de fundo branco) ou Adenosina 10 nmol/lado +
Lactacistina (Adenosina + Lactacistina, quadriculada de fundo cinza) imediatamente apos este
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teste de evocacdo sem reforgo 5 dias pos-treino. A retengdo da memoaria foi verificada em um
segundo teste de 60 s realizado 24 h apos o primeiro teste, e em um terceiro teste de 60 s
realizado 5 d apos o primeiro teste. Os dados estdo expressos como como a porcentagem de
tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo.* p < 0,05 vs. em teste de Dunnett ap6s ANOVA
de uma via. Primeiro teste 5 d pds-treino: F(4, 38) = 0,6728; Segundo teste 24 h p6s-primeiro
teste: F(4, 38) = 2,494; Terceiro teste 5d pos-primeiro teste: F(4, 38) = 0,7719. Todos os grupos
diferiram significativamente do porcentual tedrico de 25% em teste t de Student (linha tracejada)
(n =6 a 14 por grupo).

3.5 Inibicdo da via mTOR pela rapamicina prejudica a reconsolidagao
recente de memoria espacial de longa duracéo relacionada a tarefa do
Labirinto Aquatico de Morris.

A grande diferenga entre memarias de curta duragéo e memarias de longa
duracdo é que as memorias de longa duragéo requerem transcricdo de RNAm e
traducao de proteinas utilizando assim, varias vias de sinalizacdo para que esses
processos sejam possiveis (DA SILVA, 2008; ALBERINI, 2005; IZQUIERDO et
al., 1998; MCGAUGH, 2000; MCGAUGH et al.,, 2005). Quando ocorre a
reativacdo de uma memodria, a mesma entra em um estado de instabilidade e
para que persista passa pelo processo de reconsolidacédo, também dependente
de sintese proteica (NADER KARIM; SCHAFE GLENN E.; LE DOUX JOSEPH
E., 2000).

Uma das vias envolvidas na plasticidade sinaptica, aprendizado e
formacdo de memorias (SWIECH et al., 2008), € a via da mTOR (proteina alvo
da rapamicina em mamiferos) que regula o nivel de traducéo de novas proteinas
pela fosforilagdo de alvos intracelulares sendo eles a proteina ribossomal S6
quinase, responsavel pela biogénese riobossémica e a proteina de ligacdo do
fator de iniciacdo 4E (4E-BP) que possui um importante papel na regulacdo da
traducédo de proteinas em eucariotos (HAY; SONENBERG, 2004).

A rapamicina age inibindo a mTOR, consequentemente enfraquecendo a
sua interacdo com a proteina regulatéria da mTOR (Raptor), suprimindo a
fosforilacdo dos principais alvos citados acima e dessa forma prejudicando a
retencdo de memoarias (WANG; HARRIS; LAWRENCE, 2008).

Com o intuito de prosseguirmos com a investigacéo das vias intracelulares
relacionadas aos efeitos da adenosina e dos receptores adenosinérgicos,
verificamos a relacdo da inibicdo da sintese proteica com os efeitos causados

pelo blogueio de receptores adenosinérgicos, mais especificamente pelo
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antagonista adenosinérgico As (MRS 3777), verificado na reconsolidagédo
recente apenas. Mas para que isso fosse possivel, primeiramente realizamos a
curva dose de rapamicina para encontrar a maior dose em que ndo houvesse

efeito, para que entdo administrdssemos juntamente com o antagonista.

3.5.1 O efeito da rapamicina sobre a reconsolidacdo recente de memoria

espacial de longa duracao relativa ao LAM é dose dependente.

Para determinarmos a maior dose em que ha efeito sobre a
reconsolidacao recente de memaria espacial de longa duracéo recente e remota,
realizamos a infusdo bilateral intra-CA1 de rapamicina nas concentracdes de
1lpg/pl e 5 pg/pl de acordo com a literatura (FARIAS et al., 2019). As infusdes
foram realizadas imediatamente ap0s a uma sessdo de teste sem reforco

realizada 24 horas apés a ultima sesséo de treino.

Observamos que ao longo dos dias de treino os animais aprenderam a
tarefa e consolidaram uma memoria para mesma, o que pbde ser verificado na
primeira sessdo de teste dos animais, onde todos 0s grupos apresentaram um
otimo desempenho em relacéo ao percentual de tempo gasto no quadrante alvo
quando considerada a média teorica de 25% (Figura 17).
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Figura 17: O efeito amnésico causado pela infusdo intra-CA1l de rapamicina sobre a
reconsolidacdo recente de memdria de longa duracdo recente e remota é dose-
dependente. Ratos com canulas de infusdo implantadas bilateralmente mirando a regido CA1l
do hipocampo dorsal foram treinados durante 5 dias na versdo espacial do LAM. 24 horas depois
da ultima sessao de treino, os ratos foram randomicamente designados para um grupo de cinco
grupos experimentais e submetidos a um teste de evocacéo de 60 s na auséncia da plataforma
de escape. Os animais do grupo Naive ndo receberam infusdo (Naive, barra preta). Os demais
ratos receberam infusdo bilateral intra-CA1 (1,0 ) de veiculo (Salina, barra branca), de
rapamicina 1 pg/pl/lado (Rapamicina 1 pg/pl, barra cinza claro), de rapamicina 5 pg/ul/lado
(Rapamicina 5 pg/pl, barra cinza escuro) imediatamente apds este teste de evocacdo sem
reforgo 24 horas poés-treino. A retencdo da memodria foi verificada em um segundo teste de 60 s
realizado 24 h ap6s o primeiro teste, e em um terceiro teste de 60 s realizado 5 d ap6s o primeiro
teste. Os dados estdo expressos como como a porcentagem de tempo de nado gasto dentro do
guadrante-alvo. * p < 0,05 vs. Salina em teste de Dunnett ap6s ANOVA de uma via. Os outros
grupos diferiram significativamente do porcentual teérico de 25% em teste t de Student (linha
tracejada) (n =9 a 16 por grupo).
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Na segunda e terceira sessao de teste, vemos que 0S animais que
receberam rapamicina na dose de 5 ug/pl apresentaram prejuizo no seu
desempenho quando comparados ao grupo que recebeu somente salina (Figura
17). Dessa forma pudemos concluir que a maior dose em que nao ha efeito
amnésico da rapamicina, é a dose de 1 pug/ul, sendo essa nossa dose escolhida

para o préximo passo do experimento (Figura 17).

3.5.2 O efeito do antagonista adenosinérgico Az MRS 3777 inibe o efeito

amnésico da rapamicina na dose de 5 pg/ul

Em nossa pesquisa durante o projeto de mestrado, obtivemos que o grupo
de animais que recebeu a administracdo do antagonista As (MRS 3777), na
terceira sessao de teste, realizada 5 dias ap0s a sessdo de reativacdo sem
reforco, esta realizada 24 horas apds a ultima sesséo de treino, demonstrou um
desempenho significativamente melhor do que o grupo veiculo, indicando que a
adenosina endbégena pode participar via receptores Az como um modulador cuja
acdo contribui para uma diminuicdo da persisténcia da memdéria espacial de
longa duragdo remota. Dessa forma, nosso intuito era investigar se esse efeito
pré-mnésico causado pela administracdo do MRS 3777 se repetiria na presenca
de um inibidor local de sintese proteica, para que pudéssemos aos poucos ir
desvendando por qual via se da esse efeito.

Para isso, realizamos a infuséo bilateral imediatamente pos teste, intra-
CA1 de rapamicina na dose de 1ug/ul e 5ug/ul juntamente com o antagonista As
MRS 3777.

Mais uma vez obtivemos que o0s animais consolidaram a memoria para
essa tarefa, efeito comprovado pelo comportamento dos mesmos no primeiro dia
de teste (Figura 18). E quando analisamos o segundo e o terceiro teste vemos
gue nao houve diferencas significativas entre os grupos em relacéo ao tempo de
permanéncia no quadrante alvo, onde todos apresentaram um bom desempenho

no que diz respeito ao percentual de tempo de nado.



58

& 2\
. Qo\ & @g,@
%,’\se' ’\0 0\.
1 "9, ,
QO QO ‘06
RS o Q
& 0 et e

Infusdo (0O min pés-1o teste)

80
60

40— J_E{J_,:. ].IE JI'

% Tempo no quadrante alvo

* *
20-
01 Il NN PPN
¥ e 9
r};S‘i\‘%“o\‘%i%o q,\“\\oz(g@,\o?)\)g@ 5 \Q’g&o&oﬁoo@o
R 20 WA T oa” VeRaTo 2.8
oy QI%DR,> RO OBk
s \a s e v X'g
v xv. ?. xv v. x?.
5 R R

Figura 18: O efeito amnésico sobre areconsolidacéo recente de memériade longaduracéo
recente e remota causado pela infusdo intra-CAl de rapamicina é dose-dependente, e
reversivel pela coadministragcdo com o antagonista A3 MRS 3777. Ratos com cénulas de
infusdo implantadas bilateralmente mirando a regido CA1 do hipocampo dorsal foram treinados
durante 5 d na versédo espacial do LAM. 24 horas depois da Ultima sesséo de treino, os ratos
foram randomicamente designados para um grupo de cinco grupos experimentais e submetidos
a um teste de evocacdo de 60 s na auséncia da plataforma de escape. Os animais do grupo
Naive néo receberam infusdo (Naive, barra preta). Os demais ratos receberam infuséo bilateral
intra-CAl (1,0 pl) de veiculo (Salina, barra branca), de antagonista Az 50nmol/lado (Anti Az 50
nmol, barra cinza), de rapamicina 1 pg/pl (Rapamicina 1 pg/ul, barra quadriculada de fundo
branco) ou rapamicina 1 pg/ul + antagonista Az 50 nmol/lado (Rapamicina 1 pg/ul + Antagonista
As 50 nmol, quadriculada de fundo cinza) imediatamente apés este teste de evocacdo sem
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reforco 24 horas pos-treino. A retencao da memodria foi verificada em um segundo teste de 60 s
realizado 24 h ap6s o primeiro teste, e em um terceiro teste de 60 s realizado 5 d ap6s o primeiro
teste. Os dados estdo expressos como como a porcentagem de tempo de nado gasto dentro do
guadrante-alvo. * p < 0,05 vs. Salina em teste de Dunnett apds ANOVA de uma via. Primeiro
teste 24 h pos-treino: F(5, 66) = 0,6263; Segundo teste 24 h pés-primeiro teste: F(5, 66) = 5,171;
Terceiro teste 5d pds-primeiro teste: F(5, 66) = 5,951. Todos os grupos diferiram
significativamente do porcentual teérico de 25% em teste t de Student (linha tracejada) (n =8 a
15 por grupo)

Com isso podemos concluir que a coadministracdo da rapamicina 1 pg/ul
com o antagonista A3 MRS 3777 n&o prejudicou a retencao desses animais, tanto
para memoéria de longa duracéo recente (segundo teste) quanto para memaoria
de longa duracdo remota (terceiro teste) e mais que isso, que quando
administrado juntamente com a rapamicina 5 pg/ul, o antagonista As MRS 3777

foi capaz de inibir o efeito amnésico causado pela rapamicina.

3.5.3 Controle da localizacdo das canulas-guia e local de infusdo

Como descrito acima, apos as tarefas comportamentais, 0os animais
receberam 1,0 ul de uma solucdo de azul de metileno 0,1% através das canulas
como descrito acima para garantir que as infusdes foram realizadas dentro de
um raio de 2 mm do local desejado e apds quinze minutos, passaram pela
eutanasia (Figura 19).

Além disso, para certificar que os efeitos encontrados foram estrutura
especificos também houve a infusdo dos farmacos foi feita 1 mm acima da regido
CA1 do hipocampo dorsal, atingindo assim outra estrutura, o cortex occipital

médio-lateral.



Figura 19: A administracdo dos farmacos foi realizada no hipocampo dos animais. Um
corte transversal foi realizando onde se pode observar na figura 19.A e 19.B a infuséo realizada
diretamente no hipocampo dos animais. Ja nos animais controles 19.C e 19.D vemos a mancha
azul na regido acima, no coértex occipital.

3.5.4 Controle infusao

Para realizacdo do controle infusdo, realizamos todos os dias de
treinamento conforme descrito nos experimentos anteriores. No dia em que seria
realizado o primeiro teste 24 horas apos a ultima sesséo de treino, 0os animais
nao passaram por esse teste e mesmo assim receberam a infusédo intra-CA1l
bilateral de veiculo ou adenosina na dose de 10 nmol/lado. Os testes 48 horas e
6 dias apods a ultima sesséo de treino foram realizados normalmente, seguindo

o0 protocolo proposto durante toda a parte experimental do projeto.
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A infusdo de adenosina 24 horas pos-treino, sem ter sido precedida de uma
sessdo de reativacdo sem refor¢co, ndo causou amnésia anterégrada para a
memoria espacial de longa duracdo recente e remota conforme verificado nos
testes 48 horas e 6 dias pos-treino (Figura 20). Este resultado exclui a
possibilidade de o efeito da adenosina verificado anteriormente tenha sido
independente de sua infuséo intra-CAl ter sido imediatamente precedida da
sessdo de reativacdo sem reforco, ou devido a alguma acdo tardia
desencadeada pela adenosina per se que seria verificavel 24 horas apds sua

infusao.



62

L 60
® a0 S 40
= -]
- g
5 20- g B |
. o jrﬁ
=TT INF
a 1 2 3 4 2 - bt L 4= ol
Sessdo (dia) Thplaben:  iupene  poeiens
C [ ved
[ Ade 10 nmol
.E,u_
] ~ -

S
H
-

)
T

=

% Tempo no quadrante alvo

INF teste 48h hessbe &d
24h pas-freno pos-trann pds-traino

Figura 20:Infusdo bilateral intra CA1 dorsal de adenosina 24 horas apés a Ultima sessao de
treino ndo prejudica a evocacao de memoria de longa duracéo relativa a tarefa do LAM, conforme
verificado 48 horas e 6 dias ap0s a Ultima sesséo de treino. Ratos com canulas de infusédo
implantadas bilateralmente mirando a regido CAl do hipocampo dorsal foram 68 treinados
durante 5 d na versao espacial do LAM. 24 h depois da Ultima sesséo de treino, os ratos foram
randomicamente designados para um de dois grupos experimentais. Adenosina (Ade 10
nmol/lado, barra cinza) ou veiculo (VEH, barra branca) foi bilateralmente infundida (1,0 ul) na
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regido CA1 do hipocampo dorsal de ratos 24 horas pés-treino (INF). (A) Laténcia média de oito
largadas por dia de treino de todos os ratos até a localizagéo da plataforma de escape). (B e C)
A retencdo da memdria foi verificada em um teste de 60 s realizado 48 h pés-treino, e em um
segundo teste de 60 s realizado 6 d pos-treino. Os dados estao expressos como médias (x EM)
da laténcia de nado até o local prévio da plataforma de escape (B) ou como a porcentagem de
tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo (C). Nao houve diferenca estatistica entre os
grupos, e todos o0s grupos apresentam porcentagem de tempo de nado gasto dentro do
quadrante-alvo significativamente maior que o porcentual teérico de 25% em teste t de Student..
(n =10 - 11 por grupo).

3.5.5 Controle reforco

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

A infusdo de adenosina imediatamente pos-teste com refor¢co ndo causou
amnésia anterdgrada para a memoria espacial de longa duracdo recente e
remota conforme verificado nos testes 24 horas e 5 dias apds o primeiro teste
(Figura 21). Este resultado condiciona o efeito da adenosina verificado
anteriormente a auséncia do reforco (plataforma de escape) durante a sessao
de reativacdo, necessaria para que haja o disparo do processo de labilizacdo
que possibilita 0 processo de reconsolidagdo que ocorre a seguir. Assim este
resultado nos permite afirmar que o efeito da adenosina verificado nesta
dissertacéo foi de fato sobre a reconsolidacéo recente de memoaria espacial de

longa duragéo recente e remota.
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Figura 21: Infuséo bilateral intra CA1 dorsal de adenosina imediatamente pos-teste com reforgo
ndo prejudica a reconsolidacao recente de memoria de longa duracao relativa a tarefa do LAM,
conforme verificado 24 horas e 5 dias apds esta reativagdo. Ratos com céanulas de infusdo
implantadas bilateralmente mirando a regido CAl do hipocampo dorsal foram 70 treinados
durante 5 d na versao espacial do LAM. 24 h depois da ultima sessao de treino, os ratos foram
randomicamente designados para um de dois grupos experimentais e submetidos a um teste de
evocacao de 60 s com a presenca da plataforma de escape (R, barra preta). Adenosina (Ade 10
nmol/lado, barra cinza) ou veiculo (VEH, barra branca) foi bilateralmente infundida (1,0 ul) na
regido CA1 do hipocampo dorsal de ratos imediatamente apds este teste de evocacao 24 horas
pos-treino. (A) Laténcia média de oito largadas por dia de treino de todos os ratos até a
localizacdo da plataforma de escape). (B e C) A retencdo da meméria foi verificada em um
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segundo teste de 60 s realizado 24 h apos o primeiro teste, e em um terceiro teste de 60 s
realizado 5 d ap6s o primeiro teste, ambos com a plataforma de escape ausente. Os dados estao
expressos como médias (x EM) da laténcia de nado até o local prévio da plataforma de escape
(B) ou como a porcentagem de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo quando a
plataforma de escape esteve ausente (C). Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos, e
todos o0s grupos apresentam porcentagem de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo
significativamente maior que o porcentual teérico de 25% em teste t de Student.. (n = 6 por

grupo).

3.5.6 Controle temporal

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

A infusé@o de adenosina 3 horas pés-teste sem reforco ndo causou amnésia
anterégrada para a memoéria espacial de longa duracdo recente e remota
conforme verificado nos testes 24 horas e 5 dias apés o primeiro teste (Figura
22). Este resultado mostra que o efeito da adenosina verificado anteriormente
sobre a reconsolidacao recente de memoria espacial de longa duracéo recente
e remota € tempo dependente.
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Figura 22: Infusdo bilateral intra CA1 dorsal de adenosina 3 horas pés-teste sem refor¢o ndo
prejudica a reconsolidacdo recente de memoéria de longa duracao relativa a tarefa do LAM,
conforme verificado 24 horas e 5 dias apos esta reativacdo. Ratos com canulas de infusdo
implantadas bilateralmente mirando a regido CAl do hipocampo dorsal foram treinados 72
durante 5 d na versao espacial do LAM. 24 h depois da ultima sessao de treino, os ratos foram
randomicamente designados para um de dois grupos experimentais e submetidos a um teste de
evocacao de 60 s na auséncia da plataforma de escape (P1, barra preta). Adenosina (Ade 10
nmol/lado, barra cinza) ou veiculo (VEH, barra branca) foi bilateralmente infundida (1,0 ul) na
regido CA1 do hipocampo dorsal de ratos 3 h apos este teste de evocacao 24 horas pos-treino.
(A) Laténcia média de oito largadas por dia de treino de todos os ratos até a localizacao da
plataforma de escape). (B e C) A retengdo da memoria foi verificada em um segundo teste de 60
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s realizado 24 h apds o primeiro teste, e em um terceiro teste de 60 s realizado 5 d apés o
primeiro teste. Os dados estao expressos como médias (+ EM) da laténcia de nado até o local
prévio da plataforma de escape (B) ou como a porcentagem de tempo de nado gasto dentro do
guadrante-alvo (C). Nao houve diferenga estatistica entre os grupos, e todos 0s grupos
apresentam porcentagem de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo significativamente
maior que o porcentual teérico de 25% em teste t de Student. (n = 6 — 8 por grupo).

3.5.7 Controle estrutura

Para realizagdo do controle estrutura, realizamos todos os dias de
treinamento conforme descrito nos experimentos anteriores. No primeiro teste
realizado 24 horas ap0s a ultima sessao de treino, os animais foram submetidos
a um teste de 60 segundos na auséncia da plataforma de escape. Os animais
receberam imediatamente apds essa sessdo de teste sem refor¢co a infusédo
bilateral intra-cortex occipital médio-lateral, situado exatamente 1 mm acima da
regido CA1l do hipocampo dorsal, de veiculo ou adenosina na dose de 10
nmol/lado. Os testes 24 horas e 5 dias apds essa sessdo de teste foram
realizados normalmente, seguindo o protocolo proposto durante toda a parte
experimental do projeto.

A infusdo de adenosina imediatamente pés-teste sem reforco em uma
regido 1 mm acima da regido CA1 dorsal ndo causou amnésia anterdgrada para
a memoria espacial de longa duracéo recente e remota conforme verificado nos
testes 24 horas e 5 dias ap0s o primeiro teste (Figura 23). Este resultado mostra
que o efeito da adenosina verificado anteriormente sobre a reconsolidacéo
recente de memoéria espacial de longa duracao recente e remota € CA1 dorsal

dependente.



68

Tr P1 P2 P3

Ed- &0
& 40 40
= [
o
[ i]\"*i
k- | N, =
LK B-a__
ol Ml [ lowm =
0 — -
0 1 2 3 4 § Iessie 2dh et 2dh Lt 554
Sessdo I:ﬂlﬂ:l pei-fraira el g i pu-lurala
C 1 VB

[ Ade 10 o

o -

> 60

™ I

2 T

S 1

= . 1

- 40

]

=

=3

E - - i EEEE]

= 20

=

5

|—.

= 0 e
teste 24h f taste 24h lesla 54
pOE-Traino oaE-1e6tE e

Figura 23:Infusdo bilateral intracértex occipital médio-lateral de adenosina imediatamente pés-
teste sem refor¢o ndo prejudica a reconsolidacéo recente de memaria de longa duracéo relativa
atarefa do LAM, conforme verificado 24 horas e 5 dias ap0s esta reativacao. Ratos com canulas
de infusé@o implantadas bilateralmente mirando 1 mm acima da 74 regido CA1 do hipocampo
dorsal, ou seja, a regido cortical occipital médio-lateral, foram treinados durante 5 d na verséo
espacial do LAM. 24 h depois da ultima sessdo de treino, os ratos foram randomicamente
designados para um de dois grupos experimentais e submetidos a um teste de evocacgéo de 60
S na auséncia da plataforma de escape (P1, barra preta). Adenosina (Ade 10 nmol/lado, barra
cinza) ou veiculo (VEH, barra branca) foi bilateralmente infundida (1,0 ul) na regido cortical
occipital médio-lateral de ratos imediatamente apés este teste de evocacao 24 horas poés-treino.
(A) Laténcia média de oito largadas por dia de treino de todos os ratos até a localizacao da
plataforma de escape). (B e C) A retencdo da memoria foi verificada em um segundo teste de 60
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s realizado 24 h apds o primeiro teste, e em um terceiro teste de 60 s realizado 5 d apés o
primeiro teste. Os dados estao expressos como médias (+ EM) da laténcia de nado até o local
prévio da plataforma de escape (B) ou como a porcentagem de tempo de nado gasto dentro do
guadrante-alvo (C). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos, e todos 0s grupos
apresentam porcentagem de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo significativamente
maior que o porcentual teérico de 25% em teste t de Student. (n = 6 — 7 por grupo).
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[l DISCUSSAO

Apés o ano 2000, de acordo com as constatacbes em relacdo a
reconsolidacdo da memoria feitas por Nader e colaboradores (NADER KARIM;
SCHAFE GLENN E.; LE DOUX JOSEPH E., 2000), muitos estudos se
concentraram na identificacdo de bloqueadores de reconsolidagdo como uma
alternativa, uma mudanca de paradigmas no que diz respeito a tratamento de
transtornos mentais (PIGEON et al., 2022; SCHROYENS et al., 2021). Ou seja,
a busca foi direcionada a agentes amnésicos que seriam adequados para uso
em humanos, como inibidores da sintese de proteinas (como a rapamicina),
antagonistas dos receptores B-adrenérgicos e antagonistas do receptor NMDA.
Logo, intervencdes baseadas em reconsolidacdo que haviam sido desenvolvidas
em roedores comecaram a ser traduzidas para humanos, tendo como ponto
sensivel a dificuldade em replicar os efeitos amnésicos que apareciam (PIGEON
et al., 2022).

Na etapa inicial desse trabalho, dando continuidade ao experimento anterior
(mestrado), utilizamos a adenosina (10 nmol/lado), agonista adenosinérgico A1
(CPA - 10 nmol/lado) e agonista adenosinérgico Az (HEMADO - 10 nmol/lado),
onde foram observadas diferencas significativas entre 0 grupo que recebeu
agonista As imediatamente ap0s o primeiro teste (sessdo de reativagdo sem
reforco, 5 dias pos-treino) em relagcdo ao grupo controle, pois na segunda sessao
de teste realizada 24 horas pdés-primeiro teste, houve um prejuizo na
porcentagem de tempo de nado gasto no quadrante-alvo. Porém, na terceira
sessdo de teste, realizada 5 dias pds-primeiro teste, verificamos que ndo houve
diferencas significativas entre grupos.

Dessa forma, quanto ao principal parametro mensurador de evocacgéao de
memoria para a tarefa do LAM (D’HOOGE; DEYN, 2001; MORRIS, 1984), a
porcentagem de tempo de nado gasto no quadrante-alvo, o Unico agonista que
reproduziu o efeito amnésico da adenosina na reconsolidacdo remota de
memoria espacial de longa duracéo, foi 0 agonista especifico para o receptor As.
Ou seja, a administracao tanto de adenosina, quanto de agonista As, causou
amnésia anterégrada na reconsolidagdo remota de memoéria de longa duragéo

recente, mas nao remota, relativa ao LAM, diferentemente do que haviamos


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/receptor-antagonist
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/nmda-receptor-antagonist
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encontrado para reconsolidacéo recente, onde 0s animais tiveram prejuizos em
ambos os testes, 0 que pode estar relacionado ao fato de memdrias recentes
serem mais sensiveis a interrupcao frente a memoarias mais antigas (PARKS et
al., 2022; ROESLER, 2017; SILVA; GRAFF, 2023), ou que a amnésica causada
pode ter sido transitéria e ou mesmo que ainda ndo tenha sido consolidada.
Existe uma hipotese que gradualmente, com o passar do tempo, a memoéria se
torna menos dependente do hipocampo, assim como as informacdes de contexto
a serem levantadas pelos animais ficam menos precisas (ALBERINI; LEDOUX,
2013; HALES et al., 2018; OCAMPO; SQUIRE; CLARK, 2017; TAYLER et al.,
2013).

O antagonista A1 utilizado foi o DPCPX por ter alta seletividade em ratos
e camundongos, e moderada em humanos (IJZERMAN et al., 2022), assim como
antagonista A3 MRS 3777. Ambos reverteram o efeito amnésico da adenosina
conforme verificado no segundo teste 24 horas pos-primeiro teste, onde os
animais que receberam adenosina co-infundida com cada um desses
antagonistas tiveram um bom desempenho no que diz respeito ao tempo de nado
gasto no quadrante-alvo quando comparados ao grupo salina, o que corrobora
com a primeira investigacdo que fizemos em nosso primeiro trabalho, onde esses
dois antagonistas reverteram o efeito amnésico da adenosina, tanto para
reconsolidacdo recente de memdria de longa duracdo recente quanto remota.
Porém, no terceiro teste ap0s sessao de reativacdo, nao tivemos desempenho
diferente do grupo veiculo, uma vez que a prépria adenosina nao teve efeito
amneésico na sesséao de teste, mostrando mais uma vez que ela ndo exerce 0s
mesmos efeitos quando a memaria é de longa duracéo remota.

Com relacdo ao papel da adenosina enddgena, realizamos a infuséo dos
antagonistas dos receptores A1 (DPCPX) e Az (MRS 3777), na dose de 50
nmol/lado, sem a presenca da adenosina. Observamos que ndo houve diferenca
significativa nas duas sessoes de teste realizadas ap0s a sesséo de reativacao,
corroborando com o que ja haviamos encontrado em nosso primeiro trabalho e
alguns estudos que ja haviam constatado isso (KOPF et al., 1999; MIORANZZA
etal., 2011).

Entre 0s nossos objetivos iniciais, estava a investigacdo das vias
intracelulares responsaveis por esse efeito amneésico causado pela adenosina.

Para esclarecer se esse efeito depende de degradacao proteica realizamos a
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infusédo bilateral de lactacistina (200 pmol/lado) e a co-infusdo de lactacistina
(200 pmol/lado) + adenosina (10 nmol/lado) tanto para reconsolidacao recente
quanto remota, de memoéria de longa duracdo recente e remota, onde
observamos que a lactacistina foi capaz de reverter o efeito amnésico causado

pela administragao da adenosina em todas as sessodes de teste realizadas.

J& esta estabelecido na literatura que a desestabilizacdo da memodria requer
maquinaria de degradacao de proteinas (DA SILVA et al.,, 2008; FERRARA;
KWAPIS; TRASK, 2023; MILTON; DAS; MERLO, 2023; PARKS et al., 2022;
ROESLER, 2017) Os receptores que foram identificados como necessarios para
a reconsolidacdo da memoria, incluindo receptores NMDA e canais de calcio
controlados por voltagem do tipo L, afetam mudancas intracelulares na
concentracdo de calcio com dinamica apropriada para envolver ambas as
proteinas fosfatases e o sistema proteassoma (KILEY; PARKS, 2022), o que
explica o0 motivo de termos utilizado a lactacistina como inibidor do proteossoma.
Dessa forma, um dos nossos questionamentos havia sido resolvido,
respondendo que a adenosina exerce seu efeito, pelo menos em parte, via
degradacéo proteica, pois uma vez que inibimos a degradacao proteica local, o

efeito amnésico causado pela adenosina foi inibido.

Restava entdo, entendermos se a amnésia estava relacionada a inibicao da
sintese de novas proteinas, levando em consideracdo que a principal diferenca
entre memorias de curta duracdo e memoérias de longa duracdo é que as
memoérias de longa duracdo requerem transcricdo de RNAm e traducdo de
proteinas (CLAUDIO DA SILVA; SARTORI BONINI, 2022; DA SILVA et al., 2008;
IZQUIERDO et al., 1998; MCGAUGH et al., 2005).

Realizamos uma curva dose-efeito da rapamicina, em que infundimos
rapamicina intra-CA1 na dose de 1ug/ul e 5ug/ul imediatamente apds a sessao
de reativacdo, devido a janela de tempo da reconsolidacdo (NADER, 2015;
NIKITIN et al., 2019), juntamente com o antagonista As MRS 3777, que é o
receptor pelo qual a adenosina exerce seus efeitos conforme todos os
experimentos realizados por nés até o momento.

Observamos que nas sessOes de teste que quando administrado
imediatamente apds o primeiro teste juntamente com a rapamicina 5 pg/ul, o

antagonista As MRS 3777 foi capaz de inibir o efeito amnésico causado pela


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/nmda-receptor
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/phosphoprotein-phosphatase
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rapamicina ja descrito em outros estudos (DASH; ORSI; MOORE, 2006) e
verificado neste experimento.

Uma questao chave dos estudos pré-clinicos ja publicados é determinar
se a desestabilizacdo da memoria realmente ocorreu ap0s uma suposta sessao
de reativacdo de memodria ou durante o procedimento nas intervencdes de
reconsolidacado (MILTON; DAS; MERLO, 2023). Dessa forma, o limiar de erro
gue provoque ajustes nos mecanismos de predi¢céo, tem sido reconhecido como
o processo fundamental que possibilita a aquisicdo de memoérias (SCHULTZ;
DICKINSON, 2000), pois o erro de predicdo guia o processo de aquisicao de
uma nova informacédo (memdria, habilidade) (DUDAI, 2009), ou seja, quando ndo
ocorre nenhuma “surpresa” ou evento inesperado, ndo ha “estimulo de
instabilidade”, o limiar de erro ndo é atingido e consequentemente ndo ha
necessidade de ajustes dos mecanismos relacionados aquela memoria.
Portanto, assim como na aquisicdo de memorias, na reconsolidagéo, a inclusao
de um evento inesperado entre a respostas esperada e a que foi observada,
define o erro de predigcdo nessa memaria, 0 que corrobora com a ideia de que
as memoérias sdo atualizadas pelo processo de reconsolidacdo (EXTON-
MCGUINNESS; LEE; REICHELT, 2015).

No entanto, € preciso diferenciar se esse evento inesperado impde ao
sistema uma surpresa ou uma novidade, pois cada uma delas resulta em
consequéncias distintas para a memdria, uma vez que 0 sistema consegue
distinguir informac8es novas e antigas, determinando se ha a necessidade de
codificacdo da informacdo ou uma atualizacdo de uma memoria ja existente.
Autores trazem como novidade, algo que nao foi previamente experimentado, ou
seja, um evento novo que ndo esta armazenado na memoria e quando
apresentado ira promover a formacdo de um novo traco de memoéria. Ja a
surpresa é definida como uma incompatibilidade entre uma expectativa baseada
em experiéncias prévias, e a atual exposicdo que implica em ajuste de acordo
com o resultado atual (BARTO; MIROLLI; BALDASSARRE, 2013). A quantidade
de surpresa para induzir o fortalecimento de uma memoria durante a
reconsolidacdo deve ser adequadamente ajustada, uma vez que pouca
quantidade de surpresa pode resultar em pequena atualizagdo dos mecanismos
de predicdo e pouca mudanca comportamental e em contrapartida, uma grande
quantidade de surpresa pode ocasionar um efeito de enfraquecimento da
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mem©éria original ou mesmo conduzir a extingdo da memobria original e
consequentemente um aprendizado inteiramente novo (AGUSTINA LOPEZ et
al., 2016).

Diante disso, conseguimos observar em nossos experimentos que a
forma como a memoria foi reativada, foi suficiente para ser entendida como uma
“‘quantidade ideal” de surpresa, pois seguimos o mesmo modelo de reativagao
na pesquisa do mestrado e durante o projeto de doutorado, mostrando uma
consisténcia desses resultados. Em nosso caso, a surpresa foi a auséncia da
plataforma de escape, que estava presente durante as sessdes de treino,
corroborando com estudos que afirmam que a memoérias associativas devem
apresentar em suas sessodes de reativagdo algum nivel de “surpresa” e induzir a
um erro de predicdo, sendo capazes de desestabilizar a meméria original
conduzindo ao processo de reconsolidacdo (AGUSTINA LOPEZ et al., 2016;
KRAWCZYK et al., 2017).

A literatura relacionada com a reconsolidacdo na pesquisa pré-clinica traz
como desafio a interpretacéo de falhas aparentes para observar possiveis efeitos
de interferéncia de reconsolidacdo de memoaria. A argumentacao é que qualquer
estudo que mostre um efeito amnésico apdés uma técnica de interrupcao
mneménica — farmacoldgica ou comportamental — no momento de reativacao da
memoria potencialmente suporta a teoria da reconsolidacao, mas qualquer falta
de efeito pode ser atribuida a uma falha em disparar a desestabilizacdo da
memodria, podendo trazer falseabilidade (KILEY; PARKS, 2022). Nesse sentido,
conseguimos demonstrar ainda mais robustez em nossos resultados, pois como
a nossa investigacdo permaneceu em torno do efeito amnésico causado pela
adenosina, esse Viés nos experimentos comportamentais envolvendo a

reconsolidacdo da memdria ndo esteve presente em nossos estudos.

Os resultados apresentados nessa tese de doutorado sédo enriquecedores
do ponto de vista fisiologico, além de suportar uma grande possibilidade de
extrapolabilidade desses resultados para a pesquisa clinica, primeiramente pela
utilizacdo de uma tarefa robusta de avaliacdo de memoria espacial, o LAM, e
também pelo fato de que a navegacdo alocéntrica (utilizada pelos animais em
NOssos experimentos) que envolve o hipocampo, o cértex entorrinal e estruturas
adjacentes, também é requisitada em humanos (VORHEES; WILLIAMS, 2015).
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Este trabalho também contribui na identificacdo dos receptores purinérgicos
como alvos terapéuticos, onde abordagens terapéuticas poderiam se beneficiar
da manipulacdo da reconsolidacdo, como o transtorno de estresse pos
traumatico (TEPT), por exemplo( ALBERINI, 2011).

Em suma, conseguimos esclarecer que a adenosina modula a
reconsolidacdo remota de memoéria de longa duracdo recente e remota via
receptores As. Ndo temos propriedade para afirmar exatamente por qual via
intracelular ela é capaz de modular a reconsolidacdo remota de memoria
espacial de longa duracéo recente e remota, porém ficou claro que seu efeito é
dependente de degradacao proteica. Somado a esse resultado, observamos que
um antagonista do receptor As foi capaz de inibir o efeito amnésico, causado por
um inibidor de sintese de proteinas, demonstrando um possivel papel da
adenosina na regulacdo do turnover protéico. Assim, por sua afinidade com
receptores As, quando ativado converge a um efeito amnésico via cascata de
transducdo de sinal devido a inibicdo de sintese proteica e/ou ativacdo da
degradacdo protéica.

Elencando os préximos passos dessa pesquisa, estes seriam o
entendimento de quais componentes enzimaticos de quais cascatas
intracelulares de transducédo de sinal e identificar quais proteinas, dentre as que
sabidamente sdo essenciais para a plasticidade neuronal subjacente a LTP
(ABRAHAM; WILLIAMS, 2008), podem estar envolvidas no momento da
reativacdo sem reforco da memoéria espacial, objetivo que foi encaminhado
porém nao foi concluido em tempo para essa tese devido a uma pandemia.

Além disso, sdo objetivos futuros a varredura do restante da familia de
receptores purinérgicos, os P2, pois estudos ja vém sendo feitos e publicados
investigando os receptores P2X e P2Y como alvos terapéuticos, como segue no

artigo submetido em anexo.
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IV CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos nesse trabalho podemos concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

O efeito amnésico da adenosina sobre a reconsolidacdo remota de
memoria de longa duracéo, testada 5 dias ap0s a ultima sesséo de treino,
€ causado somente sobre a memoaria espacial de longa duracao recente;
A adenosina modula a reconsolida¢do remota de memoria espacial de
longa duracgao recente via receptores As;

A adenosina enddégena néo possui um efeito critico na reconsolidacéo
remota de memodria espacial de longa duracdo, fato confirmado pela
administracdo dos antagonistas dos receptores adenosinérgicos
imediatamente apos a sessao do primeiro teste;

A amnésia anterograda causada pela adenosina infundida imediatamente
pos-teste é dependente de degradacao proteica.

A amnésia anterdgrada causada pela inibicdo pds-teste de sintese

protéica é dependente da ativacdo de receptores As.
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