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RESUMO

O armazenamento de memorias aversivas associativas € um processo neurobioldgico
importante, pois favorece a adaptacdo e a sobrevivéncia de um individuo em ambientes
complexos e dinamicos. Memorias relacionadas a eventos estressantes e potencialmente
prejudiciais sdo armazenadas de maneira mais intensa e duradoura para que uma vez
confrontado com uma ameaga em potencial, o individuo selecione uma resposta defensiva
apropriada com base em suas experiéncias anteriores. Entretanto, quando tais respostas também
se manifestam frente a outros estimulos ndo ameacadores e nao relacionados a memoria original
(fendmeno denominado de expressdo generalizada da resposta de medo), podem conduzir o
individuo a re-experiéncia do medo frente a situagdes seguras, a um estado de hipervigilancia
constante ¢ a manifestacdo de respostas fisiologicas exageradas, interferindo de maneira
significativa com sua qualidade de vida. A pesquisa utilizando modelos animais tem permitido
investigar os circuitos cerebrais, alteracdes de plasticidade sinaptica, neurotransmissao e vias
neuromodulatorias envolvidos no processamento de memorias aversivas associativas € na
expressdo generalizada da resposta de medo. Nas ultimas décadas, embora o sistema
adenosinérgico tenha emergido como uma via neuromodulatéria envolvida no processamento
das emogdes e armazenamento de memorias aversivas, na regulacao da transmissao sindptica e
da comunicagdo celular, a contribuicdo do receptor adenosinérgico Aza (A2aR) para a
consolida¢do de uma memoria aversiva de maior intensidade e para a expressdo generalizada
de respostas de medo permanecem pouco explorados e foram o alvo de estudo deste trabalho.
Para tanto, Ratos Wistar foram submetidos a protocolos de condicionamento aversivo ao
contexto, e avaliou-se o efeito da modulacdo farmacologica do A>aR durante a consolidacao
desta memoria aversiva sobre parametros comportamentais, neuroquimicos ¢ funcionais
relacionados a posterior expressdo generalizada de respostas de medo. Dentre os principais
achados deste trabalho, foi possivel observar que a administragdo sistémica de SCH 58261
(antagonista seletivo do A2aR) durante a consolidagdo da memoria aversiva resulta, nos dias
subsequentes, no aumento sustentado da resposta de medo nos contextos pareado e novo,
sugerindo que tal manipulag@o farmacoldgica favorece o armazenamento da memdria aversiva
associativa e induz um aumento da expressao generalizada de resposta de medo. De maneira
oposta, a administragao sistémica de CGS 21680 (agonista seletivo do A2aR) reduz o tempo de
congelamento nos contextos pareado e novo, ou seja, prejudica a consolidagio da memoria
aversiva e reduz a expressdo generalizadada resposta de medo. Ainda, através da obtencdo de
registros eletrofisiologicos extracelulares, foi observado que o antagonismo sistémico do A>aR
durante a consolidagdo da memoria aversiva prejudica a liberagdo de neurotransmissores em
fatias de amigdala lateral, mas ndo em fatias das porc¢des dorsal ou ventral do hipocampo.
Adicionalmente, em fatias de hipocampo dorsal, o protocolo de condicionamento per se induz
um prejuizo na potenciagdo de longa duragdo (LTP), sendo esse efeito revertido pelo
antagonismo sistémico do A2aR. Por fim, o antagonismo seletivo do A2aR no hipocampo dorsal
durante a consolidagdo da memoria aversiva também induz o aumento sustentado do tempo de
congelamento nos contextos pareado e novo nos dias subsequentes, ou seja, ¢ suficiente para
favorecer o armazenamento da memoria aversiva condicionada ao contexto e induzir um
aumento da expressdo generalizada de resposta de medo. Em conjunto, os dados obtidos no
presente trabalho demonstram que o A2aR desempenha um papel importante na consolidagao
de uma memoria aversiva associativa, influenciando na especificidade e magnitude das
respostas comportamentais manifestadas frente a posterior evocagdo destas informacdes.

Palavras-chave: memorias aversivas associativas; expressao generalizada da resposta de
medo; neuromodulagdo; receptor adenosinérgico Aza.



ABSTRACT

The storage of associative aversive memories is an important neurobiological process, allowing
the adaptation and survival of an individual in complex and dynamic environments. Memories
related to stressful and potentially damaging events are stored in a more intense and lasting way
for once faced with a potential threat, the individual selects a defensive response based on his
previous experiences. However, when these responses are also manifested in the presence of
other non-threatening stimuli and unrelated to the original memory (a phenomenon namely
generalized expression of fear response), the individuals can re-experience fear even in safe
situations, living in a state of constant hypervigilance and exhibiting exacerbated physiological
responses, significantly impairing their quality of life. Preclinical research has allowed
investigating brain circuits, changes in synaptic plasticity, neurotransmission and
neuromodulatory pathways which are performed in the processing of associated aversive
memories and in the generalized expression of the fear response. In recent decades, although
the adenosinergic system has emerged as a neuromodulatory pathway involved in processing
emotions and storage of aversive memories, recording synaptic transmission and cellular
communication, the contribution from the Aza adenosinergic receptor (A2aR) to aversive
memories of greater intensity and for generalized expression of fear responses remain little
explored, and were investigated in this work. For this, adult male Wistar rats were subjected to
contextual fear conditioning protocols and the effects of A2aR pharmacological modulation on
behavioral, neurochemical and functional behaviors related to generalized expression of fear
responses were recorded. Among the main results of this work, it was observed that the systemic
administration of SCH 58261 (selective A2aR antagonist) during the aversive memory
consolidation resulted, in the subsequent days, in a sustained increase of fear response in paired
and new contexts, suggesting that such pharmacological manipulation potentiated memory
storage and increased the generalized expression of fear response. Conversely, systemic
administration of CGS 21680 (selective A2aR agonist) reduced freezing behavior in both paired
and new context, that is, impaired aversive memory consolidation and reduced generalized
expression of fear response. Likewise, it was observed through extracellular
electrophysiological recordings that AxaR systemic antagonism during aversive memory
consolidation impairs the release of neurotransmitters in lateral amygdala slices, but not in
dorsal or ventral hippocampus slices. Additionally, in slices of dorsal hippocampus, the
conditioning protocol impaired the induction of long-term potentiation (LTP), being this effect
reversed by the systemic antagonism of AzaR. Finally, the selective AxaR antagonism in the
dorsal hippocampus during consolidation increased fear response in both paired and new
context, 1.e., it is enough to support the storage of the context-conditioned aversive memory and
increases generalized expression of fear response. Together, the data obtained in the present
study demonstrate that A2aR plays an important role in the consolidation of an aversive
associative memory, impacting the specificity and magnitude of the behavioral responses
manifested in the subsequent evocation of this information.

Keywords: aversive associative memories; generalized expression of fear response;
neuromodulation; Az adenosinergic receptor.
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INTRODUCAO
O SISTEMA ADENOSINERGICO

A adenosina ¢ um nucleosideo enddgeno formado pela unido de uma adenina e uma
ribose. E uma base nitrogenada classificada quimicamente como uma purina, devido a presenga
de um anel pirimidinico fundido a um anel imidazolico (Figura 1). A adenosina esta presente
constitutivamente em todos as células e tecidos do corpo humano, sendo uma molécula central
na modulagdo do metabolismo energético celular, sintese de 4dcidos nucleicos e metabolismo de
aminoacidos, além de ser um metabdlito intermediario importante para a sintese de adenosina
monofosfato ciclico (o AMPc), um importante sinalizador intracelular que participa como
amplificador de sinal em diversas vias de sinalizacdo intracelulares, sobretudo aquelas que
recrutam a ativacao das subunidades de receptores acoplados a proteina G (WEI; LI; CHEN,
2011). Atualmente, o papel da adenosina como neuromodulador também ja estd bem
estabelecido. Apesar de ndo ser armazenada e liberada a partir de vesiculas como
neurotransmissores convencionais, a adenosina atua como um importante neuromodulador ao
regular a liberagao de outros neurotransmissores, como o glutamato (FERREIRA et al., 2015)
e a dopamina (GARCAO et al., 2013), e a excitabilidade pos-sindptica em diversas estruturas

cerebrais (SEBASTIAO; RIBEIRO, 2009).

Figura 1 — Estrutura quimica da adenosina.
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OH OH

Legenda: Fonte:  https://www.researchgate.net/figure/Structure-of-caffeine-and-adenosine figl 327720336,
2020.
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O papel das purinas (como a adenosina) como moléculas de sinalizagdo extracelular
foi experimentalmente comprovado pela primeira vez por Alan Drury e Szent-Gyorgyi von
Nagyra-Polt em 1929 (DRURY; SZENT-GYORGYI, 1929). Neste trabalho, eles
demonstraram que extratos brutos de macerados de varios tecidos diferentes (como musculo
cardiaco, cérebro, rim e bago) de bovinos e ovinos, quando injetados por via intravenosa em
animais anestesiados (cobaias, coelhos, gatos e cdes), provocavam reducdo da frequéncia
cardiaca. Além disso, produziam também dilatacdo de vasos sanguineos coronarios que
resultava hipotensdo severa e diminui¢do da pressdao arterial. O componente ativo desses
extratos foi identificado como sendo a adenosina. Drury e Szent-Gyorgyi também descobriram
que a adenosina poderia normalizar a taquiarritmia supraventricular, e atualmente existem
formulacdes comerciais para tal aplicagdo clinica.

Ao longo das trés décadas seguintes, os efeitos cardiovasculares e de contracdo de
musculatura lisa exercidos pela adenosina foram extensivamente estudados. Entretanto, foi
apenas em 1965 que De Gubareff e Sleator postularam a existéncia de receptores para adenosina
(DE GUBAHEFF; SLEATOR, 1965). Eles demonstraram que a cafeina era capaz de reverter
as acdes da adenosina no musculo atrial (como por exemplo a diminui¢ao da frequéncia
cardiaca e da concentragdo de calcio), sugerindo que esses dois compostos estruturalmente
semelhantes agiriam no mesmo local ou sitio receptor para exercerem seus efeitos. Até o inicio
dos anos 1970 varios cientistas demonstraram quase que simultaneamente a presenca de
adenosina no cérebro de mamiferos e sua capacidade de elevar os niveis de cAMP, sugerindo
um efeito regulatorio sobre a enzima adenilil ciclase (AC), que havia sido recentemente
descoberta (SHIMIZU; DALY; CREVELING, 1969). Sattin e Rall demonstraram no seu
trabalho publicado em 1970, utilizando fatias de cérebro de porquinhos-da-india, que esse
aumento de AMPc era dependente da concentra¢do de adenosina, e que era antagonizado pela
teofilina e pela cafeina, também de maneira concentracdo-dependente (SATTIN; RALL, 1970).

Foi observado que a adenosina tinha a capacidade tanto de estimular quanto de inibir
a atividade da AC, dependendo da concentragdo empregada. Utilizando uma série de anélogos
da adenosina, Londos e Wolff demonstraram em 1977 que dependendo da modificagao
estrutural da molécula em relagdao a adenosina, era observada uma estimulacao ou inibi¢cdo da
AC em plaquetas e membranas de células hepaticas (LONDOS; WOLFF, 1977). Eles
sugeriram, entdo, a presenga de dois sitios de ligagdo para a adenosina nessa enzima: um sitio
“R” estimulatério (que era dependente de modificagdes no nicleo purinico da molécula) e um
sitio “P” inibitdrio (dependente de modificagdes na ribose dessa molécula). Esses sitios foram

identificados nos anos seguintes como sendo, na verdade, receptores distintos presentes na
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porcao externa da membrana celular, denominados de receptores A1 e A, sendo o receptor Aj
(responsivo a menores concentragdes de adenosina) capaz de inibir e o A> de estimular a AC
(VAN CALKER; MULLER; HAMPRECHT, 1979). A partir da década de 1980, através de
ensaios de ligagdo e de clonagem molecular, foi demonstrada a existéncia de dois subtipos do
receptor Az, Axa e Aog (BRUNS; DALY; SNYDER, 1980), além da existéncia de receptores
A3 (ZHOU et al., 1992).

Atualmente, sabe-se que todos os receptores adenosinérgicos sao compostos por uma
unica cadeia polipeptidica com 7 dominios hidrofobicos transmembranares que interagem com
proteinas G. A ligacdo da adenosina ou de agonistas exdgenos a estes receptores estabiliza sua
mudanga conformacional, facilitando sua interagdo com as subunidades da proteina G a qual
estdo acoplados e promovendo a ativagdo ou inibicdo de vias efetoras intracelulares. Os
receptores A1 e Az sdo acoplados a proteinas G inibitdrias, levando a inibi¢do da atividade da
enzima AC e diminui¢do da concentracdo AMPc. Por outro lado, os receptores Axa e A2g estao
acoplados a proteinas G estimulatorias, que culminam na ativagdo da AC e aumento da sintese
de AMPc (JACOBSON; GAO, 2006).

A concentragdo extracelular de adenosina influencia a ativagao desses quatro subtipos
de receptores, que possuem afinidade de ligacdo distinta. Fisiologicamente, a adenosina esta
presente tanto no meio intra quanto extracelular, em concentragdes baixas (na faixa de alguns
poucos nanomolares), sendo que seus niveis aumentam durante condigdes que envolvem
aumento da demanda metabodlica e/ou falta de oxigénio como, por exemplo, epilepsia, isquemia,
dor, inflamacao e cancer. Os receptores A e A2a sdo ativados mais facilmente (ou seja, perante
menores concentragdes de adenosina) que os Az e Aog (FREDHOLM et al., 2001). A adenosina
ativa os receptores A1, Axa € Az com valores de EC50 (concentragdo que induz metade do efeito
maximo) entre 10 nM a 1 pM. J4 para a ativacdo do receptor Az, sd0 necessarias concentragdes
de adenosina acima de 10 puM, muito acima dos valores fisioldgicos dessa purina (que
permanece abaixo de 1 uM) (ELTZSCHIG, 2009). Assim, a ativagao de receptores A1, Aza €
Az pode ocorrer em condigdes fisiologicas, ao passo que a ativacao do receptor Az ocorreria
apenas em condi¢des muito restritas.

A concentracdo de adenosina nos diferentes compartimentos bioldgicos ¢ determinada
por sua sintese, transporte transmembrana e degradagdo (CUNHA, 2001). A sintese de
adenosina ocorre tanto no meio extra quanto intracelular (Figura 2). No meio intracelular, a
adenosina ¢ formada predominantemente a partir de adenosina trifosfato (ATP) e difosfato
(ADP) sob a¢ao de enzimas endonucleotidases (ou 5-nucleotidases). Outra fonte intracelular de

adenosina ¢ a hidrolise de S-adenosil-L-homocisteina, um intermediario na sintese do
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aminoacido cisteina (LATINI; PEDATA, 2001). A degradagao intracelular de adenosina ocorre
através da acdo das enzimas adenosina quinase ¢ adenosina deaminase. J4 no meio extracelular,
a adenosina pode ser sintetizada partir do ATP (co-secretado com neurotransmissores ou
liberado como neuro ou gliotransmissor), sob a¢do das enzimas ecto-nucleotidases CD39 e
CD73 que se encontram ancoradas na superficie da membrana celular, ¢ metabolizada pela
enzima adenosina deaminase. Ainda, existem transportadores bidirecionais de nucleosideos que
permitem tanto a liberagdo de adenosina para o meio extracelular, assim como a sua captagao

para o interior das células (ELTZSCHIG, 2009).

Figura 2 — Representacdo das principais vias de sintese e degradagdo da adenosina.
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Legenda: No meio intracelular, a adenosina pode ser sintetizada por enzimas endonucleotidases a partir de
adenosina trifosfato (ATP) e difosfato (ADP), bem como a partir de S-adenosil-L-homocisteina (SAH) através da
enzima SAH-hidrolase. As enzimas adenosina quinase ¢ adenosina deaminase sdo responsaveis pela degradacdo
intracelular da adenosina. No meio extracelular, a adenosina pode ser sintetizada partir do ATP sob agdo das
enzimas ecto-nucleotidases CD39 e CD73 que se encontram ancoradas na superficie da membrana celular. A
metabolizagdo extracelular de adenosina é mediada pela enzima adenosina deaminase. Ainda, transportadores
bidirecionais de nucleosideos (ENT1 e ENT2) permitem tanto a liberagdo de adenosina para o meio extracelular,
como a sua captagdo para o interior das células. Fonte: adaptado de www.smart.servier.com (2020).

1.1.1 O receptor Aza

O receptor Azxa (A2aR) foi clonado pela primeira vez em 1990 em glandulas tireoide
de cachorros (MAENHAUT et al., 1990) e, 2 anos depois, no cérebro de ratos e humanos
(CHERN et al., 1992; FURLONG et al., 1992). O primeiro camundongo nocaute para o gene
ADORAZ2A, que codifica o A2aR, foi gerado em 1997 (LEDENT et al., 1997). J4 nos tltimos
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anos, através da utilizagdo da técnica de cristalografia, foi determinada a estrutura e disposi¢ao
do AzaR nas membranas celulares, bem como os sitios de ligacdo para a adenosina e o
ZM?241385, um antagonista desse receptor (JAAKOLA et al., 2008; LEBON et al., 2011).
Aprofundando mais detalhadamente sobre as vias de sinalizagdo envolvidas com a
ativacdo do A2aR (Figura 3), como ja citado, ele interage diretamente com proteinas G
estimulatoérias, do tipo Gs em tecidos periféricos e Golf no sistema nervoso central (SNC),
estimulando a via AC-AMPc-PKA, recrutando fatores de transcricdo como o CREB (DE LERA
RUIZ; LIM; ZHENG, 2014). Além disso, 0 A2aR contém uma longa por¢ao C-terminal (mais
de 120 residuos de aminoacidos) que interage com diversas outras proteinas (chamadas de
“acessorias”) de maneira independente da proteina G, tais como alfa-actina, ARNO, USP4 que,
por sua vez, acarretam no recrutamento de outras vias de sinalizagao, como das MAP quinases

(ZEZULA; FREISSMUTH, 2008).

Figura 3 — Vias de sinalizacdo intracelular recrutadas pela ativagdo do AzxaR.

Receptor A2a

A O PCREB §

Legenda: AC= Adenilil ciclase; CREB= Proteina de ligagdo ao elemento de resposta do AMPc; PKA= Proteina
quinase A; USP= Sistema ubiquitina-proteossoma. Fonte: adaptado de www.smart.servier.com, 2020.

Quanto a sua distribuicao e fungdes bioldgicas no organismo de mamiferos, o A2aR €
expresso em maior quantidade no bago, no timo, no leucécitos e plaquetas, € em neurdnios no
estriado e bulbo olfatorio no SNC, onde estdo envolvidos principalmente com o controle da
sintese e liberacdo de citocinas e neurotransmissores, ¢ modulam diversos processos bioldgicos,

como a dor e inflamacao, agregagdo plaquetaria, locomog¢ao, motivagdo e recompensa, entre
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outros (DE LERA RUIZ; LIM; ZHENG, 2014). Ainda, o A2aR ¢é expresso em menor
quantidade (mas nem por isso sd0 menos importantes) nos vasos sanguineos (onde promovem
vasodilatacdo), no coracdo (onde diminuem a contragdo cardiaca), nos pulmdes (controlando a
sintese e liberagdo de citocinas relacionadas com processos inflamatoérios) e em outras regides
do SNC, como hipocampo e cortex pré-frontal, onde tem sido relacionado com o controle da
liberagdo de neurotransmissores, motiva¢do € recompensa, com uma agdo pro-
convulsivamente, e processos de aprendizado e memoéria (DE LERA RUIZ; LIM; ZHENG,
2014).

1.1.2 O receptor Aza no sistema nervoso central

O AxaR pode estar localizado em diferentes populagdes celulares no SNC (como
neurdnios, astrocitos, micréglia e células endoteliais), assim como em diferentes regides
subcelulares. Rebola e colaboradores demonstraram em 2005, através de ensaios de ligacdo e
de comarcacdao por técnicas de western blot ¢ imunohistoquimica que o A>aR tem uma
distribuicdo subcelular e subsinéptica distinta no estriado e no hipocampo (REBOLA et al.,
2005). Eles demonstraram que, enquanto no estriado o A2aR esté localizando principalmente
no corpo celular ou dendritos com localizagdo extra-sinaptica, visto que apenas uma pequena
quantidade do receptor encontra-se em regides com marcagao para proteinas sinapticas, no
hipocampo ele esta localizado preferencialmente em regides sinapticas de terminais nervosos.

Além da distribuigdo subcelular e subsinaptica distinta do A2aR no estriado e no
hipocampo, outra questdo importante ¢ a sua dindmica de ativagdo. Enquanto o receptor
adenosinérgico do subtipo A ¢ ativado preferencialmente pela adenosina sintetizada por
ectonucleotidases a partir do ATP liberado como gliotransmissor sob estimula¢do de baixa
frequéncia, a ativagdo endogena do AxaR ocorre preferencialmente pela adenosina formada por
ectonucleotidases a partir do ATP secretado por neurdnios frente estimulagdo de alta frequéncia
(CUNHA, 2008). A ativacdo do A2aR, por sua vez, aumenta a atividade dos transportadores de
nucleosideos, promovendo um aumento na recaptacdo de adenosina e limitando sua
disponibilidade para ativar os receptores inibitorios A1 (PINTO-DUARTE et al., 2005). Dessa
maneira, a ativagdo do AxaR facilita a transmissdao sinaptica tanto diretamente através do
recrutamento de proteinas G estimulatérias, quanto indiretamente via diminuicao da ativagao
do receptor A1 (CUNHA, 2008).

A complexidade da distribui¢@o e da ativagdo do A2aR, bem como sua capacidade de

facilitar a transmissdo sindptica € a comunicagdo celular, os tornam um alvo de estudo
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interessante para a modulacao de fungdes biologicas relacionados ao SNC, tais como processos

de aprendizado e memoria.

1.2 MEMORIA

O aprendizado reflete a capacidade de um individuo adquirir informagdes referentes a
uma nova experiéncia. A retencdo e posterior acesso dessas informacdes, por sua vez,
caracteriza a formagdo das memorias. Com isso, cada individuo possui um conjunto de
memorias Unico de acordo com as experiéncias com as quais se deparou ao longo de sua vida,
que moldam sua percepcao sobre o mundo, sua personalidade e seu comportamento frente as

mais diversas situagdes (DUDALI, 2004).

1.2.1 A formacido e manutencio das memorias

Durante o final do século XIX foi publicado pelos psicologos alemaes Miiller e
Pilzecker um dos primeiros trabalhos de grande impacto para o estudo das memorias, na
traducdo para o portugués “Contribui¢des Experimentais para a Teoria da Lembranga”
(MULLER; PILZECKER, 1900). Os achados experimentais desse trabalho demonstraram que
as memorias ndo sdo formadas instantaneamente ap6s a aquisicdo de novas informagdes, mas
sim que necessitam de uma janela temporal durante a qual sdo gradualmente estabilizadas,
sendo susceptiveis a agdo de interferentes durante este periodo. O termo consolida¢do da
memoria (do latim consolidare, “tornar concreto”) foi, entdo, introduzido na literatura cientifica
para se referir a essa janela temporal.

Posteriormente aos achados de Miiller e Pilzecker sobre a consolidagao das memorias,
iniciou-se entdo a busca por quais alteragdes ocorrem durante essa janela temporal e que
permitem o armazenamento duradouro de informagdes. Um dos pesquisadores mais
importantes na area foi Santiago Ramoén y Cajal, médico e histologista espanhol, considerado
até hoje o pai da Neurociéncia moderna. Através de técnicas de marcagdo de estruturas
neuronais, Ramoén y Cajal sugeriu que a memoria poderia decorrer de modificagdes estruturais
das conexdes sinapticas, como a formagao de espinhas dendriticas (YUSTE, 2015). Quase meio
século mais tarde, no livro “A Organizacdo do Comportamento”, o neurocientista canadense
Donald Hebb, baseado nos achados de Ramon y Cajal, sugeriu que “Quando um neur6nio
despolariza outro de maneira repetida e persistente, algum processo de crescimento ou alteracao

metabolica acontece e aumenta a eficiéncia em ativar esse conjunto de células”, ou seja, que o
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aprendizado fortalece as conexdes sinapticas entre os neurdnios e, assim, facilita a formagao de
representacdes neuronais.

Um dos trabalhos mais relevantes que sustentou a teoria de Hebb foi o dos
pesquisadores noruegueses Terje Lemo e Tim Bliss em 1973 (BLISS; LOMO, 1973). Nesse
trabalho, eles demonstraram que a estimulagao repetida de fibras nervosas de vias hipocampais
de coelhos anestesiados promovia um aumento dos potenciais excitatérios nos neuronios pos-
sindpticos que persistia por algumas horas, ou seja, ocorria um aumento sustentado na eficiéncia
sindptica em decorréncia da aplicacdo de impulsos sucessivos. A esse fendmeno
eletrofisiologico foi cunhado o termo potencializagdo de longa duragdo (do inglés, long term
potentiation — LTP). Desde o trabalho de Bliss ¢ Lemo, vem sendo proposto que a LTP ¢é o
mecanismo celular basico que permite o estabelecimento das alteragdes sinapticas necessarias
para o armazenamento de memorias, através do recrutamento de diversas vias intracelulares e
que, além do hipocampo, a ocorréncia da LTP apo6s a apresentacao de um estimulo também ja
foi observada no cortex pré-frontal medial e a amigdala (SWEATT, 2016).

Por muito tempo acreditou-se que a consolidagdao de uma memoria se estendia por
algumas horas apds a aquisicdo de novas informacgdes (enquanto ocorrem alteragdes funcionais
como a LTP) e que, apos esse periodo, a memoria se tornaria estavel e ja ndo seria mais
susceptivel a interferentes. Entretanto, trabalhos publicados na década de 1960 (MISANIN;
MILLER; LEWIS, 1968; SCHNEIDER; SHERMAN, 1968) demonstraram que uma memoria
evocada (lembrada) um dia apds a aquisi¢do (ou seja, apos a janela de consolidagdo ja ter se
encerrado) era perdida ou prejudicada se algum agente que conhecidamente interferia com a
consolidagdo da memoria (como a eletroconvulsoterapia) era introduzido. Diversos trabalhos
utilizando outras tarefas e agentes amnésicos reforcavam esses achados da década de 1960, mas
somente apos a publica¢do independente dos trabalhos de Susan Sara e Karim Nader, Schafe e
Ledoux no ano de 2000 (NADER et al., 2000; SARA, 2000) passou a ser aceito na literatura
cientifica que uma memoria previamente consolidada pode se tornar novamente 1abil apds sua
evocagdo e necessitar de um periodo de re-estabiliza¢do ou reconsolidagao.

No entanto, nem todas as memorias de um individuo persistem e sdo lembradas e
reconsolidadas ao longo do tempo. Embora quando pensamos em esquecimento muitas vezes
remetemos a quadros de declinio cognitivo, o esquecimento tem uma importancia fisioldgica
muito grande pois propiciaria a remoc¢ao de informacdes irrelevantes e desnecessarias, visto
que muitas memorias formadas ao longo de nossas vidas apresentam pouca relevancia do ponto
de visto adaptativo. Uma memoria € esquecida quando a populagdo celular responséavel pelo

seu armazenamento — o engrama — ¢ perdido (o que ocorre em doencas neurodegenerativas,
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como a doenga de Alzheimer) ou estd temporariamente inacessivel. O ultimo caso caracteriza
a extingdo da memoria, que ocorre quando uma nova memdoria muito semelhante com a original
¢ formada e se sobrepdem a ela, ndao sendo possivel lembrar as informagdes referentes ao evento
original (Figura 4). Tanto a extingdo quanto a reconsolidacdo da memoria tém sido estudadas
com estratégias para intervencdo terapéutica em memorias que apresentam um impacto
negativo sobre a qualidade de vida de um individuo, como as memorias de carater emocional

aversivo (KINDT; VAN EMMERIK, 2016; SMITH et al., 2017).

Figura 4 — Etapas de formacao das memorias de longa duracao.
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Legenda: Apos a aquisicao de uma informagdo, a memoria se encontra 1abil e sensivel a interferentes, sendo
necessaria a sua consolidagdo para estabilizar o traco de memoria (o engrama, representado em vermelho) e
permitir a sua evocagao posterior. Quando evocada ou lembrada, a memoria é reativada e pode ser desestabilizada,
sendo necessaria uma nova etapa de estabilizacdo, a reconsolidagdo para manté-la em sua forma estavel. Durante
a reconsolidagdo, a memoria podera permanecer inalterada, bem como informagdes poderdo ser adicionadas ou
retiradas. Apos evocada e desestabilizada, uma memoria também podera ser extinta, ou seja, a exposicdo frequente
ou longa a um estimulo condicionado na auséncia do refor¢o ou estimulo incondicionado promove redugdes nas
respostas condicionadas devido a formagao de uma nova memoria, de valéncia oposta (representada em azul), que
se sobrepdem a memoria original (representada em cinza). Fonte: adaptado de JOSSELYN; KOHLER;
FRANKLAND, 2015.

1.2.2 As bases moleculares da consolidacdo das memdrias

A teoria de Hebb ¢ aceita até hoje e conhecida como plasticidade sinaptica Hebbiana,
sendo caracterizada pela capacidade de remodelagdo sindptica mediante estimulacao sinaptica
e pela geragdo de respostas de maior magnitude nos neurénios poés-sinapticos (JOSSELYN;
KOHLER; FRANKLAND, 2015; NICOLL, 2017). Os mecanismos envolvidos na indugio e

manutencdo desses processos durante a LTP tém sido extensivamente investigados, e
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atualmente ja ¢ bem estabelecida a importancia da transmissdo glutamatérgica e recrutamento
dos receptores glutamatérgicos ionotropicos AMPA (4cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol propionico) e NMDA (N-metil D-aspartato) (IZQUIERDO; MEDINA, 1997;
IZQUIERDO et al., 2006).

Enquanto os receptores AMPA sdo prontamente ativados apoés a ligagdo com o
glutamato e tornam-se permedaveis ao influxo de sédio, a ativacdo dos receptores NMDA ¢
dependente de voltagem, uma vez que o bloqueio fisico com ions magnésio ¢ removido apenas
mediante despolarizagdo da membrana. Portanto, os receptores NMDA conduzem pouca
corrente em potenciais de membrana em repouso. Além disso, os receptores NMDA sdo
altamente permedaveis a ions calcio (WATKINS; JANE, 2006). A entrada de calcio através do
receptor NMDA ativa a enzima quinase II dependente de célcio-calmodulina (CaMKII),
necessdria e suficiente para a LTP, sobretudo através da ligagdo com a proteina estrutura actina,
alargamento das espinhas dendriticas e acumulo de receptores AMPA na sinapse (LISMAN;
YASUDA; RAGHAVACHARI, 2012), os quais sustentam a potencia¢do duradoura na
eficiéncia sinaptica.

A manutencdo da LTP apds a sua inducdo ¢ dependente de sintese proteica (KRUG;
LOSSNER; OTT, 1984; ABRAHAM; WILLIAMS, 2008). O influxo de calcio através dos
receptores NMDA e ativagdo da CaMKII promove o recrutamento de vias intracelulares e
fatores de transcri¢cdo, como o CREB (do inglés, cAMP-responsive element binding protein) e
o mTORCI1 (do inglés, mechanistic target of rapamycin complex 1). Também, ¢ observado um
aumento dos componentes da maquinaria translacional (ribossomos) e de RNA mensageiro nas
espinhas dendriticas (SOSSIN; LACAILLE, 2010).

O fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF, do inglés, brain-derived
neurotrophic fator) também tem que mostrado como um modulador importante da fase tardia
de manutencdo da LTP nas sinapses glutamatérgicas, onde ¢ armazenado em vesiculas e
liberado apos despolarizagdo em resposta a estimulos, tanto na pré- quanto na pds-sinapse
(PANJA; BRAMHAM, 2014). A ativacao do receptor TrkB (do inglé€s, Tropomyosin receptor
kinase B) pelo BDNF promove um alargamento das espinhas dendriticas dependente de sintese
proteica. Isso ocorre através do recrutamento de mTORC1 (TAKEI et al., 2004; TANAKA et
al., 2008) e sintese de Arc (do inglés, activity-regulated cytoskeleton-associated protein), uma
proteina de funcdo estrutural envolvida na polimerizacdo da actina, € necessdria para a
manutengdo da LTP (KORB; FINKBEINER, 2011).

Embora evidente que a manutencdo da LTP seja dependente de alteragdes em regides

pOs-sindpticas, o componente pré-sindptico também desempenha um papel importante. A
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ativacdo de receptores pré-sindpticos (tanto ionotrépicos quanto metabotropicos) propicia a
abertura de canais de calcio dependentes de voltagem (VGCCs, do inglés, voltage-gated
calcium channel), e aumenta a mobilizacdo de vesiculas e a probabilidade de liberacao de
neurotransmissor (CATTERALL; FEW, 2008). A ativagdo desses receptores, por sua vez, ¢
mediada tanto através da sintese local de neuromoduladores, quanto via sinalizagdo retrégrada
ou gliotransmissao (MONDAY; YOUNTS; CASTILLO, 2018). Também, ja foi demonstrado
que o BDNF diminui a motilidade das mitocondrias e favorece o seu acoplamento pré-sinaptico,
aumentando a oferta do ATP necessario para funcionamento da maquinaria enzimatica local
(SU et al., 2014). Além de enzimas envolvidas diretamente na liberacdo de neurotransmissores,
enzimas responsaveis pela degradacao proteica ou componentes do proteassoma e do lisossoma
também tém papéis criticos na plasticidade sindptica (MONDAY; YOUNTS; CASTILLO,
2018).

Adicionalmente, a via de transdugdo de sinal mediada pelo 6xido nitrico apresenta
papel importante na comunicagdo sinaptica durante eventos plasticos envolvidos na formagao
de memorias. No cérebro, o 6xido nitrico ¢ sintetizado pela enzima 6xido nitrico sintase
neuronal mediante aumento do célcio intracelular e atua como um sinalizador retrégrado,
ativando a enzima guanilil ciclase e resultando no aumento dos niveis de GMPc no no terminal
pré-sinaptico, cujo envolvimento na formag¢do de memorias vem sendo demonstrado
(OVEREEM et al., 2010; GIESE; MIZUNO, 2013).

Por fim, além da LTP, a depressdo de longa duragdo (do inglés, long term depression
— LTD) também ¢ um fendmeno eletrofisiologico dependente importante para a remodelagao
sindptica e armazenamento de memaorias, € que compartilha caracteristicas comuns com a LTP,
tais como a dependéncia de estimulagdo neuronal, recrutamento de receptores glutamatérgicos
NMDA, ativagdo de cascatas de sinalizacdo intracelular dependentes de célcio e sintese
proteica. Entretanto, enquanto a LTP favorece a despolarizagao sustentada de neurdnios pos-
sindpticos, a LTD promove o efeito oposto. Na LTD, apds estimulacdo sinaptica de baixa
frequéncia e influxo de calcio através de receptores glutamatérgicos de NMDA ocorre a
ativacdo de fosfatases dependentes de cédlcio (como a calcineurina) que, por sua vez, removem
a inibicdo da proteina fosfatase-1 (PP1) e resultam na desfosforilacdo internalizagdo de
receptores glutamatérgicos do tipo AMPA, reduzindo a forca da transmissao sinaptica.

Assim, embora ambos os processos de LTP e LTD sejam necessarios para a
homeostasia da comunicagao celular dependente da transmissdo glutamatérgica, e influenciem
o armazenamento das memorias, o padrdo temporal em que ocorrem ainda € pouco

compreendido (NABAVI et al., 2014).
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1.2.3 Os substratos neurais para o processamento de memorias

O termo “engrama” foi introduzido na literatura cientifica relacionada a processos de
aprendizado e memoria mais de 100 anos atras, e refere-se ao substrato fisico de
armazenamento dessas informac¢des (JOSSELYN; KOHLER; FRANKLAND, 2015). No inicio
do século XIX, o médico alemdo Franz Joseph Gall propds a teoria (conhecida como
“frenologia”) de que o cortex cerebral ndo ¢ homogéneo e contém centros distintos que
controlam as fun¢des mentais especificas. Posteriormente, entre as décadas de 1920 a 1950, o
psicologo Karl Lashley baseou-se nessa teoria para mapear as areas corticais responsaveis pela
discriminacao visual e pelo aprendizado e armazenamento das memorias em ratos (LASHLEY,
1950). Entretanto, Lashley concluiu que nao havia apenas uma tnica area responsavel por tal
fung¢do, mas sim, que a capacidade de adquirir e armazenar memorias estava distribuido dentro
das areas corticais em todo o cortex e que qualquer uma dessas areas poderia suportar o
engrama. Ainda, com base na observacdo de que o tamanho da é4rea cortical removida, e ndo
sua localizagdo, influenciava os efeitos observados e a gravidade da perda de memoria, ele
concluiu que essas regides agiam juntas para sustentar o engrama (EICHENBAUM, 2016).

Ap6s os estudos de Karl Lashley, o caso clinico do “paciente H.M.” na década de 1950
esclareceu alguns aspectos importantes em relagdo as estruturas encefalicas responsaveis pelo
armazenamento e recuperagdo de diferentes tipos de memodria (SQUIRE; DEDE, 2015). O
paciente H.M. era o americano Henry Molaison, que em 1953 submeteu-se a um procedimento
experimental visando a atenuacdo da epilepsia grave que apresentava desde que sofreu um
acidente de bicicleta durante sua infancia. Durante esse procedimento foram retiradas estruturas
cerebrais localizadas no lobo temporal, onde se acreditava estar o foco epiléptico. Entretanto,
embora as crises epiléticas tenham cessado, Henry passou a apresentar amnésia severa,
esquecendo-se de eventos diarios logo apds seu acontecimento, sem apresentar quaisquer
perdas cognitivas de memorias antigas, bem como nenhum prejuizo em suas capacidades
perceptiva e motora. A neuropsicologa canadense Brenda Milner (que conduzia suas pesquisas
sob orientacdo de Donald Hebb) e os neurocirurgides Wilder Penfield e William Scoville (que
realizaram o procedimento experimental nesse paciente) dedicaram-se em estudar esse caso
clinico. Eles concluiram que as estruturas removidas do lobo temporal do paciente H.M., como
o complexo hipocampal e a amigdala, eram criticas para o armazenamento de uma nova
memoria, e que os aspectos temporais e funcionais das memorias sdo controlados por circuitos

neuronais distintos, existindo diferentes tipos de memoria.
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Didaticamente, as memorias passaram a ser classificadas de acordo com o tempo
durante as quais sdo mantidas, e quanto a sua fun¢do. As memorias de longo prazo sao
classificadas e divididas em duas categorias principais, de acordo com a sua fun¢ao: memorias
“declarativas” (explicitas) e memorias “nao declarativas” (implicitas ou procedurais). As
primeiras sdo aquelas responsaveis pela lembranga consciente sobre fatos e acontecimentos, e
que dependem principalmente do hipocampo para a sua manuten¢do. J4 as memorias nao
declarativas refletem a capacidade de armazenar e utilizar de maneira inconsciente uma
habilidade que foi aprendida (como andar de bicicleta), e sdo processadas principalmente no
estriado e no cerebelo (SQUIRE; DEDE, 2015). Por outro lado, enquanto uma memoria de
longo prazo ¢ consolidada, uma memoria de curto prazo pode ser formada em paralelo para
permitir o acesso imediato dessas informagdes, caso necessario. Também, uma quantidade
limitada de informagdes pode ser mantida apenas durante o tempo em que sdo requeridas para
desempenhar uma tarefa, independente da formagao de uma memoria de longa duracdo. Sdo as

“memorias de trabalho”, atribuidas a regides do cortex pré-frontal (SQUIRE; DEDE, 2015).

1.2.4 A influéncia das emocoes sobre as memaorias

Mas afinal, por que algumas memorias sdo facilmente esquecidas no decorrer do
tempo enquanto outras (de momentos felizes e prazerosos, ou de momentos ruins e/ou de
perigo) sdo lembradas ao longo de toda a vida? Diversos trabalhos demonstram que a emogao
(interpretacgdo e reacdo a um dado estimulo, que produz experiéncias subjetivos inerentes a cada
ser) € capaz de afetar o processamento das memorias, permitindo que as experiéncias mais
relevantes sejam armazenadas de maneira intensa e duradoura. Embora os circuitos e
mecanismos neurais envolvidos no processamento dessas memorias ainda ndo estejam
totalmente estabelecidos, atualmente ja se sabe que sdo necessarias interagdes complexas, que
envolvem alteragdes moleculares (bioquimicas e elétricas, através dos mecanismos citados
anteriormente) em/entre varias estruturas cerebrais, como amigdala, tdlamo, areas corticais,
hipocampo, estriado e cerebelo, refletindo a participacio dindmica do cérebro no

processamento destas informagdes (EICHENBAUM, 2016; TYNG et al., 2017).

1.2.5 A consolidacdo das memorias aversivas

As memorias aversivas sdo formadas de maneira mais intensa sobretudo pela

modulagdo de vias hormonais (adrenalina e glicocorticoides) e de neurotransmissores
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(noradrenalina) desencadeadas pela exposicdo a eventos estressantes e/ou potencialmente
danosos. A formag¢ao dessas memorias € extremamente importante do ponto de vista adaptativo,
pois conferem ao individuo um repertoério comportamental proprio, capaz de guiar o seu
comportamento frente a situagdes futuras que representem ou ndo perigo iminente, evitando a
exposicdo desnecessaria a situagdes de risco no futuro MCGAUGH, 2013).

Inicialmente, a percep¢do e processamento de estimulos sensoriais oriundos do
ambiente externo sao modulados pelos cortices frontal e parietal, bem como por nucleos
talamicos, e a detec¢do do carater emocional dessas informagdes (apetitivo ou aversivo) ¢
adquirida em grande parte como uma memoria ndo declarativa. O cortex sensorial e o tdlamo
enviam projeg¢des principalmente para a amigdala, o hipocampo, o cortex pré-frontal e o
estriado (LEDOUX, 2014; TOVOTE; FADOK; LUTHI, 2015).

A amigdala ¢ uma estrutura em forma de améndoa, situada dentro da regido
anteroinferior do lobo temporal, e subdividida em trés ntiicleos ou subareas: lateral, basolateral
e central (TOVOTE; FADOK; LUTHI, 2015). Ela tem sido apontada como como a principal
regido encefalica responsavel pela transformagdo dos estimulos sensoriais em estimulos
emocionais efetuados através do hipotalamo-hipéfise-adrenal e do sistema nervoso auténomo.
Estudos de neuroimagem em humanos demonstraram que ocorre um aumento na atividade
nessa regido tanto frente estimulos aversivos quanto apetitivos (HAMANN et al., 2002). O
envolvimento da amigdala no processamento emocional, portanto, é extremamente importante
para que memorias sejam consolidadas e lembradas de maneira mais duradoura. A fungdo e as
conectividades da amigdala sdo amplamente conservadas entre as espécies (EICHENBAUM,
2016).

Inicialmente, pensava-se que a formacdo de memorias aversivas associativas era
dependente exclusivamente da atividade das populagdes celulares da amigdala e independentes
do hipocampo, uma vez que as respostas de medo condicionado em humanos ndo eram afetadas
por lesdes nessa regido (BECHARA et al., 1995). Entretanto, voltando a discussdo acerca da
natureza “ndo declarativa” das memorias aversivas, atualmente ja esta bem estabelecido que o
hipocampo ¢ importante na integracdo e contextualizacdo de informagdes sensoriais
multimodais no tempo e no espaco, e também ¢ recrutado para a formagdo dessas memorias
(MAREN; PHAN; LIBERZON, 2013; CALISKAN; STORK, 2019). O hipocampo é uma
estrutura em forma de C que esta situada na parte caudal do cérebro, no lobo temporal, e
subdividida em regides distintas, como o giro denteado, as regides CA3, CA2 e CAl,
organizadas funcionalmente em um circuito trisindptico (Figura 5). O cortex entorrinal envia

projecdes (via perforante) as células granulares do giro denteado, cujas projecdes axonais
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(fibras musgosas) enviam informagdes as células piramidais da regido CA3. Da regido CA3,
essas informacgdes sdo entdo retransmitidas para a regido CAl, através das projecdes colaterais
de Schaffer, e podem entdo ser enviada a outras regides ou serem processadas na propria regiao
CA1l. Uma particularidade da regido CA1l ¢ a alta densidade de “células de local” (place cells,
em inglés), capazes de codificar informagdes espaciais, € que sao de extrema importancia para
o processamento de memorias aversivas associativas (FANSELOW, 2000).

Além disso, estudos em roedores demonstram que as porgdes dorsal e ventral do
hipocampo apresentam conectividade e func¢des distintas (STRANGE et al., 2014). Enquanto a
porcdo dorsal do hipocampo (homoéloga ao hipocampo anterior em humanos) estaria
relacionada principalmente ao processamento do componente espacial da memoria, o
componente emocional seria processado sobretudo pela porcdo ventral (homologa ao
hipocampo anterior em humanos), o que poderia ser explicado pela diferenca de conectividade
com as demais regides cerebrais, ja que a por¢ao ventral do hipocampo tem maior conectividade
com a amigdala e o hipotdlamo (RISOLD; SWANSON, 1996). Entretanto, essa visao
dicotdmica dorsal-ventral ndo ¢ totalmente verdadeira, uma vez que as diferencas de
conectividade do hipocampo com estruturas corticais e subcorticais sdo graduais, sugerindo que
as diferencas funcionais ao longo do eixo longo também podem exibir organizacdo em forma
de gradiente (STRANGE et al., 2014). Além disso, propriedades eletrofisioldgicas e padrao de
expressao génica distintos ja foram observados ao longo desse eixo (MAGGIO; SEGAL, 2007;
THOMPSON et al., 2008; DOUGHERTY; ISLAM; JOHNSTON, 2012). Ainda, a ativac¢ao da
amigdala repercute em alteragdes também no hipocampo dorsal (e ndo apenas no hipocampo
ventral), incluindo um aumento da expressio de Arc (MCINTYRE et al, 2005;
MCREYNOLDS et al., 2014) e potencializagdao da LTP (ABE, 2001), refor¢ando a importancia

do hipocampo dorsal na consolidacdo de memdrias aversivas.
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Figura 5 — Organizag¢do anatomica e funcional do hipocampo.
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Legenda: Localizagao anatomica do hipocampo e do cortex entorrinal no cérebro de ratos, macacos e humanos
(A), e representacdo esquematica do circuito trisinaptico de fluxo de informagao (B). CE= cortex entorrinal; CS=
projecdes colaterais de Schaffer; FM= fibras musgosas; GD= giro denteado; S= subiculo; VP= via perforante.
Fonte: adaptado de STRANGE et al., 2014 ¢ PATTEN et al., 2015.

Por fim, além dessas areas, o cortex pré-frontal medial (CPFm), localizado no lobo
frontal do cérebro dos mamiferos, também modula o processamento de memorias aversivas
(SOTRES-BAYON, F.; QUIRK, 2010; HOLLOWAY; MCINTYRE, 2011; CHOI,
GOURLEY; RESSLER, 2012; ROSESKE et al., 2015), uma vez que conecta-se de maneira

bidirecional direta ou indireta com diversas regides cerebrais envolvidas na formacdo de
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memdrias aversivas, como a amigdala e o hipocampo (GABBOTT et al., 2005; COURTIN et
al., 2013). O nticleo reuniens do tdlamo e a matéria cinzenta periaquedutal também fazem parte
de um circuito recrutado para o processamento de memarias com carater aversivo e expressao

comportamental de respostas de medo (ROZESKE et al., 2015).

1.2.6 A generaliza¢ido do medo

O fendmeno de generalizagdo de uma memoria condicionada foi descrito pela primeira
vez na literatura por Ivan Pavlov, em 1927. Pavlov observou que a resposta de salivacao de
caes que haviam sido previamente treinados a associar um determinado som ao recebimento de
alimento, também se manifestava frente a outros estimulos sonoros (de frequéncias distintas e
que nunca haviam sido condicionados ao recebimento de alimento). Desde entdo e ao longo das
ultimas décadas, diversos estudos buscam elucidar e caracterizar a generalizagdo de memorias
condicionadas, especialmente aquelas de carater emocional aversivo.

Sabe-se que presenga direta de uma ameaga ou a sua antecipagao levam a manifestacao
comportamental de respostas adaptativas de medo e ansiedade, respectivamente (PAPE; PARE,
2010). Essas respostas possuem uma funcdo biologica e evolutiva evidente, pois guiam
comportamentos de esquiva ou enfrentamento essenciais para a sobrevivéncia do individuo.
Ap6s a formacdo de uma memoria aversiva, a expressao generalizada de comportamentos de
medo ocorre quando as respostas de medo relacionadas a um estimulo em particular ndo se
restringem a ele, sendo também expressas frente a outros estimulos semelhantes, mas nao
necessariamente relacionados a memoria original.

A expressao generalizada de comportamentos de medo ¢ fundamental em um ambiente
em constante mudanga, uma vez que o aprendizado de que um estimulo prediz um evento em
particular permite que um individuo manifeste essa mesma resposta frente a estimulos
semelhantes (DUNSMOOR; PAZ, 2015; JASNOW et al., 2017). No entanto, quando a
generalizagdo do medo ocorre mesmo frente a estimulos que poderiam ser facilmente
distinguidos do original, estimulos ndo ameagadores sdo interpretados como nocivos, levando
a re-experiéncia do medo frente a situagdes seguras, a um estado de hipervigilancia constante e
a manifestacao de respostas fisioldgicas exageradas (JASNOW et al., 2017).

Embora inicialmente tenha sido proposto que a generalizagcdo do medo estava
relacionada exclusivamente com a similaridade de um estimulo sensorial com o estimulo
previamente condicionado (GUTTMAN; KALISH, 1956), estudos recentes vém demonstrando

que os processos de codificacdo e discriminagdo de informagdes sensoriais sao muito mais
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complexos, ja que a valéncia emocional que um individuo atribui a um evento aversivo vai além
de seus detalhes fisicos ou sensoriais, sendo dependente e influenciada por experiéncias prévias.
Dessa forma, mesmo que os mecanismos relacionados a seletividade da generalizagao do medo
ainda ndo tenham sido totalmente estabelecidos, esta caracteriza-se por um processo ativo
baseado em ambiguidade e incerteza, e ndo apenas uma falha de discriminagao entre estimulos
sensoriais (ONAT; BUCHEL, 2015; STRUYF et al., 2017; TUOMINEN et al., 2019).

Assim como observado em outros processos relacionados a formagdao e ao
armazenamento de memorias, a generalizagdo do medo parece ser influenciada por varios
fatores intrinsecos (incluindo estados internos, género, modificagdes genéticas ou epigenéticas
e alteragdes hormonais), bem como por fatores externos (como o tipo e intensidade da
estimulacdo aversiva). Ainda, a generalizacdo do medo também ¢ sensivel a passagem do
tempo, visto que gradativamente as memorias podem perder tanto a precisdo quanto a forga
(POLLACK et al., 2018). Considerando o grande numero de varidveis que podem interferir
com a generalizagdo do medo, ainda ndo esta bem estabelecido qual a circuitaria neuronal
envolvida no processamento de memdorias aversivas que culminam na expressao generalizada
de comportamentos de medo, porém, o equilibrio da sinaliza¢ao entre transmissores excitatorios
e inibitdrios, neuromoduladores e vias de sinalizagdo intracelular no cortex pré-frontal medial,
no hipocampo, na amigdala e em nucleos do talamo parece ser determinante para a regulacao
da expressdo de respostas defensivas e discriminagdo de estimulos aversivos (XU; SUDHOF,
2013; DUNSMOOR; PAZ, 2015; GROSSO et al., 2018).

Além da neurobiologia e neuroquimica relacionadas a generalizagdo do medo, ainda
se faz necessario investigar ¢ compreender que fatores delimitam a fronteira entre a
generalizagdo do medo considerada adaptativa (que tem como objetivo a autopreservacao),
daquela que acarreta na manifestacdo de respostas defensivas exacerbadas e que impactam de
maneira negativa e significativa a qualidade de vida de um individuo. Neste ponto, vale ressaltar
a importancia ndo apenas das similaridades ou diferencas entre estimulos, mas também do
contexto em que uma resposta defensiva se manifesta, visto que um mesmo comportamento
que se caracteriza como adaptativo e relevante em um ambiente pode ser desnecessario e inttil
em outro (FANSELOW, 1994; BLANCHARD; BLANCHARD, 2008).

Segundo o modelo de refor¢o da consolidacdo proposto por Pitman (1989), a
magnitude e a orientagdo das respostas comportamentais de medo estdo diretamente
relacionadas com a intensidade na qual a memoria do evento traumatico foi armazenada. Ou
seja, em individuos pré-dispostos, a liberacdo de hormoénios e neuromoduladores relacionados

ao estresse ocorreria de maneira mais acentuada durante e/ou imediatamente apds um evento
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traumatico de grande severidade, sendo essa “superestimulacdao” responsavel por potencializar
também as cascatas de sinalizag¢do intracelular recrutadas para a consolidacdo da memoria
aversiva. Adicionalmente, tém-se considerado que possivelmente 0s mecanismos
neurobiolégicos envolvidos com a consolidagao de memorias aversivas que posteriormente
levardo a manifestacdo inadequada de respostas defensivas (tal como o aumento da expressao
generalizada de medo) ndo sejam analogos ao de uma memoria de medo considerada “normal”
ou adaptativa. Diversos estudos em roedores corroboram o modelo proposto por Pitman, e
demonstram que a potencializacdo da consolidagdo de uma memoria aversiva resulta no
aumento da expressdo generalizada de medo frente a pistas neutras (BALDI; LORENZINI;
BUCHERELLI, 2004; GAZARINI et al., 2013; 2014; GHOSH; CHATTARII, 2015).

1.2.7 Os transtornos psiquiatricos relacionados as memorias aversivas

Em alguns casos as respostas de medo e ansiedade sdo exacerbadas e inapropriadas, ja
que prejudicam a qualidade de vida e manifestam-se mesmo frente exposi¢cdo a estimulos e
pistas nao ameagadores. Nesses casos, sao consideradas como mal adaptativas ou disfuncionais
e sdo a base para o desenvolvimento de alguns transtornos psiquiatricos (GILMARTIN;
BALDERSTON; HELMSTETTER; 2014).

Dentre esses transtornos, o transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT), ¢
classificado atualmente pelo Manual de Diagnostico e Estatistica dos Transtornos Mentais
(DSM, do inglés Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) como um transtorno
relacionado ao trauma, ja que possui uma etiologia bem definida: a exposicdo a um
acontecimento traumatico de grande severidade (YEHUDA et al., 2015). Os principais
sintomas desse transtorno sao a re-experiéncia espontanea e persistente desse evento, a esquiva
de pessoas e lugares que remetam ao trauma, além do aumento da expressao generalizada de
respostas de medo. Também, ha uma alta co-morbidade entre TEPT e com transtornos de humor
e ansiedade e, com base nisso, atualmente os agentes farmacologicos com indicacdo clinica
para o tratamento desse transtorno sdo os inibidores seletivos de recaptagdo de serotonina
sertralina e paroxetina. Outros fArmacos comumente indicados incluem os inibidores da enzima
monoamina oxidase, benzodiazepinicos e antagonistas adrenérgicos (YEHUDA et al., 2015)

Embora atenuem a reatividade do sistema nervoso simpatico normalmente observada
em individuos com TEPT, a efic4cia clinica desses farmacos ¢ limitada (CHARNEY et al.,
2018; TORRISI et al.,, 2019). A indicacdo de um tratamento farmacologico baseado

especificamente na fisiopatologia do transtorno, por outro lado, tem se mostrado um grande
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desafio, uma vez que ainda ndo esta claro quais sdo os mecanismos moleculares e os fatores
ambientais determinantes envolvidos no desenvolvimento do TEPT (MALIKOWSKA-
RACIA; SALAT, 2019). Além disso, embora a probabilidade de desenvolvimento de TEPT
varie de acordo com o tipo de trauma e de acordo com o género, aproximadamente 20 a 30%
dos individuos expostos a eventos traumaticos de grande severidade desenvolvem esse
transtorno (DESMEDT; MARIGHETTO; PIAZZA, 2015). Portanto, para que terapias mais
efetivas sejam desenvolvidas ¢ fundamental investigar as diferencas interindividuais e elucidar
0s principais mecanismos moleculares e a regides encefalicas envolvidas no processamento de
estimulos aversivos ¢ formacao das memorias aversivas no TEPT.

Nesse sentido, apesar das limitagdes de que nenhum modelo animal seja capaz de
mimetizar com exceléncia todas as caracteristicas de uma condi¢do humana, muitos aspectos
neurobioldgicos e comportamentais sdo evolutivamente conservados entre espécies, 0 que
permite utilizar a experimentacdo animal para entender o processamento dessas memorias, bem
como para a avaliacdo de estratégias terapéuticas capazes de moduld-las (WHITAKER;

GILPIN; EDWARDS, 2014).

1.2.8 As ferramentas experimentais para estudo de memdrias aversivas e generalizacio

do medo

A pesquisa utilizando modelos animais permite avaliar a formacdo e manutencao de
memorias aversivas e da generalizagdo de comportamentos de medo em diferentes esferas de
complexidade: desde as estruturas encefalicas e circuitaria neuronal recrutadas, até as
alteragdes morfologicas, celulares e moleculares necessarias para esses processos, tais como
formag¢do de espinhas dendriticas e novas sinapses, vias de sinalizagdo e funcionalidade
sindptica, e modificagdes genéticas e epigenéticas (JOSSELYN; KOHLER; FRANKLAND,
2015).

Protocolos experimentais de aprendizagem associativa através do condicionamento
vém sendo amplamente utilizados desde o inicio dos anos 1900. A avaliacdo da resposta
comportamental de ratos ap0s a apresentacdo de choques elétricos nas patas, por sua vez, passou
a ser amplamente utilizada como uma ferramenta de estudo das memorias aversivas. O
condicionamento para memdarias aversivas caracteriza-se pela associagdao entre um estimulo
neutro, como um som ou um contexto espacial, com um estimulo aversivo incondicionado,
sendo o choque nas patas o estimulo aversivo mais utilizado. Apos essa associagdo, o estimulo

neutro se torna um estimulo condicionado, uma vez que passa a suscitar respostas defensivas
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comportamentais (como comportamentos de congelamento ou de fuga), autondmicas (como
alteracdes na pressdo arterial e respiracdo) e enddcrinas (como liberagdo de hormodnios
relacionados ao estresse) mesmo na auséncia do estimulo incondicionado (LEDOUX, 2014).

A possibilidade de controlar e ajustar as variaveis experimentais (como intensidade,
duracdo e numero de estimulos aversivos incondicionados) de acordo com a hipotese de
trabalho torna os protocolos de aprendizagem associativa ferramentas versateis para o estudo
das memorias aversivas, bem como da generalizac¢ao das respostas de medo (GAZARINI et al.,
2014). Ja4 foi demonstrado, por exemplo, que a intensidade e o nimero dos choques elétricos
aplicados estdo correlacionados positivamente com a magnitude da resposta de congelamento
observada nos animais. Com isso, protocolos de condicionamento considerados fracos ou
intermediarios sdo comumente empregados com o objetivo de induzir um nivel de
congelamento baixo, e que permita observar a potencializacdo da expressao de respostas de
medo apds uma determinada manipulagdo, assim como protocolos de intensidade forte sdo uteis
para avaliar o potencial de uma intervencdo atenuar a expressdo dessas respostas (BALDI;
LORENZINI; BUCHERELLI, 2004).

A manipulacao das diferentes fases de formagao e manuteng¢ao das memorias aversivas
também pode ser explorada através de protocolos de aprendizagem associativa. Nesses
protocolos, a sessdo de condicionamento (pareamento entre os estimulos condicionado e
incondicionado) representa a aquisicdo da memoria aversiva, que ¢ gradualmente estabilizada
e consolidada ao longo dos proximos minutos a horas. Posteriormente, a memoria consolidada
pode ser evocada, desestabilizada, labilizada, reconsolidada ou extinta. Assim, 0 momento em
que uma intervencdo ¢ realizada determina qual fase do processamento da memoria aversiva
serd afetado. Além disso, protocolos de aprendizagem associativa também permitem avaliar o
fenomeno de generalizacgdo do medo (manifestacio da resposta condicionada, como
congelamento, frente exposicdo a um estimulo ndo pareado), bem como a influéncia da
manipula¢do das diferentes fases de formag¢do e manutengdo da memoria aversiva sobre a
posterior expressao generalizada de respostas de medo (McGAUGH, 2000).

Por fim, algumas vezes a capacidade das espécies animais utilizadas na pesquisa basica
experimentarem o sentimento ¢ questionada, ja que esse termo descreve uma sensa¢ao humana
vivenciada frente a uma ameaga e que ¢, de certa forma, muito subjetiva (GROSS;
CANTERAS, 2012). Apesar disso, pesquisas utilizando protocolos de condicionamento
aversivo sdo protocolos robustos, pouco dispendiosos e de facil manipulagao (RUDY; HUFF;
MATUS-AMAT, 2004), e tém permitido a investigacdo das regides cerebrais e vias de

neurotransmissdo € neuromodulagdo que controlam as diferentes fases de formagdo e
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manuten¢do de memorias aversivas € a manifestagao de respostas comportamentais correlatas.
Nesse cenario, a via de neuromodulacdo que vem ganhando destaque nas ultimas décadas € o

sistema adenosinérgico.

A INFLUENCIA DA MODULACAO ADENOSINERGICA EM PROCESSOS DE
APRENDIZADO E MEMORIA

Os primeiros trabalhos avaliando o impacto da modulagdo dos receptores
adenosinérgicos na formagdo de memorias foram publicados na década de 1990, em paralelo
com as descobertas sobre a modulagdo da LTP (Tabela 1). Em 1999, Kopf e colaboradores
foram os primeiros a demonstrar que o bloqueio farmacoldgico do A2aR com a cafeina ou com
o antagonista seletivo SCH 58261 imediatamente ap6s o treino em um protocolo de esquiva
inibitéria aumentava a laténcia para descer da plataforma quando os animais eram avaliados 24
horas apds o treino (KOPF et al., 1999). Nesse teste, os animais s3o colocados em uma
plataforma e imediatamente apds descerem da plataforma para o piso gradeado do aparato eles
recebem um choque nas patas. Assim, um dia depois, quando reexpostos ao mesmo aparato,
quanto melhor for a reten¢cdo da memoria do evento aversivo, maior sera a laténcia para o animal
descer da plataforma. Dessa maneira, o aumento da laténcia para descer da plataforma
observado em consequéncia do tratamento com cafeina e SCH 58261 observado por Kopf e
colaboradores sugeria que o bloqueio do AxaR favorece a formagao da memoria nesta tarefa.

Em 2005, trabalhos desenvolvidos no Departamento de Farmacologia da Universidade
Federal de Santa Catarina avaliaram o papel do A2aR em outro tipo de memoria, a memoria de
reconhecimento social de curto prazo (PREDIGER; FERNANDES; TAKAHASHI, 2005;
PREDIGER; TAKAHASHI, 2005), onde ¢ avaliada a capacidade de um animal adulto
reconhecer um animal jovem que havia sido previamente exposto a ele. Quanto melhor o animal
adulto se lembrar do animal jovem, menos tempo ele passard explorando o animal jovem na
segunda exposi¢dao. Nesses trabalhos, foi demonstrado que a bloqueio farmacologico do
receptor A2aR € capaz de facilitar a memoria social de ratos adultos (PREDIGER;
TAKAHASHI, 2005), bem como de reverter os prejuizos de memoria social observados no
envelhecimento (PREDIGER; BATISTA; TAKAHASHI, 2005) e em modelos animais de
Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) (PREDIGER; FERNANDES;
TAKAHASHI, 2005) ¢ da doenga de Parkinson (PREDIGER; DA CUNHA; TAKAHASHI,
2005). Além desses trabalhos, outros grupos de pesquisa (utilizando testes comportamentais

para avaliar diferentes tipos de memoria, como memoria espacial e memoria de trabalho)
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também demonstraram que, em animais geneticamente modificados quanto a expressdo do

A2aR, a delecdo do AxaR promove uma melhora da memdria, enquanto a superexpressao desse
receptor relaciona-se com um prejuizo mneménico (VAN DEN BUUSE, 2006; GIMENEZ-
LLORT et al., 2007; WANG; MA; ZHOU et al., 2009; LI et al., 2015).

Tabela 1 — Estudos que demonstram a influéncia da modulacao do A>aR em testes para
avaliacdo de diferentes tipos de memdrias.

Ferramenta para

Teste

Efeito sobre

Alteracoes

Referéncias

modula¢ido do A2aR comportamental a memoria moleculares
Administragao de

antagonista Esquiva inibitoria | Facilitatorio n.a. KOPF ctal,
A 1999
farmacologico (i.p.)
Administragdo de e o ANGELUCCI et
antagonista Esquiva inibitoria | Facilitatorio n.a.
AT al., 1999
farmacologico (i.p.)
Administragdo de Condicionamento CORODIMAS;
antagonista . Prejuizo n.a. PRUITT;
farmacologico (i.p.) Aversivo ao som STIEG, 2000
PREDIGER;
BATISTA;
TAKAHASHI,
2005;
PREDIGER;
DA CUNHA;
Administragdo de . TAKAHASH]I,
. Reconhecimento e g
antagonista . Facilitatorio n.a. 2005;
farmacologico (i.p.) social PREDIGER;
FERNANDES;
TAKAHASHI,
2005;
PREDIGER;
TAKAHASHI,
2005
Administragao de
agonls,ta' Esquiva inibitoria Prejuizo n.a. PEREIRA et al,
farmacologico 2005
(cortex cingulado)
Animais transgénicos .. e g WANG; MA;
nocaute para o AsaR Labirinto em Y Facilitatorio n.a. VAN DEN
BUUSE, 2006
Labirinto radial de Aumento da
6 bragos para expressao do
Animais transgénicos memoria de receptor Aza nos GIMENEZ-
com superexpressao trabalho Prejuizo cortices LLORT et al.,
do A2aR frontoparietal e 2007
Reconhecimentode pré-frontal

objetos
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Labirinto aquatico
de Morris

Diminuicao dos
niveis do
receptor

dopaminérgico

D> no estriado

Diminuicao dos

niveis do
receptor
glutamatérgico
mGlu5 no
estriado
Administragdo de
antagonista Labirintoem Y Facilitatorio n.a. CUNE)%get al,
farmacologico (i.p.)
.. . Labirinto em Y Redu.ga.lo da
Administragdo de totoxicidade CANAS et al
antagonista . Facilitatorio induzida por ”
A Reconhecimento de . 2009
farmacologico (i.p.) obictos peptideos beta
) amiloides
Admlnlstrag a0 de Reconhecimento de e PIRES et al.,
antagonista obietos Facilitatorio n.a. 2009
farmacologico (i.p.) .
Labirinto radial de
Animais transgénicos 8 bragos Facilitatério na ZHOU et al.,
nocaute para o A2aR .. L ' 2009
Labirinto aquatico
de Morris
.. ~ Reducao da
Admlnlstraf; a0 de . .. .. | excitotoxicidade | COGNATO et
antagonista Labirintoem Y Facilitatorio ‘o
> . glutamatérgica al., 2010
farmacologico (v.0.) em sinapses
Reducao de
espécies reativas
de oxigénio e
nitrogénio em
animais
.. . envelhecidos
Admmlstrag 30 de Reconhecimento de e g LEITE et al.,
antagonista . Facilitatorio
;. objetos Aumento da 2011
farmacoloégico (v.o.) atividade do
trocador 16nio
de sodio e
potassio em
animais
envelhecidos
Admlnlstrag a0 de Reconhecimento de e g Recuperggao HORITA et al.,
antagonista objetos Facilitatorio dos niveis de 2013

farmacologico (i.p.)

dopamina no




43

cortex pre-
frontal apos
lesdao com 6-
hidréxidopamin
a (6-OHDA)
Animais transgénicos Condicionamento
nocaute para o A2aR . Facilitatorio n.o. WElI et al., 2014
. aversivo ao som
no estriado
Animais transgénicos Condicionamento Diminuig¢ao dos
nocaute para o A2aR . Prejuizo niveis de BDNF | WEI et al., 2014
. aversivo ao som .
em todo o cérebro no hipocampo
Diminuigao da
Animais com nocaute Condicionamento expressao do
condicional para o . Prejuizo receptor Aoano | WEI etal.,, 2014
. aversivo ao som 3
AxaR no hipocampo hipocampo dos
animais nocaute
Facilitacao da
. LTP no
Animais com .
~ hipocampo
expressao
condicionada de Labirinto em Y Prejuizo Lletal., 2015
Aumento dos
receptor opto-Aza no ..
hipocampo niveis de
pCREB no
hipocampo
Aumento da
densidade
Administragao de hipocampal de
antagonista Labirinto em Y sintaxina,
farmacoloégico (v.o.) Facilitatério SNAP-25¢ KASTER et al.,
Paradigma de vGLUT 2015
Animais transgénicos | deslocamento de
nocaute para o A2aR objetos Facilitacdo da
LTP no
hipocampo
Aumento da
liberagdo pré-
sinaptica de
glutamato
Labirintoem Y Aumento da
Anlma.ls. com nocaute . expressao da MATOS et al.,
condicional para o Prejuizo subunidade 2B 2015
A2aR em astrocitos Labirinto radial de do receptor
8 bragos NMDA
Aumento da
internalizacao

do receptor
AMPA
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Animais com nocaute

Labirinto aquatico

condicional para o de Morris Facilitatorio n.a. ORR et al., 2015
AsaR em astrocitos
Admlnlstragao de Labirinto em Y
antagonista e
farmacoldgico (i.p.) Facilitatorio
b Esquiva inibitoria PAGNUSSAT
fa. etal., 2015
Administragdo de . ., ”
. Reconhecimento de Prejuizo
agonista .
. objetos
farmacologico (i.p.)
Reconhecimento de Ngrmallza a
objetos atividade da
Administragdo de proteina quinase
s .. Facilitatorio | A no hipocampo | TYEBJL S. et
antagonista Labirintoem T al. 2015
farmacologico (i.p.) e ?
Esquiva inibitoria Facilitagao da
q LTP no
hipocampo
Administragdo de
antagonista Labirinto aquatico ~
farmacologico (i.p.) de Morris s g RedggaoN da LAURENT et
Facilitatorio | fosforilagao da al. 2016
Animais transgénicos Labirintoem Y proteina tau
nocaute para o AxaR
Paradigma de
Admlnlstragao de deslocamento de Facilitatorio Facilitagao da SILVA et al.,
antagonista objetos LTP no 2016
farmacologico (i.p.) hipocampo
Labirinto em Y
Aumento da
expressao do
receptor Aza na
amigdala,
hipocampo e
estriado ventral
o dos animais
Animais com nocaute selvagens
condicional para o g
g submetidos ao
A>aR na amigdala rotocolo de
Condicionamento . pro’o SIMOES et al.,
. Prejuizo condicionament
aversivo ao som o em 2016
Administragdo de ~
. comparagao
antagonista L
farmacologico (i.p.) comm antmats
b controle

Diminuicao da
expressao do
receptor Aza na
amigdala dos
animais nocaute
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Prejuizo de LTP
na amigdala

Administragdo de Reconhecimento de MOURO et al.,
antagonista biet Facilitatorio n.a. 2017; MOURO,
farmacologico (i.p.) OPJetos et al., 2019.
Reducao da
desmielinizagdo
Admlnlstraf; a0 de Labirinto aquatico e g ~ AKBARI, A. et
antagonista . Facilitatorio Redugao da
b . de Morris . al., 2018
farmacologico (i.c.v.) ativacao
astrocitaria e
microglial
Diminuigao da
neurogénese
Labirinto em Y Diminuicao dos
niveis de
Labirinto radial de calcineurina no
Animais transgénicos 8 bragos ., cortex pre- MOSCOS0-
Prejuizo CASTRO et al.,
nocaute para o A2aR frontal 2018
Esquiva inibitoria '
Diminuicao dos
Esquiva ativa niveis de
SNAP25 no
cortex pre-
frontal
Animais transgénicos Labirinto em ¥ Prejuizo da LTD TEMIDO-
com superexpressao Labirinto aquatico Prejuizo no hipocampo FERREIRA et
do AxaR de Morris al., 2018
Animais com
expressao
condicionada de
receptor opto-Aza no .
estriado Labirinto aquatico preuize
o de Morris n.a Lletal., 2018
Animais com Facilitatorio
expressao
condicionada de
receptor opto-Aza no
cortex pré-frontal
Reducao da
expressao de
.. . Labirinto em Y AoAR no
Administragdo de .
antagonista Facilitatorio hipocampo SILVA etal,
Paradigma de 2018

farmacologico (i.p.)

deslocamento de
objetos

Aumento dos
niveis de
sintaxina e
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vGLUT no
hipocampo

facilitagdo da
LTP no
hipocampo

BDNF: fator neurotréfico derivado do encéfalo; i.c.v.: intracerebroventricular; LTD: depressao
de longa duracdo; LTP: potencializagdo de longa duragdo; n.a.: ndo avaliado; n.o.: ndo

observado; v.o.: via oral.

1.3.1 O receptor A2a e as memorias aversivas

O papel do A2aR na modulagdo de memorias de carater emocional aversivo, por outro
lado, permaneceu pouco explorado ao longo das ultimas duas décadas (Tabela 1). Os poucos
trabalhos existentes, com excecdo do trabalho publicado por Kopf e colaboradores em 1999,
utilizaram como ferramenta farmacoldgica apenas a cafeina, que atua como um antagonista
ndo-seletivo desse receptor e, portanto, nao permitem relacionar o efeito observado
especificamente com o A2aR. Além dessa falta de seletividade da ferramenta farmacolédgica
utilizada, os resultados obtidos nesses trabalhos sdo inconclusivos, uma vez que enquanto
alguns demonstraram que a cafeina prejudica a formacdo de memorias aversivas em roedores,
outros relataram o aumento de comportamentos tipo-ansiosos € o favorecimento da formagao
de memorias aversivas (ANGELUCKCI et al., 1999). Outras limitagdes desses estudos sdo as
grandes diferengas entre os protocolos de condicionamento utilizados e o periodo da
administracdo do tratamento farmacoldgico, dificultando a comparacdo entre os resultados
obtidos e impedindo a conclusio sobre o papel do A2aR em fases especificas da formacao das
memorias, como aquisi¢do, consolidagdo e reconsolidagdo. Por exemplo, Angelucci e
colaboradores demonstraram, em 1999, que enquanto a administragdao de diferentes doses de
cafeina 30 minutos antes da sessdo de treino em um protocolo de esquiva inibitoria diminui o
escore de retencdo da memoria aversiva quando os animais sdo retestados um dia depois, a
administracdo 30 minutos apds o treino aumenta o escore da retencgdo, sugerindo, entdo, que a
cafeina influencia de maneira oposta a aquisicdo e a consolidagdo das memorias aversivas
(ANGELUCCI et al., 1999).

Mais recentemente, comecaram a surgir os primeiros trabalhos investigando
especificamente o papel do A2aR na formagdo de memorias aversivas. Wei e colaboradores
(2014) investigaram, através do uso de ferramentas genéticas, a contribui¢do do A2aR expresso

no estriado ou em regides extraestriatais na formacdo de uma memoria aversiva condicionada
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ao som. Nesse trabalho, foi demonstrado que enquanto animais geneticamente modificados para
uma menor expressao do AxaR apenas no estriado apresentaram um aumento do tempo de
congelamento nas sessoes de teste, animais geneticamente modificados para uma menor
expressao do A2aR em todo o encéfalo apresentaram uma diminuicdo do tempo de
congelamento. Esses resultados sugerem que a ativagao seletiva do A2aR no estriado prejudica
a formacdo da memodria aversiva condicionada ao som, enquanto que a ativagdo do A>aR em
regides encefalicas extraestriatais contribui para a formacao dessa memoria (WEI et al., 2014).

Corroborando os achados de Wei e colaboradores, o ultimo trabalho nessa mesma
linha de investigacao foi publicado em 2016 por Simdes e colaboradores (SIMOES et al., 2016),
que investigaram o papel do A2aR da amigdala na formagdo de uma memoria aversiva
condicionada ao som, uma vez que essa estrutura encefélica ¢ de grande importancia para a
formag¢do dessas memorias. Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que a supressao
da expressdo do A2aR através da utilizagdo de vetores lentivirais, assim como a administragao
de cafeina ou do antagonista seletivo do A2aR SCH 58261, promovem uma diminui¢do do
tempo de congelamento, ou seja, acarretaram em um prejuizo da formag¢do da memoria
aversiva. Entretanto, nesse trabalho o tratamento farmacologico realizado por 10 dias
consecutivos antes do inicio do protocolo ou a utilizagdo de animais nocaute ndo possibilitam
clarificar o papel do A2aR especificamente na janela de consolidacdo da memoria aversiva.
Além disso, a intensidade do protocolo de choques utilizada induziu a expressdo de niveis
relativamente baixos da resposta de congelamento (cerca de 30%), e alguns trabalhos vém
sugerindo que os mecanismos envolvidos na formagao de memorias relacionadas a eventos com
menor ou maior grau de aversividade nao sdo idénticos (DESMEDT et al., 2015). O papel do
AoaR na consolidacdo de uma memoria aversiva de maior intensidade e na expressdao
generalizada de medo permanecem, portanto, como um alvo de estudo interessante e, portanto,

foram investigados neste trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a participagdo do A2aR nos processos de consolidagdo e generalizagdo de

uma memoria de medo condicionado ao contexto.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Investigar o efeito da manipulagdo farmacoldgica sist€émica do A2aR durante a
consolidagdo da memoria aversiva em protocolos de diferentes intensidades sobre a

posterior manifestacdo e generalizacdo de respostas de medo condicionado;

» Avaliar a ocorréncia de sensibilizagdo das respostas defensivas apds a manipulagdo
farmacoldgica sistémica do A2aR durante a consolidacdo da memoria aversiva em

protocolos de diferentes intensidades;

* Investigar o efeito da modulagdo farmacologica sistémica do A2aR durante a
consolidagao da memoria aversiva e/ou da modulagdo da intensidade do protocolo de
condicionamento sobre pardmetros neuroquimicos e eletrofisiologicos relacionadas a

formag¢do de memorias;

* Investigar o efeito da infusdo intrahipocampal de um antagonista seletivo do Az2aR
durante a consolida¢do da memoria aversiva sobre a resposta de medo condicionado e
a expressdo generalizada da resposta de medo nos contextos pareado e novo,

respectivamente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Para os experimentos realizados nas instalacdes da Universidade Federal de Santa
Catarina foram utilizados ratos Wistar machos (Rattus novergicus) provenientes do Biotério
Central desta Institui¢dio. O trabalho foi realizado mediante aprovagio pelo Comissdo de Etica
no Uso de animais da Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo n® 5218190418).
Foram respeitadas as normas internacionais do cuidado e bem estar animal e todos os
procedimentos foram realizados visando minimizar o sofrimento e reduzir o nimero de animais
utilizados. Foram utilizados animais entre 12 a 16 semanas de idade e pesando entre 270 e 350
g. Os animais foram mantidos agrupados em gaiolas de polipropileno (36 x 30 x 15 cm) forradas
com serragem, em um numero maximo de 5 animais por gaiola. Durante todo o tempo de
permanéncia no biotério de manutengdo em nosso laboratério, os animais foram mantidos em
ciclo de luz claro/escuro de 12 h (inicio da fase clara as 7 h), temperatura constante de 22 +
1°C, com acesso livre a 4gua e comida, e limpeza e troca das gaiolas 3 vezes por semana. Todos
os testes comportamentais foram realizados durante a fase clara do ciclo claro/escuro.

Os experimentos realizados na Universidade de Coimbra (Portugal) durante o periodo
de Doutorado Sanduiche (Experimentos 10, 11 ¢ 12) foram aprovados pelo Orgdo Responsavel
pelo Bem-Estar Animal (ORBEA). Foram utilizados ratos Wistar machos provenientes do
Instituto Charles River, pesando entre 300-350 g, com idade entre 12 a 16 semanas no momento
dos testes. Os animais foram alojados em duplas em gaiolas (50 x 30 x15 cm) forradas com
areia sanitaria mantidas em estantes ventiladas sob condigdes constantes de temperatura (22 +
1 °C), ciclo claro/escuro de 12 h (luzes acesas as 7 h), livre acesso a 4gua e comida, e limpeza
e troca das gaiolas 3 vezes por semana. Todos os testes comportamentais foram realizados

durante a fase clara do ciclo claro/escuro.

3.2 DROGAS

2-(2-Furanil)-7-(2-feniletil)-7H-pirazol[4,3-¢e]-[ 1,2,4]-triazol-[ 1,5-c]=pirimidina-5-
amina (SCH 58261; antagonista seletivo do A2aR; Tocris, EUA) e 3-[4-[2-[6-amino-9-
[(2R,3R,4S,5S)-5-(etilcarbonil)-3,4-dihidroxi-oxolan-2-il]purina-2-ilJamino]etil | fenil ]
propanoico (CGS 21680; agonista seletivo do A2aR; Tocris, EUA) foram dissolvidos em
solugdo salina contendo 10% de dimetilsulféxido (DMSQO) e administrados sistemicamente por

via intraperitoneal (i.p.) nas doses de 0,05, 0,1 ou 0,2 mg/kg (no volume de 1,0 ml/kg)
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imediatamente apos a sessdo de condicionamento. Para infusdo intrahipocampal, SCH 58261
foi preparado a partir de uma solugdo estoque de 0,1 pg/pul e administrado através de canulas-
guia direcionadas ao hipocampo dorsal no volume de 0,5 pl (concentragdao final da droga
infundida de 6, 12 ou 24 ng) imediatamente apos a sessao de condicionamento. As doses e
concentragdes utilizadas nesse trabalho foram escolhidas com base em estudos prévios
(POPOLI et al., 2002; CUNHA et al., 2006, XIAO et al., 2006, MIHARA et al., 2007;
IMPELLIZZERI et al., 2011; PATERNITI et al., 2011; GOLEMBIOWSKA et al., 2013;
PAGNUSSAT et al., 2015; SIMOES et al., 2016).

3.3 PROCEDIMENTOS PARA INJECAO INTRAHIPOCAMPAL DE DROGAS

3.3.1 Cirurgia estereotaxica e implantacio de cinulas-guia

Para obtencdo de um estado de anestesia e perda total dos reflexos, os animais
receberam a injecdo 1.p. de uma solugdo de cetamina (100 mg/ml/kg; Syntec Ltda., Brasil) e
xilazina (10 mg/ml/kg; Syntec Ltda., Brasil). Ainda, a inje¢do subcutanea (s.c.) de uma solugao
de lidocaina 3% com adrenalina 1:50.000 (Dentsply Pharmaceutical, Brasil) no local da incisao
foi aplicada visando promover anestesia local e minimizar o sangramento. Apds a tricotomia e
assepsia com uma solucdo de alcool iodado (2%) da regido craniana, os animais foram
devidamente fixados em aparelho estereotdxico para ratos (Stoelting, EUA) e, visando
exposi¢ao do cranio, uma pequena por¢ao da pele do animal foi retirada, permitindo a raspagem
do periosteo até a observagdo das suturas lambdoide e coronal, utilizadas como ponto de
referéncia para localizagdo das coordenadas estereotaxicas. Com auxilio de broca odontologica
de baixa rotagdo, o crinio dos animais foi perfurado para a inser¢do de dois parafusos de ago
inoxidavel, bem como a insercao bilateral de canulas-guia (confeccionadas a partir de agulhas
hipodérmicas de 22 G e 25,0 x 7,0 mm, ajustadas para um comprimento de 11,0 mm). As
canulas-guia foram posicionadas 1,3 mm acima do hipocampo dorsal. As coordenadas para
inser¢ao das canulas-guia no nesta regido foram retiradas do atlas do cérebro de ratos de Paxinos
e Watson (2009): 3,6 mm posterior ao Bregma, + 2,5 mm relativo ao eixo lateral e -2,0 mm
relativo ao eixo dorso-ventral). Para melhor fixacao das canulas-guia e prote¢ao da area exposta
do cranio do animal, foi utilizado acrilico odontoldgico auto-polimerizavel para a confeccao de
uma proétese solida. Ainda, um fio de aco inoxidavel (n° 24) foi inserido em cada uma das
canulas-guia, para minimizar o risco de obstru¢do e contaminagdo. Ao fim do procedimento

cirirgico, os animais receberam uma injecao s.c. de banamina (2,5 mg/kg; Schering—Plough,
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Brasil), um agente analgésico, antipirético e anti-inflamatorio. Apds retirados do aparelho
estereotaxico, os animais foram mantidos em ambiente aquecido a fim de minimizar a
hipotermia promovida pela anestesia. Um periodo de 10 dias foi reservado para a recuperagao
dos animais, sem a realizagdo de nenhum procedimento experimental. Seguindo o preconizado
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) para prevengao
da dor e do distresse potencial, observamos os sinais gerais fisicos e comportamentais dos
animais durante o periodo de recuperacao do procedimento cirtrgico. Como indicativos de dor
ou angustia nos animais foram observadas: mudangas na aparéncia fisica (como ferimentos,
postura curvada, textura do pelo, piloere¢do, pelo sujo de urina ou fezes e inchaco), mudancas
no peso corporal, no consumo de alimento e agua e outras (como diarreia), mudangas no
comportamento normal (como vocaliza¢des, inatividade ou diminui¢do da movimentagao
espontanea, isolamento social, automutilagdo, comportamento compulsivo ¢ movimentos
repetitivos ou estereotipados), € mudangas nas respostas a estimulos (como agressividade e
vocalizagdo apos o manuseio). Em caso de observacao de alguma (s) dessas mudangas fisicas
e comportamentais, a médica veterindria do Departamento de Farmacologia foi imediatamente
contatada e, caso o fornecimento de tratamentos de apoio (como calor, reposi¢ao hidrica ou
nutricional) e tratamento especifico (por exemplo, utilizagdo de um agente analgésico) ao
animal ndo tenha propiciado uma melhora evidente dentro de 12 horas, o mesmo foi submetido
a ortotandsia através da utilizagdo de sobredose de agentes anestésicos (como cetamina e

xilazina).

3.3.2 Injec¢do intrahipocampal

Para a injecdo bilateral de SCH 58261 diretamente no hipocampo dorsal, agulhas
medindo 12,3 mm foram confeccionadas a partir de agulhas gengivais de 30 G. As agulhas
foram, entdo, conectadas a um tubo de polietileno (PE10; Clay Adams, EUA) acoplado a uma
microseringa (Hamilton, EUA) de 5 pl conectada a uma bomba de infusao (Insight, Brasil). O
tubo de polietileno foi preenchido com 4gua destilada, e uma bolha de ar foi deixada interposta
a solugdo a ser injetada para facilitar a visualizagcdo do deslocamento da solu¢do durante a
injecdo da droga. No momento da infusdo, o animal foi imobilizado, o fio de aco retirado com
auxilio de um alicate e a canula desobstruida com uma lima odontoldgica (Dentsply Ind. Com.
Ltda., Brasil) de 11,0 mm. A agulha foi introduzida na canula-guia e cada animal recebeu 0,5

pl/hemisfério da solucdo de SCH 58261. A droga foi injetada a um fluxo constante de 0,5
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pl/minuto, um hemisfério por vez. Apds a inje¢do, a agulha foi mantida nacanula-guia por 30

segundos adicionais, para reduzir o fluxo retrégrado da solugao.

3.3.3 Analise histologica

Para a verificagdo do sitio de injecdo da droga, ao término dos experimentos, 0s
animais foram submetidos a ortotanasia através da inje¢do i.p. de uma sobredose da solugdo
anestésica de cetamina e xilazina. Através das canulas-guia, foi realizada a injecao bilateral do
corante de azul de Evans (0,2 pl/hemisfério). Apos decapitacdo, os encéfalos foram retirados e
conservados e fixados por no minimo 48 horas em solu¢do de formalina 10%. Os encéfalos
foram, entao, submersos durante 72 horas em solugao de sacarose 20% visando a crioprote¢ao
do tecido para posterior obten¢do de cortes coronais (50 pum) em criostato (Leica CM 1850,
Alemanha) a uma temperatura aproximada de -20 °C. Os cortes foram fixados em laminas de
vidro gelatinizadas, corados pelo método de Giemsa modificado (Sigma Aldrich, EUA) e
cobertas com resina sintética (Sigma Aldrich, EUA) e laminula.

As 1imagens histologicas foram obtidas com o auxilio de um microscopio
estereoscopico SZX16 (Olympus, Japao) e comparadas com os diagramas do cérebro de ratos
(PAXINOS; WATSON, 2009). A avaliag@o da analise histologia foi realizada de maneira cega
e somente os animais com histologia bilateral confirmada para o hipocampo dorsal foram

incluidos nas analises estatisticas.

3.4 CONDICIONAMENTO DE MEDO AO CONTEXTO

Para o condicionamento de medo ao contexto, os animais foram expostos
individualmente em uma caixa retangular (35 x 20 x 30 cm) com paredes laterais de aluminio,
parede frontal e teto de acrilico, e piso gradeado com barras de aco inoxidavel de 3 mm de
diametro, espacadas por 9 mm de distancia (Insight, Ribeirdo Preto, Brasil). Durante uma
primeira exposi¢cdo (exceto Experimento 5), denominada de sessdo de familiarizagdo, os
animais exploraram livremente a caixa, por um periodo de 3 minutos, sem a apresentagdo de
nenhum estimulo aversivo. No dia seguinte, os animais foram reexpostos nessa caixa para a
sessdo de condicionamento (ou pareamento), durante a qual foi induzida a formagdo da
memoria aversiva associativa. Durante essa sessdo, apds um periodo inicial de 30 segundos
(periodo pré-choque, exceto no Experimento 5), foram aplicados estimulos nas patas dos

animais elétricos (com duracdo de 3 segundos) através de um gerador de corrente elétrica
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acoplado ao piso metalico gradeado. A sessdo de condicionamento foi classificada de acordo
com a intensidade e nimero de dos estimulos elétricos, da seguinte maneira: i) fraca, com a
apresentacao de 1 choque de 0,5 mA; ii) intermedidria, com a apresentacao de 3 choques de 0,7
mA (ou 0,9 em animais operados) e; iii) forte, com a apresentacao de 3 choque de 1,2 mA. O
intervalo entre os choques, nos protocolos de intensidade intermediaria e forte, foi de 30
segundos. Apds a sessdo de condicionamento, cada animal permaneceu na caixa por 30
segundos adicionais (periodo pos-choque) antes de retornar a sua respectiva gaiola. As
interferéncias farmacoldgicas aconteceram imediatamente apos a sessao de condicionamento
na inten¢do de modular a etapa de consolidacdo da memoria de medo contextual, exceto no
Experimento 4, em que ocorreu 3 ou 6 horas ap0s a sessdo de condicionamento na intencao de
modular fases mais tardias de consolidacdo da memoria de medo contextual.

A duragado total do protocolo experimental foi variavel, de acordo com o experimento,
com duragdo maxima de 15 dias. No dia 1 pés-condicionamento, os animais foram reexpostos
a caixa pareada com os estimulos nas patas (contexto pareado) por 3 minutos, sem nova
aplicacdo de choques nas patas, visando a evocacdo da memoria aversiva e avaliagdo das
respostas de medo condicionado. No dia 2 pds-condicionamento, os animais foram expostos
durante 3 minutos a uma caixa (30 x 30 x 30 cm) com paredes e piso de vidro e teto gradeado
(contexto ndo pareado), que foi utilizada para avaliar a expressdo generalizada da resposta de
medo. Nos Experimentos 1, 4, 7, 8 ¢ 13 os animais também foram reexpostos a sessoes de teste
nos contextos pareado e ndo pareado nos dias 14 e 15 pds-condicionamento, respectivamente.
No experimento 3, propositalmente, as sessdes de teste nos contextos ndo pareado e pareado
foram realizadas nos dias 1 e 2 pos-condicionamento, respectivamente. Nos Experimentos 9,
10, 11 e 12 os animais nao foram submetidos a sessoes de teste nos contextos pareado € nao
pareado.

O tempo de congelamento, auséncia de movimentos exceto 0s necessarios pra a
respiracdo e vocalizacdo do animal (BLANCHARD; BLANCHARD, 1969), foi o
comportamento defensivo avaliado como indicativo de resposta de medo e como um indice de
retengdo da memoria. Durante a (s) reexposicao (des) ao contexto pareado ou exposi¢do ao
contexto ndo pareado, o tempo de congelamento foi quantificado (em segundos) a cada minuto,
com auxilio de um cronémetro, e foi expresso como porcentagem de tempo de congelamento
total de cada sessao experimental. Os experimentos foram gravados por um sistema de cameras,
permitindo que o experimentador permanecesse em uma antesala, acompanhando o

comportamento do animal por meio da visualizacdo pelo monitor. As sessdes experimentais
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foram realizadas sob luminosidade de 20 lux. A limpeza dos contextos foi feita com solugdo de

etanol 10% entre a exposicao de cada animal.

3.5 ENSAIO DE IMUNOABSORCAO LIGADO A ENZIMA (ELISA)

Duas horas apds a sessdo de condicionamento no protocolo de intensidade
intermedidria, os animais foram ortotanasiados através de decapitagao em guilhotina e tiveram
seus encéfalos rapidamente removidos e imersos em uma placa de Petri contendo solugao salina
e mantida sobre gelo, visando diminuicao da atividade celular e melhor preservacao do tecido.
Em seguida, o cortex pré-frontal e o hipocampo dorsal foram dissecados, adicionados
microtubos e imersos em solugdo de nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -80 °C até
0 momento do uso.

Para preparagdo do tecido para ELISA, as amostras foram colocadas em tampao
fosfato (PBS) contendo Tween® 20 (0,05%), fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF, 0,1 mM),
acido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA, 10 mM), aprotinina (2 ng/ml) e cloreto de
benzametdnio (0,1 mM). Em seguida, as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a
6900 x g por 10 min a 4 °C. Apo6s centrifugagdo, o contetido proteico total do sobrenadante foi
mensurado pelo método de Bradford, utilizando uma curva padrao de calibragdo com albumina
de soro bovino (BSA).

Para quantificagdo da concentragdo de BDNF foram utilizadas aliquotas de 100 pl de
amostras e kits de ELISA com intervalo de sensibilidade entre 23,4 a 1500 pg/ml (R&D
Systems, EUA; N° DY248), conforme descrito por Espirito Santo et al. (2018). Apds a reacao
enzimatica de conjugacao e geracao de um produto final de coloragdo azul, a concentracao do
BDNF foi obtida por mensuragdo colorimétrica a 450 nm (corrigidas pela subtracdo da leitura
a 550 nm) em um leitor de placas de ELISA (Perlong DNM-9602, Nanjing Perlove Medical
Equipment Co., Nanjing, China) e por interpolacdo de uma curva padrao utilizando um ensaio

colorimétrico.

3.6 PREPARACAO DE SINAPTOSSOMAS E IMUNOCITOQUIMICA

Duas horas ap6s a sessdo de condicionamento no protocolo de intensidade
intermediaria, os animais foram ortotanasiados através de anestesia com halotano 3% por via
inalatoria seguida de decapitagdo em guilhotina. Os encéfalos foram rapidamente removidos e

imersos em uma placa de Petri contendo fluido cerebrospinal artificial (NaCl 125 mM, KC1 3
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mM, MgSO4 1 mM, CaCl2 2 mM, Na2HPO4 1,25 mM, NaHCO3 25 mM e glicose 11 mM,
pH final 7,4) gelado e gaseificado com uma mistura carbogénica de Oz 5% e COz 95%. A
solucao foi mantida sobre gelo, visando diminui¢do da atividade celular e melhor preservacao
do tecido. Em seguida, o cortex pré-frontal e o hipocampo dorsal foram dissecados, adicionados
microtubos e imersos em solucdo de nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -80 °C até
o momento do uso.

Para obtencao de sinaptossomas nao purificados, ou seja, contendo material da pré-,
pos-sinapse e células da glia, as amostras foram homogeneizadas a 4 °C em 10 ml de solugao
de sacarose (0,32 M) contendo EDTA (1 mM), HEPES (10 mM), BSA (1 mg/ml), e de pH 7,4.
Apobs homogeneizagao, as amostras foram centrifugadas a 3000 x g durante 10 minutos a 4 °C.
Ap6s centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e centrifugado a 14000 x g durante 12 minutos
a4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi resuspendido em 1 ml de
uma solucao de Percoll 45% preparado em uma solugdo de Krebs (NaCl 140 mM, KCI 5 mM,
HEPES 25 mM, EDTA 1 mM, glicose 10 mM, pH final 7,4). As amostras foram centrifugadas
a 14000 x g durante 2 minutos a 4°C e, apos centrifugagdo, a camada superficial contendo os
sinaptossomas, foi removida e homogeneizada em 1 ml de solucdo de Krebs-HEPES (NaCl 140
mM, KC1 5 mM, HEPES 10 Mm, glucose, 5 mM, pH final 7,4).

Apds a obtencdo dos sinaptossomas ndo purificados, foram realizadas diluigdes
seriadas das amostras em solu¢do de Krebs-HEPES até obten¢do de opacidade de 0,055 em
leitura no espectrofotometro a 600 nm. Em seguida, as amostras (80 ul) foram entdo colocadas
em laminulas cobertas com poli-D-lisina (Sigma, Portugal), mantidas em temperatura ambiente
durante 1 hora. Em seguida, os sinaptossomas foram fixados com paraformaldeido 4% (1
ml/laminula) durante 15 minutos e, apds lavagem com tampao PBS, foram permeabilizados em
PBS contendo 0,2% de Triton X-100 por 10 minutos em temperatura ambiente. Apds lavagem
com tampao PBS, os sinaptossomas foram bloqueados com tampao PBS contendo 3% de BSA
e 5% de soro de cavalo durante 1 hora, em temperatura ambiente. Decorrido o tempo de
bloqueio para diminui¢cdo de ligacdes inespecificas, os sinaptossomas foram lavados com
tampao PBS contendo 3% de BSA e incubados com 50 pl da solugdo dos anticorpos primarios
(diluidos em tampao PBS contendo 3% de BSA) overnight a 4 °C (ver Tabela 2). Em seguida,
os sinaptossomas foram lavados com tampao PBS contendo 3% de BSA e incubados por 1 hora
a temperatura ambiente e protegidos da luz com 50 pul da solu¢dao dos anticorpos secundarios
marcados com um fluor6éforo Alexa Fluor 488 ou Alexa Fluor 594 (diluidos em tampao PBS
contendo 3% de BSA). Apods lavagem com tampao PBS, as laminulas foram colocadas em

laminas contendo com meio de montagem (Molecular Probes, Holanda) e seladas com pelicula
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transparente. As preparagdes foram visualizadas em um miscroscopio de fluorescéncia Zeiss
Axiovert 200 através do software Axiovision 4.6 (PG-Hitec, Portugal), através da objetiva de
63 vezes de aumento. Para cada animal e cada combinagdo de proteinas marcadas os ensaios
foram realizados em triplicata e cada laminula foi analisada pela contagem de pelo menos cinco

campos diferentes.

Tabela 2 — Anticorpos utilizados na imunocitoquimica.

. e g Origem . (. Origem
Anticorpo primario (Diluicio) Anticorpo secundario (Diluicio)
(sc-323 6?2§I;n ta Cruz Cabra Alexa Fluor 594 anti-cabra Burro

Biotechnology) (1:200) (A11058, Invitrogen) (1:500)

Sinaptofisina Camundongo C‘:rl;ﬁ dlz)l;lm(r) ?ig la ;85 Burro

(S5768, Sigma-Aldrich) (1:500) e ’ (1:500)
Invitrogen)

vGLUT Cobaia Alexa Fluor 488 anti-cobaia Cabra

(AB5905, Millipore) (1:2000) (A11073, Invitrogen) (1:500)

vGAT (131004, Synaptic Cobaia Alexa Fluor 488 anti-cobaia Cabra

Systems) (1:2000) (A11073, Invitrogen) (1:500)

3.7 ELETROFISIOLOGIA EXTRACELULAR

3.7.1 Preparacio das fatias de hipocampo

Duas horas ap6s a sessdo de condicionamento no protocolo de intensidade
intermedidria, os animais foram ortotanasiados através de anestesia com halotano 3% por via
inalatoria seguida de decapitagdo em guilhotina. Os encéfalos foram rapidamente removidos e
imersos em uma placa de Petri contendo fluido cerebrospinal artificial gelado e gaseificado com
uma mistura carbogénica de Oz 5% e CO2 95%. A solugdo foi mantida sobre gelo, visando
diminuicdo da atividade celular e melhor preservacdo do tecido. Os hipocampos foram
dissecados e, em seguida, fatias coronais de hipocampo de aproximadamente 400 pm de
espessura foram obtidas através de um fatiador de tecido Mcllwain (Campden Instruments,
Reino Unido). As fatias das por¢des dorsal e ventral foram separadas e transferidas para uma
camara contendo fluido cerebrospinal artificial gaseificado com uma mistura carbogénica de
02 5% e CO2 95%, mantida a 32 °C, durante uma hora, visando recuperagdo do procedimento

de fatiamento ¢ manutencao da viabilidade das fatias.
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3.7.2 Obtencao de registros eletrofisiologicos extracelulares no hipocampo e na amigdala

lateral

As fatias de hipocampo ou amigdala foram transferidas para uma camara de registro,
com temperatura constante de 30 °C, e foram constantemente perfundidas com fluido
cerebrospinal artificial gaseificado com uma mistura carbogénica de Oz 5% e CO2 95%, a uma
taxa de 2 a 3 mL/minuto, até o fim da obtencao dos registros eletrofisiologicos. No hipocampo,
um eletrodo de estimulacao bipolar concéntrico PND-100 (Kopf, Alemanha) foi posicionado
nas fibras nervosas colaterais de Schaffer onde, através de um estimulador Digitimer DS3
(Digitimer LTD, Reino Unido), foram aplicados pulsos de 4 a 6,4 mA de intensidade da
corrente, de 0,1 ms de dura¢do, uma vez a cada 20 segundos numa frequéncia de 0,05Hz. A
amplitude dos potenciais excitatorios pos-sinapticos (PEPS) foi registrada através de um
eletrodo de vidro (uma micropipeta com um didmetro de ponta ndo maior que 1 mm, e
resisténcia entre 2 a 4 mQ) preenchido com uma solucdo de cloreto de s6dio na concentragao
de 4 M posicionado na regido CAl do hipocampo. O posicionamento dos eletrodos de
estimulacdo e da micropipeta de registro nas fatias de hipocampo estdo representados na Figura
6.

Na amigdala, um eletrodo de estimulagdo bipolar concéntrico PND-100 (Kopf,
Alemanha) foi posicionado nas fibras nervosas da porcao lateral dessa estrutura onde, através
de um estimulador Digitimer DS3 (Digitimer LTD, Reino Unido), foram aplicados pulsos de
0,5 a 1,6 mA de intensidade da corrente, de 0,1 ms de duracdo, uma vez a cada 20 segundos
numa frequéncia de 0,03Hz. A amplitude da resposta de pico da populacdao neuronal (PS, do
inglés population spikes) foi registrada através de um eletrodo de vidro (uma micropipeta com
um didmetro de ponta ndo maior que 1 mm, e resisténcia entre 2 a 4 mQ) preenchido com uma
solucdo de cloreto de s6dio na concentragdo de 4 M posicionado na regido lateral da amigdala,

conforme ilustrado na Figura 6.



58

Figura 6 — Representacao esquematica do posicionamento do eletrodo de estimulo e da
micropipeta de registro no hipocampo dorsal e na amigdala lateral.

iy N

= S\ CE
cas (f 7~ ' N

Legenda: No hipocampo, o eletrodo de estimulo e a micropipeta de registro foram posicionados nas fibras nervosas
colaterais de Schaffer e regido CAl do hipocampo, respectivamente, enquanto na amigdala foram ambos
posicionados nonucleo lateral BA= nicleo basal da amigdalaCE= cortex entorrinal, CeA= nticleo central da
amigdala; CS= projecdes colaterais de Schaffer; FM= fibras musgosas; GD= giro denteado; LA= nucleo lateral da
amigdala; S= subiculo; VP= via perforante. Fonte: adaptado de STRANGE et al., 2014; JANAK; TYE, 2015;
PATTEN et al., 2015.

Apos estabilizagdo do sinal de registro obtido das fatias, foi realizada uma curva
input/output a fim de se investigar a amplitude da resposta sinaptica. Para isso, a partir do ponto
em que o sinal era nulo, foram aplicados pulsos de estimulo com intensidade cada vez maior a
cada 20 segundos. Apds observacao da resposta maxima sem contaminacao, foi estabelecida a
estimulacdo necessaria para obtencdo de um sinal basal préximo de 40% dessa resposta, que
foi acompanhada por pelo menos 10 minutos antes da execu¢do de qualquer protocolo (como
estimulagdo por pulsos pareados e/ ou potenciagdo de longa duragdo).

Para obtencao dos registros, o eletrodo de registro foi acoplado a um amplificador ISO-
80 (World Precision Instruments, Reino Unido). Trés respostas consecutivas foram
monitoradas para o calculo da inclinagdo do campo dos PEPS ou PS. As respostas foram
posteriormente analisadas através do software WinLTP 1.1, gentilmente cedido por W. W.

Anderson (Universidade de Bristol, Reino Unido).

3.7.2.1 Estimulag¢do por pulsos pareados

ApoOs a obtencao de respostas basais estaveis nas fatias de hipocampo com estimulagao

com pulsos simples a 0,05Hz durante 10 minutos, foram aplicados estimulos de dois pulsos

com um intervalo de 50 ms entre os pulsos. Na amigdala, foram aplicados estimulos de dois
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pulsos com um intervalo de 30 ms entre os pulsos A razio das respostas aos pulsos pareados
(PPR) foi calculada como a razdo entre a resposta registrada para o segundo pulso (P2) sobre a

resposta registrada para o primeiro, através da média de 3 registros.

3.7.2.2 Potenciagdo de longa duragdo

A estimulagao de alta frequéncia para indugao de potenciagao de longa duracao (LTP)
nas fatias de hipocampo foi realizada através de aplicacao de um trem de 100 pulsos a 100 Hz
com duragdo de 1 segundo. Nas fatias de amigdala, a estimulagdo de alta frequéncia para
inducdo de LTP foi realizada através de aplicagdo de trés trens de 100 pulsos a 100 Hz com
duracdo de 1 segundo, a cada 5 segundos. Em ambas as estruturas, a resposta sindptica frente
estimulagdo de alta frequéncia foi acompanhada durante 60 minutos. A ocorréncia de LTP foi
calculada através da variagdo percentual entre os minutos 51 a 60 apods a estimulacdo de alta

frequéncia em rela¢do aos 10 minutos (resposta basal) que precederam a aplicacdo dos pulsos.

3.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.8.1 Experimento 1 — Efeito do antagonismo sistémico do A2aR durante a consolida¢ao
da memdria aversiva sobre a resposta de medo condicionado e a expressao generalizada

da resposta de medo em um protocolo de intensidade intermediaria

Para investigar se o antagonismo sistémico do A2aR influencia a resposta de medo
condicionado e a expressao generalizada da resposta de medo, 36 ratos foram distribuidos
randomicamente em 4 grupos experimentais (8-10 animais por grupo) e receberam uma injecao
1.p. de veiculo ou do antagonista seletivo do A2aR SCH 58261 (0,05, 0,1 ou 0,2 mg/kg)
imediatamente apods a sessdo de condicionamento de intensidade intermedidria no protocolo de
condicionamento de medo ao contexto. Os animais foram expostos a sessdes de teste no
contexto pareado nos dias 1 e 14 dias pds-condicionamento e no contexto ndo pareado nos dias

2 e 15 pds-condicionamento.
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3.8.2 Experimento 2 — Efeito do antagonismo sistémico do A2aR durante a consolidagao
da memoria aversiva sobre a resposta de medo condicionado e expressio generalizada da

resposta de medo em um protocolo de intensidade fraca

Para avaliar se o antagonismo sistémico do AxaR induz a potencializacdo da
consolida¢do da memdria aversiva que impacta na posterior expressao generalizada da resposta
de medo, 21 ratos foram distribuidos em 2 grupos experimentais independentes (10-11 animais
por grupo) e receberam a inje¢cao de veiculo ou SCH 58261 (0,1 mg/kg) por via i.p.
imediatamente apos a sessdo de condicionamento de intensidade fraca no protocolo de
condicionamento de medo ao contexto. Os animais foram expostos a sessdes de teste nos

contextos pareado ¢ ndo pareado nos dias 1 e 2 pds-condicionamento, respectivamente.

3.8.3 Experimento 3 — Efeito da ordem de exposicio aos contextos apos a sessdo de
condicionamento sobre as resposta de medo condicionado e expressio generalizada de
medo induzidas pelo antagonismo sistémico do A2aR durante a consolidacio da memoria

aversiva em um protocolo de intensidade intermediaria

Visando investigar se a ordem de exposi¢do aos contextos apds a sessdo de
condicionamento influencia a expressdo generalizada da resposta de medo resultante do
antagonismo sistémico do AzaR, 20 ratos foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos
experimentais (10 animais por grupo) e receberam uma injecao i.p. de veiculo ou SCH 58261
(0,1 mg/kg) imediatamente apos a sessdo de condicionamento de intensidade intermediéria no
protocolo de condicionamento de medo ao contexto. Contudo, diferente dos experimentos
anteriores, os animais foram submetidos aos testes nos contextos ndo pareado e pareado nos

dias 1 e 2 pds-condicionamento, respectivamente.

3.8.4 Experimento 4 — Efeito do antagonismo sistémico do A2aR durante fases tardias da
consolidacio da memoria aversiva sobre a resposta de medo condicionado e expressao

generalizada da resposta de medo em um protocolo de intensidade intermediaria

Para avaliar se o antagonismo sist€émico dosA>aR em fases tardias da consolidacao da
memoria aversiva altera a resposta de medo condicionado e a expressdo generalizada da
resposta de medo, 26 ratos foram alocados em 3 grupos experimentais (8-9 animais por grupo)

e receberam uma injecao i.p. de veiculo imediatamente apos a sessao de condicionamento, ou
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de SCH 58261 (0,1 mg/kg ) 3 ou 6 horas apos a sessdo de condicionamento de intensidade
intermediaria no protocolo de condicionamento de medo ao contexto. Os animais foram
expostos a sessoes de teste no contexto pareado nos dias 1 e 14 dias pos-condicionamento € no

contexto nao pareado nos dias 2 ¢ 15 pds-condicionamento.

3.8.5 Experimento 5 — Efeito do antagonismo sistémico do A2aR durante a consolida¢ao
da memoria aversiva sobre a resposta de medo condicionado e expressao generalizada da

resposta de medo em um protocolo de intensidade intermediaria de choque imediato

Para descartar a ocorréncia de sensibilizagcdo das respostas defensivas em decorréncia
do antagonismo sistémico do AxaR, e confirmar sua acdo sobre a consolidacdo da memoria
associativa, 18 ratos foram distribuidos em 2 grupos experimentais (8-10 animais por grupo) e
receberam uma injecdo i.p. de veiculo ou de SCH 58261 (0,1 mg/kg) imediatamente apds a
sessdo de condicionamento em um protocolo de choque imediato. Neste protocolo, os animais
ndo foram submetidos a sessdo de familiarizacdo no contexto a ser pareado, e receberam o
primeiro choque imediatamente apos exposicao na caixa no dia da sessdao de condicionamento,
de maneira a ndo permitir a formagdo da experiéncia associativa (choque + contexto). Os
animais foram expostos a sessoes de teste nos contextos pareado e ndo pareado nos dias 1 e 2

po6s-condicionamento, respectivamente.

3.8.6 Experimento 6 — Efeito do antagonismo sistémico do A2aR durante a consolidacio
da memdria aversiva na posterior extincio dessa memoria em um protocolo de

intensidade intermediaria

Para investigar se, além do efeito na potencializacdo da consolidacdo da memoria
aversiva e expressao generalizada da resposta de medo, o antagonismo sistémico do A>aR
influenciaria também a resisténcia dessa memoria a extingdo, 16 ratos foram distribuidos
aleatoriamente em 2 grupos experimentais (8 animais por grupo) e receberam uma inje¢ao de
veiculo ou SCH 58261 (0,1 mgkg) por via ip. imediatamente apds a sessdo de
condicionamento no protocolo de condicionamento de medo ao contexto. Diferente dos
experimentos anteriores, um dia apos a sessdo de condicionamento os animais foram
submetidos a uma sessdo de extingdo da memoria aversiva (15 minutos de exposi¢cdo no

contexto pareado), e nos dois dias seguintes expostos nas sessdes de teste nos contextos pareado
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e ndo pareado, a fim de avaliar a eficacia desse procedimento em reduzir o tempo de

congelamento.

3.8.7 Experimento 7 — Efeito do agonismo sistémico do A2aR durante a consolidacio da
memoria aversiva sobre a resposta de medo condicionado e expressio generalizada da

resposta de medo em um protocolo de intensidade intermediaria

Para verificar se o agonismo sist€émico tem um efeito oposto ao do antagonismo
sisttmico do AxaR sobre a consolidacdo da memdria aversiva e/ou sobre a expressao
generalizada da resposta de medo, 37 ratos foram alocados aleatoriamente em 4 grupos
experimentais (8-10 animais por grupo) e receberam uma injecao i.p. de veiculo ou do agonista
seletivo dos A2aR CGS 21680 (0,05, 0,1 ou 0,2 mg/kg) imediatamente apos a sessdo de
condicionamento de intensidade intermedidria no protocolo de condicionamento de medo ao
contexto. Os animais foram expostos a sessdes de teste no contexto pareado nos dias 1 e 14 dias

poOs-condicionamento e no contexto ndo pareado nos dias 2 e 15 pos-condicionamento.

3.8.8 Experimento 8 — Efeito do agonismo sistémico do A2aR durante a consolida¢ao da
memoria aversiva sobre a resposta de medo condicionado e expressao generalizada da

resposta de medo em um protocolo de intensidade forte

Visando avaliar o efeito do agonismo sistémico do A>aR durante a consolida¢do da
memoria também na posterior expressao generalizada da resposta de medo, 17 ratos foram
distribuidos em 2 grupos experimentais (7-10 animais por grupo) e receberam uma injecao i.p.
de veiculo ou de CGS 21680 (0,2 mg/kg) imediatamente apos a sessdo de condicionamento de
intensidade forte (que per se induz altos niveis de expressao generalizada da resposta de medo)
no protocolo de condicionamento de medo ao contexto. Os animais foram expostos a sessdes
de teste no contexto pareado nos dias 1 e 14 dias pds-condicionamento € no contexto nao

pareado nos dias 2 e 15 pds-condicionamento.

3.8.9 Experimento 9 — Efeito da modulaciao farmacoldgica sistémica do A2aR durante a
consolidacio da memoria aversiva e/ou da modulacio da intensidade do protocolo de
condicionamento de medo ao contexto sobre o conteudo de BDNF no cortex pré-frontal e

no hipocampo
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Tem sido demonstrado que a consolidacdo de memdrias aversivas em roedores ¢é
influenciada por alteragdes na plasticidade sinaptica em regides encefalicas como o cortex pré-
frontal e o hipocampo, sendo esta dependente, dentre outros mediadores, da expressao de BDNF
(LEE; EVERITT; THOMAS, 2004, ALONSO et al., 2005, LUBIN et al., 2008). Além disso,
j& foi documentada uma interacdo direta entre o BDNF e o AxaR (LEE; CHAO, 2001;
DIOGENES et al., 2004; TEBANO et al., 2008; ASSAIFE-LOPES et al., 2014; WEI et al.,
2014). Visando investigar os possiveis mecanismos moleculares relacionados com a modulagao
da consolidagao da memoria aversiva e expressao generalizada de resposta de medo observadas
através da manipulacdo farmacoldgica sistémica do A2aR, bem como da intensidade da sessao
de condicionamento em nossas condi¢des experimentais, 25 ratos foram distribuidos
aleatoriamente em 5 grupos experimentais (4-5 animais por grupo) nas seguintes condi¢cdes
experimentais: naive, submetidos a uma sessao de condicionamento de intensidade
intermediaria e tratados imediatamente apds com uma injec¢ao i.p. de veiculo, SCH 58261 (0,1
mg/kg) ou CGS 21680 (0,2 mg/kg), ou submetidos a uma sessdo de condicionamento de
intensidade forte e tratados imediatamente apds com uma inje¢do i.p. de veiculo. Apds 120
minutos da sessdo de condicionamento (exceto grupo naive), os encéfalos dos animais foram
removidos, processados ¢ submetidos a posterior analise dos niveis de BDNF por ELISA,

conforme descrito previamente.

3.8.10 Experimento 10 — Efeito do protocolo de condicionamento de intensidade
intermediaria sobre a distribuicao do A2aR em sinapses glutamatérgicas ou GABAérgicas
do cortex pré-frontal, hipocampo dorsal e hipocampo ventral durante a consolidacdo da

memoria aversiva

Diversos trabalhos vém demonstrando que ocorrem alteracdes no contetido de
proteinas sinapticas em paralelo com as modificagdes das respostas comportamentais em
protocolos relacionados ao estresse, incluindo alteragdes no conteudo de A2aR em sinapses
glutamatérgicas e GABAérgicas (CUNHA et al., 2006; SIMOES et al., 2016). Para avaliar o
impacto do protocolo de condicionamento de medo ao contexto sobre o conteudo sindptico de
AxaR, 8 ratos foram alocados em dois grupos experimentais (3-4 animais por grupo): naive,
que ndo foi exposto a sessdo de condicionamento, ou condicionado com o protocolo de
condicionamento de intensidade intermediaria. Apds 120 minutos da sessdo de

condicionamento (exceto grupo naive), os encéfalos dos animais foram removidos, processados
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e submetidos a posterior analise imunocitoquimica do conteudo de A2aR, através da avalia¢ao

da sua colocalizacdo com sinaptofisina, vVGLUT e vGAT, conforme descrito previamente.

3.8.11 Experimento 11 — Efeito do antagonismo sistémico do A2aR e/ou do protocolo de
condicionamento de intensidade intermediaria na estimulac¢io de pulso pareado em fatias

das porgoes dorsal ou ventral do hipocampo, ou na porcio lateral da amigdala

Considerando as evidéncias acerca da propriedade do A>aR de controlar a liberagao
de neurotransmissores em regides cerebrais relevantes para os processos aprendizado e
memoria (DE LERA RUIZ; LIM; ZHENG, 2014), o propdsito desse experimento foi investigar
o envolvimento dos A2aR na probabilidade de liberacdo de neurotransmissores mediantes
estimulos pareados nas regides dorsal e ventral do hipocampo, bem como na porg¢ao lateral da
amigdala, durante a consolidagdo da memoria aversiva no protocolo de condicionamento de
medo ao contexto. Para tanto, 31 ratos foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos
experimentais (6-10 animais por grupo): expostos ao contexto a ser pareado mas sem a
apresentacao dos estimulos incondicionados ou administragdo de veiculo ou droga, expostos ao
contexto a ser pareado mas sem a apresentacdo dos estimulos incondicionados e tratados
imediatamente apds com uma inje¢do i.p. de SCH 58261 (0,1 mg/kg), condicionados na sessao
de condicionamento de intensidade intermedidria e tratados imediatamente ap6s com uma
inje¢do 1.p. de veiculo, e condicionados na sessio de condicionamento de intensidade
intermediaria e tratados imediatamente apds com uma injecdo i.p. de SCH 58261 (0,1 mg/kg).
Apo6s 120 minutos da exposi¢do ao contexto ou sessdo de condicionamento, os encéfalos dos
animais foram removidos, o hipocampo e a amigdala separados e processados de maneira a
manter a viabilidade de suas fatias (conforme descrito previamente) para a obtencao de registros

eletrofisiologicos apos estimulacdo por pulsos pareados.

3.8.12 Experimento 12 — Efeito do antagonismo sistémico do A2aR e/ou do protocolo de
condicionamento de intensidade intermediiria na estimulacio de alta frequéncia em

fatias das por¢des dorsal ou ventral do hipocampo, ou na porc¢io lateral da amigdala

Uma vez que a ativagdo do AaR modula diversas vias de sinalizag¢do intracelular
envolvidas no controle da plasticidade sinaptica em diferentes regides cerebrais, incluindo
aquelas classicamente relacionadas com processos aprendizado e memoria (COSTENLA et al.,

2011; KASTER et al. 2015; SIMOES et al., 2016; TEMIDO-FERREIRA et al., 2018),
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buscamos investigar o envolvimento do A2aR na modulagdo de processos de plasticidade
sinaptica (como LTP) nas regides dorsal e ventral do hipocampo, € na amigdala lateral, durante
a consolidagdo da memoria aversiva no protocolo de condicionamento de medo ao contexto.
Nesse experimento, 31 ratos foram alocados nos seguintes grupos experimentais (6-10 animais
por grupo): expostos ao contexto a ser pareado mas sem a apresentacdo dos estimulos
incondicionados ou administra¢ao de veiculo ou droga, expostos ao contexto a ser pareado mas
sem a apresentacdo dos estimulos incondicionados e tratados imediatamente apos com uma
injecdo i.p. de SCH 58261 (0,1 mg/kg), condicionados na sessdao de condicionamento de
intensidade intermedidria e tratados imediatamente ap6s com uma inje¢do i.p. de veiculo, e
condicionados na sessdo de condicionamento de intensidade intermedidria e tratados
imediatamente apds com uma inje¢do i.p. de SCH 58261 (0,1 mg/kg). Apds 120 minutos da
exposicao ao contexto ou sessdo de condicionamento, os encéfalos dos animais foram
removidos, o hipocampo e a amigdala foram separados e processados de maneira a manter a
viabilidade de suas fatias para a obtengdo de registros eletrofisiologicos apos estimulagdo de

alta frequéncia para obtengao de LTP.

3.8.13 Experimento 13 — Efeito do antagonismo do A2aR no hipocampo dorsal durante a
consolidacio da memoria aversiva sobre a resposta de medo condicionado e expressao

generalizada da resposta de medo em um protocolo de intensidade intermediaria

Buscando corroborar os dados obtidos através de registros eletrofisiologicos e
investigar o envolvimento do hipocampo dorsal nos efeitos comportamentais de
potencializagdo da consolidacdo da memoria aversiva e aumento da expressao generalizada da
resposta de medo induzidos através do antagonismo sistémico do AzaR, 34 ratos foram
distribuidos aleatoriamente em 4 grupos experimentais (8-9 animais por grupo) e receberam
uma infusdo intrahipocampal de veiculo ou do antagonista seletivo dos A2aR SCH 58261 (6,
12 ou 24 ng) imediatamente apos a sessao de condicionamento de intensidade intermedidria no
protocolo de condicionamento de medo ao contexto. Os animais foram expostos a sessdes de
teste no contexto pareado nos dias 1 e 14 dias pos-condicionamento e no contexto nao pareado

nos dias 2 e 15 pos-condicionamento.
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3.9 ANALISES ESTATISTICAS

Nos experimentos comportamentais, a porcentagem do tempo de congelamento foi
expressa como média + erro padrdo da média (EPM). Os dados de ELISA foram apresentados
como média + EPM de pg de BDNF a cada mg de proteina. Os resultados de imunocitoquimica
foram expressos como média + EPM da porcentagem de comarcacdo entre as proteinas
avaliadas. Para os experimentos relacionados a registro eletrofisiologicos, os dados foram
apresentados como média + EPM da razdo da estimulagdo de pulso emparelhado, da
porcentagem de variacdo inclinacdo do PEPS em relagdo ao basal ou da porcentagem da
magnitude do efeito observado.

Apds avaliar a distribuicdo das amostras e assegurar sua normalidade ou
homocedasticidade através do teste de Shapiro-Wilk, os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, 8 ANOVA de medidas repetidas, ou ao teste t de
Student, conforme necessario. O teste post-hoc de Newman-Keuls foi utilizado quando a
ANOVA revelou uma interagado significativa, sendo aceito um valor de significancia estatistica
de P < 0,05 para determinar as diferengas entre os grupos.

Os resultados foram analisados utilizando o software Statistica 11® (StatSoft Inc.,
EUA) e representados em graficos confeccionados com o software GraphPad Prism 6°

(GraphPad Prism, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1 — O ANTAGONISMO SISTEMICO DO A;xR DURANTE A
CONSOLIDACAO DA MEMORIA AVERSIVA PROMOVE AUMENTO DA EXPRESSAO
GENERALIZADA DA RESPOSTA DE MEDO EM UM PROTOCOLO DE INTENSIDADE
INTERMEDIARIA

A ANOVA de uma via ndo demonstrou efeito significativo do tratamento durante a
sessao de teste no contexto pareado 1 dia apds o condicionamento (F3,32=2,75; P =0,06), uma
vez que quando reexpostos ao contexto previamente pareado com os choques nas patas, todos
os grupos apresentaram valores semelhantes de tempo de congelamento [Média + EPM:
Veiculo: 70,49 + 6,10%; SCH 58261 (0,05 mg/kg): 73,72 £ 7,25%; SCH 58261 (0,1 mg/kg):
88,15 £ 3,30%; SCH 58261 (0,2 mg/kg): 86,97 + 3,21%]. Tal efeito possivelmente esta
relacionado a manifestagdo de um nivel teto para esta resposta comportamental nas condig¢des
experimentais adotadas. Durante a exposi¢ao a sessao de teste no contexto nao pareado 2 dias
apds o condicionamento, a ANOVA de uma via demonstrou um efeito significativo do
tratamento no tempo de congelamento (£3,32 =4,71; P = 0,008). O teste post-hoc de Newman-
Keuls revelou que os animais tratados com 0,1 mg/kg de SCH 58261 apresentaram aumento
significativo do tempo de congelamento em relacdo aos animais tratados com veiculo [P =
0,003; Média + EPM: Veiculo: 31,66 = 7,49%; SCH 58261 (0,05 mg/kg): 46,22 + 7,88%; SCH
58261 (0,1 mg/kg): 67,96 £ 4,98%; SCH 58261 (0,2 mg/kg): 45,37 £ 6,07%], sugerindo
aumento da expressao generalizada da resposta de medo, conforme ilustrado na Figura 7.

Quando os mesmos animais foram reexpostos ao contexto pareado e ndo pareado 14 e
15 dias depois, respectivamente, o0 mesmo padrdo de resposta comportamental foi observado.
Ou seja, a ANOVA de uma via ndo demonstrou efeito significativo do tratamento durante a
sessdo de teste no contexto pareado [F3,32 = 2,76; P = 0,06; Média = EPM: Veiculo: 63,61 +
7,56%; SCH 58261 (0,05 mg/kg): 65,55 + 7,25%; SCH 58261 (0,1 mg/kg): 88,70 + 2,72%;
SCH 58261 (0,2 mg/kg): 70,49 + 8,42%], mas sim durante a sessdo de teste no contexto ndo
pareado (F3,32 =4,30; P =0,012). O teste post-hoc de Newman-Keuls revelou que os animais
tratados com 0,1 mgkg de SCH 58261 durante a consolidagdo da memoria aversiva
permaneceram apresentando um aumento significativo do tempo de congelamento em relagao
aos animais tratados com veiculo [P = 0,003; Média + EPM: Veiculo: 51,53 + 8,63%; SCH
58261 (0,05 mg/kg): 50,44 + 6,01%; SCH 58261 (0,1 mg/kg): 79,13 + 3,66%; SCH 58261 (0,2
mg/kg): 65,86 = 7,43%], conforme ilustrado na Figura 7.
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Figura 7 — A administragao sistémica de SCH 58261 (0,1 mg/kg) durante a consolidagao da
memoria aversiva induz o aumento da expressao generalizada da resposta de medo no
protocolo de intensidade intermedidria de condicionamento de medo ao contexto.
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Legenda: (A) Esquema do desenho experimental utilizado. (B) Veiculo ou SCH 58261 (0,05, 0,1 ou 0,2 mg/kg)
foram administrados por via intraperitoneal (i.p.) imediatamente apds a sessdo de condicionamento de intensidade
intermediaria (3 choques de 0,7 mA) no protocolo de condicionamento de medo ao contexto. Os valores sdo
expressos como média = EPM da porcentagem de tempo de congelamento mediante exposi¢do as sessdes de teste
no contexto pareado 1 ou 14 dias ap6s o condicionamento, ou no contexto ndo pareado 2 ou 15 dias apds o
condicionamento. * indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo tratado com veiculo
(ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls). ° representa os individuos do respectivo
grupo.
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4.2 EXPERIMENTO 2 — O ANTAGONISMO SISTEMICO DO AxaR POTENCIALIZA A
CONSOLIDACAO DA MEMORIA AVERSIVA E PROMOVE AUMENTO DA

EXPRESSAO DA RESPOSTA DE MEDO EM UM PROTOCOLO DE INTENSIDADE
FRACA

O teste “t” de Student revelou uma diferencga significativa do tratamento na sessao de
teste no contexto pareado realizado 1 dia apds o condicionamento (19 = 2,85; P = 0,01). Os
animais tratados com SCH 58261 (0,1 mg/kg) apresentaram um aumento significativo no tempo
de congelamento em relacdo aos animais tratados com veiculo [Média = EPM: Veiculo: 33,18
+ 4,97%; SCH 58261 (0,1 mg/kg): 57,17 + 6,92%], confirmando a potencializagdo da
consolidacdo da memoria aversiva, conforme observado na Figura 8. Nenhuma diferenca
significativa foi observada entre os grupos na sessao de teste no contexto ndo pareado realizada
2 dias apds o condicionamento (¢19 = 1,35; P =0,19) [Média = EPM: Veiculo: 29,30 £ 2,78%;
SCH 58261 (0,1 mg/kg): 38,11 &+ 5,54%)].

Figura 8 — A administragao sistémica de SCH 58261 (0,1 mg/kg) potencializa a consolidacao
da memoria aversiva no protocolo de intensidade fraca de condicionamento de medo ao

contexto.
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Legenda: (A) Esquema do desenho experimental utilizado. (B) Veiculo ou SCH 58261 (0,1 mg/kg) foram
administrados por via intraperitoneal (i.p.) imediatamente apds a sessdo de condicionamento de intensidade fraca
(1 choque de 0,5 mA) no protocolo de condicionamento de medo ao contexto. Os valores sdo expressos como
média + EPM da porcentagem de tempo de congelamento mediante exposicdo a sessdo de teste no contexto
pareado 1 dia apds o condicionamento, ou a sessdo de teste no contexto nao pareado 2 dias ap6s o condicionamento.
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* indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo tratado com veiculo (teste “t” de Student para
grupos independentes). ° representa os individuos do respectivo grupo.

4.3 EXPERIMENTO 3 — A ORDEM DE EXPOSICAO AOS CONTEXTOS APOS A SESSAO
DE CONDICIONAMENTO NAO INTERFERE NO AUMENTO DA EXPRESSAO
GENERALIZADA DA RESPOSTA DE MEDO INDUZIDO PELO ANTAGONISMO
SISTEMICO DO A22R EM UM PROTOCOLO DE INTENSIDADE INTERMEDIARIA

Conforme observado na Figura 9, o teste “t” de Student revelou uma diferenga
significativa do tratamento na sessao de teste no contexto ndo pareado realizado 1 dia apds o
condicionamento (#15 = 2,21; P = 0,04). Os animais tratados com SCH 58261 (0,1 mg/kg)
apresentaram um aumento significativo no tempo de congelamento em relagdo aos animais
tratados com veiculo [Média £ EPM: Veiculo: 44,39 + 6,70%; SCH 58261 (0,1 mg/kg): 64,89
+ 6,43%], confirmando o aumento da expressdo generalizada de medo em decorréncia do
antagonismo sist€émico do A2aR durante a consolidagdo da memoria aversiva
independentemente da pré-exposicao ao contexto pareado. Nenhuma diferenca significativa foi
observada entre os grupos na sessdo de teste no contexto pareado realizada 2 dias apds o
condicionamento [t#13 = 0,22; P = 0,83; Média = EPM: Veiculo: 60,72 £+ 7,85%; SCH 58261
(0,1 mg/kg): 63,11 £ 7,46%].
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Figura 9 — O aumento da expressao generalizada da resposta de medo induzido pela
administracdo sistémica de SCH 58261 (0,1 mg/kg) durante a consolidacdo da memoria
aversiva no protocolo de intensidade intermedidria de condicionamento de medo ao contexto
independe da ordem de exposi¢do aos contextos.
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Legenda: (A) Esquema do desenho experimental utilizado. (B) Veiculo ou SCH 58261 (0,1 mg/kg) foram
administrados por via intraperitoneal (i.p.) imediatamente apds a sess@o de condicionamento de intensidade
intermediaria (3 choques de 0,7 mA) no protocolo de condicionamento de medo ao contexto. Os valores sdo
expressos como média £ EPM da porcentagem de tempo de congelamento mediante exposigdo as sessdes de teste
nos contextos ndo pareado e pareado 1 e 2 dias apos o condicionamento, respectivamente. * indica uma diferenga
significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo tratado com veiculo (teste “t” de Student para grupos independentes).
° representa os individuos do respectivo grupo.

4.4 EXPERIMENTO 4 — O ANTAGONISMO SISTEMICO DO A>aR DURANTE FASES
MAIS TARDIAS DA CONSOLIDACAO DA MEMORIA AVERSIVA TAMBEM
PROMOVE AUMENTO DA EXPRESSAO GENERALIZADA DA RESPOSTA DE MEDO
EM UM PROTOCOLO DE INTENSIDADE INTERMEDIARIA

A ANOVA de uma via ndo revelou diferencga significativa do tratamento (F2,23 = 1,80;
P =0,19) para o tempo de congelamento no teste no contexto pareado 1 dia apods a sessdo de
condicionamento [Média £ EPM: Veiculo: 67,59 + 7,15%; SCH 58261 (0,1 mg/kg) — 3 horas:
65,12 + 9,01%; SCH 58261 (0,1 mg/kg) — 6 horas: 83,40 + 3,98%]. Entretanto, quando os

animais foram reexpostos no contexto pareado 14 dias apds o condicionamento, a ANOVA de



72

uma via indicou um efeito significativo do tratamento (F2,23 = 3,74; P = 0,04), sendo revelado
pelo teste post-hoc de Newman-Keuls que os animais tratados com 0,1 mg/kg de SCH 58261 6
horas apods o condicionamento apresentaram aumento significativo do tempo de congelamento
em relagcdo aos animais tratados com veiculo [P = 0,03; Média + EPM: Veiculo: 55,25 + 7,16%;
SCH 58261 (0,1 mg/kg) — 3 horas: 64,88 + 7,11%; SCH 58261 (0,1 mg/kg) — 6 horas: 79,86 +
3,36%], conforme ilustrado na Figura 10.

Para as sessoes de teste no contexto nao pareado, a ANOVA de uma via demonstrou
efeito significativo do tratamento na sessao realizada 2 dias ap6s o condicionamento [F>, 23 =
5,82; P =0,009; Média £ EPM: Veiculo: 33,82 + 6,00%; SCH 58261 (0,1 mg/kg) — 3 horas:
61,97 + 6,41%; SCH 58261 (0,1 mg/kg) — 6 horas: 59,24 + 7,18%). Conforme observado na
Figura 10, o teste post-hoc de Newman-Keuls revelou que os animais tratados com 0,1 mg/kg
de SCH 58261 3 ou 6 horas apos o condicionamento apresentaram um aumento significativo
do tempo de congelamento em relagdo aos animais tratados com veiculo (P =0,02 e P=0,01,
respectivamente). Entretanto, na sessdo de teste realizada 15 dias ap6s o condicionamento ndo
foi observada diferenca significativa do tempo de congelamento entre os grupos [F2,23= 0,30;
P =0,74; Média + EPM: Veiculo: 48,58 + 6,72%; SCH 58261 (0,1 mg/kg) — 3 horas: 46,85 +
8,99%; SCH 58261 (0,1 mg/kg) — 6 horas: 55,00 + 6,94%].

Em conjunto, esses resultados sugerem que o antagonismo do AaR mesmo em
momentos mais tardios da janela de consolidagdo induz aumento da expressdo generalizada da
resposta de medo, mas altera a persisténcia dessa resposta. Contudo, esse resultado também
levanta o questionamento se a administracdo do antagonista seletivo do A2aR ndo estaria
induzindo um quadro de sensibilizagdo ao invés de potencializar a consolidacdo da memoria
aversiva e, por isso, independente do momento de sua administracdo ainda seria capaz de

induzir um aumento da expressdo generalizada do comportamento de medo.
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Figura 10 — A administragdo sistémica de SCH 58261 (0,1 mg/kg) em fases tardias da
consolida¢do da memoria aversiva (3 ou 6 horas) induz o aumento da expressdo generalizada
da resposta de medo no protocolo de intensidade intermediaria de condicionamento de medo

ao contexto.
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Legenda: (A) Esquema do desenho experimental utilizado. (B) Veiculo ou SCH 58261 (0,1 mg/kg) foram
administrados por via intraperitoneal (i.p.) imediatamente apos a sess@o de condicionamento ou 3 ou 6 horas apods
a sessdo de condicionamento de intensidade intermediaria (3 choques de 0,7 mA), respectivamente, no protocolo
de condicionamento de medo ao contexto. Os valores sdo expressos como média + EPM da porcentagem de tempo
de congelamento mediante exposicdo as sessdes de teste no contexto pareado 1 ou 14 dias apds o condicionamento,
ou no contexto nao pareado 2 ou 15 dias ap6s o condicionamento. * indica uma diferenga significativa (P < 0,05)
em relag@o ao grupo tratado com veiculo (ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls). °
representa os individuos do respectivo grupo.
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4.5 EXPERIMENTO 5 — O ANTAGONISMO SISTEMICO DO AR DURANTE A
CONSOLIDACAO DA MEMORIA AVERSIVA NAO INDUZ SENSIBILIZACAO DAS
RESPOSTAS DEFENSIVAS

Conforme observado na Figura 11, o teste “t” de Student ndo revelou uma diferenga
significativa do tratamento durante as sessdes de teste nos contextos pareado (t16 = 0,79; P =
0,4436) ou nao pareado (tis = 0,50; P = 0, 0,6213) 1 ou 2 dias ap6s o condicionamento,
respectivamente, sugerindo que o antagonismo sistémico do A>aR aumenta a expressao
generalizada do comportamento de medo por modular a consolidagdo da memdria associativa

aversiva e ndo através da indu¢ao de um quadro de sensibilizacao.

Figura 11 — A administracdo sistémica de SCH 58261 (0,1 mg/kg) ndo potencializa a
consolida¢do da memoria aversiva ou induz o aumento da expressao generalizada da resposta
de medo no protocolo de choque imediato.

A i
“1d 1d
Condicignamenio Teste no contexto Teste no contexto

3x 07 mAfls pareado nio pareado

17 imediato 3 min 3 min
B . .

Dia1 Dia 2

= 100-
E- 100 1 Veiculo
et o
é 8ok ¢ [l SCH 58261 0,1 mg/kg
m (=]
o 60F o s °
=] P o o
§ 40 = -
8 T XL
Q 200 (= o
E e 0o
= 0

Contexto pareado Contexto ndo pareado

Legenda: (A) Esquema do desenho experimental utilizado. (B) Veiculo ou SCH 58261 (0,1 mg/kg) foram
administrados por via intraperitoneal (i.p.) imediatamente apds a sessdo de condicionamento de intensidade
intermediaria (3 choques de 0,3 mA) no protocolo de condicionamento de medo ao contexto de choque imediato.
Os valores sdo expressos como média + EPM da porcentagem de tempo de congelamento mediante exposigdo a
sessdo de teste nos contextos pareado ou ndo pareado, 1 ou 2 dias ap6s o condicionamento, respectivamente. °
representa os individuos do respectivo grupo.
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4.6 EXPERIMENTO 6 — O ANTAGONISMO SISTEMICO DO AR DURANTE A
CONSOLIDACAO DA MEMORIA AVERSIVA NAO RESULTA EM POSTERIOR
RESISTENCIA A EXTINCAO EM UM PROTOCOLO DE INTENSIDADE
INTERMEDIARIA

Durante a sessdo de extingdo a ANOVA com medidas repetidas demonstrou uma
diferenca significativa em relagao ao fator repeticdo (cinco blocos de 3 minutos) durante essa
sessdo [F4, 56 = 30,07; P = <0,0001; Média + EPM: Veiculo 1° bloco: 89,93 + 3,41%; SCH
58261 (0,1 mg/kg) 1° bloco: 89,37 + 3,32%; Veiculo 2° bloco: 73,68 + 8,11%; SCH 58261 (0,1
mg/kg) 2° bloco: 69,31 £ 9,67%; Veiculo 3° bloco: 46,60 + 11,21%; SCH 58261 (0,1 mg/kg)
3°bloco: 40,35 £ 11,90%; Veiculo 4° bloco: 45,90 + 11,05%; SCH 58261 (0,1 mg/kg) 4° bloco:
30,76 + 7,87%; Veiculo 5° bloco: 33,05 + 7,29%; SCH 58261 (0,1 mg/kg) 5° bloco: 28,54 +
6,05%]. O teste post-hoc de Newman-Keuls demonstrou, conforme ilustrado na Figura 12, uma
reducdo significativa na expressdo de congelamento nos grupos tratados com veiculo e
SCH58261 (0,1mg/kg) a partir do terceiro blocos em relagdo ao primeiro [Veiculo 3° bloco
versus Veiculo 1° bloco: P = 0,0002; Veiculo 4° bloco versus Veiculo 1° bloco: P = 0,0002;
Veiculo 5° bloco versus Veiculo 1° bloco: P=0,0001; SCH 58261 (0,1 mg/kg) 3° bloco versus
SCH 58261 (0,1 mg/kg) 1° bloco: P = 0,0001; SCH 58261 (0,1 mg/kg) 4° bloco versus SCH
58261 (0,1 mg/kg) 1° bloco: P=0,0001; SCH 58261 (0,1 mg/kg) 5° bloco versus SCH 58261
(0,1 mg/kg) 1° bloco: P = 0,0001]. Nao foram observados efeitos significativos do tratamento
(F1,14=0,48; P=0,50) ou da interagao entre o tratamento e os blocos de 3 min (F34, 56 =0,36; P
=0,84). Dessa forma, ambos os grupos foram capazes de adquirir a memoria de extingao.

Na sessao de teste no contexto pareado realizada um dia apos a sessdo de extingdo, o
teste “t’ de Student ndo revelou diferenca significativa entre os grupos [f14 = 0,37; P =0,7141;
M¢édia + EPM: Veiculo: 68,20 + 9,49%; SCH 58261 (0,1 mg/kg): 72,78 + 7,76%]. Entretanto,
quando considerado o fator repeti¢do, ou seja, foi comparado o tempo de congelamento durante
a sessao de teste no contexto pareado versus o tempo de congelamento durante o primeiro bloco
da sessdo de extingdo, a ANOVA de medidas repetidas revelou uma diferencga significativa em
relacdo ao fator repeticao (F1, 14 = 19,88; P =0,00054), mas ndo revelou diferenca significativa
quanto ao fator tratamento (£, 14 = 0,60; P = 0,81) ou interacao entre os fatores (F1, 14 = 0,36;
P =0,56). Conforme observado na Figura 12, o teste post-hoc de Newman-Keuls revelou uma
diminuigao significativa do tempo de congelamento entre as sessdes tanto para o grupo veiculo
(P =0,01; Média = EPM: Veiculo 1° bloco: 89,93 + 3,41%; Veiculo teste: 68,20 + 9,49%)
quanto para o grupo tratado com SCH 58261 (0,1 mg/kg) (P = 0,2; Média + EPM: SCH 58261
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1° bloco: 89,37 + 3,32%; SCH 58261 teste: 72,78 + 7,76%). Esse resultado sugere que
antagonismo sist€émico do AaR ndo induz um prejuizo na consolidacdo da memoria de
extingao.

O teste “t” de Student ndo revelou uma diferenca significativa entre os grupos na
sessdo de teste no contexto ndo pareado realizada dois dias apos a sessdo de condicionamento
[t14=0,95; P =0,36; Média + EPM: Veiculo: 47,50 £ 9,14%; SCH 58261 (0,1mg/kg): 59,86 +
9,31%). Esse resultado sugere que a extingdo da memoria aversiva bloqueia o aumento da
expressao generalizada da resposta de medo induzida pelo antagonismo sistémico do AxaR,

provavelmente por atenuar a valéncia emocional dessa memoria.
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Figura 12 — A administracao sistémica de SCH 58261 (0,1 mg/kg) ndo aumenta a resisténcia
da memoria aversiva a extingdo no protocolo de intensidade intermediaria de
condicionamento de medo ao contexto.
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Legenda: (A) Esquema do desenho experimental utilizado. Veiculo ou SCH 58261 (0,1 mg/kg) foram
administrados por via intraperitoneal (i.p.) imediatamente apds a sessdo de condicionamento de intensidade
intermediaria (3 choques de 0,7 mA) no protocolo de condicionamento de medo ao contexto. Os valores sdo
expressos como média + EPM da porcentagem de tempo de congelamento mediante exposigdo a sessdo de (B)
extin¢do 1 dia ap6s o condicionamento, ou exposigdo as sessdes de (C) teste no contexto e (D) teste no contexto
ndo pareado 1 e 2 dias apos a sess@o de extingdo, respectivamente. # e * indicam uma diferenca significativa (P <
0,05) em relagdo ao proprio grupo durante o primeiro bloco da extingdo (ANOVA de medidas repetidas seguida
pelo teste post-hoc de Newman-Keuls). ° representa os individuos do respectivo grupo.
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47 EXPERIMENTO 7 — O AGONISMO SISTEMICO DO AR DURANTE A
CONSOLIDACAO DA MEMORIA AVERSIVA PROMOVE DIMINUICAO DA
EXPRESSAO DA RESPOSTA DE MEDO EM UM PROTOCOLO DE INTENSIDADE
INTERMEDIARIA

A ANOVA de uma via demonstrou efeito significativo do tratamento durante a sessao
de teste no contexto pareado 1 dia apds o condicionamento (F3,33 = 5,01; P = 0,006). O teste
post-hoc de Newman-Keuls revelou que os animais tratados com 0,1 ¢ 0,2 mg/kg de CGS 21680
apresentaram diminui¢do significativa do tempo de congelamento em relagdo aos animais
tratados com veiculo [P = 0,02; P = 0,03, respectivamente; Média + EPM: Veiculo: 89,17 +
2,43%; CGS 21680 (0,05 mg/kg): 85,69 + 3,28%; CGS 21680 (0,1 mg/kg): 64,88 + 7,57%;
CGS 21680 (0,2 mg/kg): 64,61 + 7,80%], sugerindo prejuizo da consolidagdo da memoria
aversiva, conforme ilustrado na Figura 13. Durante a exposi¢ao a sessdo de teste no contexto
ndo pareado 2 dias apo6s o condicionamento, a ANOVA de uma via ndo demonstrou um efeito
significativo do tratamento no tempo de congelamento (F3,3s = 0,30; P = 0,82), uma vez que
quando reexpostos a esse contexto todos os grupos apresentaram valores semelhantes de tempo
de congelamento [Média = EPM: Veiculo: 47,50 + 6,25%; CGS 21680 (0,05 mg/kg): 46,18 +
4,67%; CGS 21680 (0,1 mg/kg): 40,12 + 4,83%; CGS 21680 (0,2 mg/kg): 43,11 £ 7,14%],
possivelmente devido a manifestacdo de um nivel chdo para esta resposta comportamental nas
condi¢des experimentais adotadas.

Quando os mesmos animais foram reexpostos em sessoes de teste no contexto pareado
e ndo pareado 14 e 15 dias depois, respectivamente, a ANOVA de uma via também demonstrou
efeito significativo do tratamento durante a sessdo de teste no contexto pareado [F3,33 = 3,59;
P =0,02; Média + EPM: Veiculo: 82,05 + 5,04%; CGS 21680 (0,05 mg/kg): 80,07 = 3,57%;
CGS 21680 (0,1 mg/kg): 65,55 + 7,78%; CGS 21680 (0,2 mg/kg): 57,22 + 7,49%], mas nao
durante a sessdo de teste no contexto ndo pareado [F3,33 = 1,15; P = 0,34; Média = EPM:
Veiculo: 62,33 + 6,26%; CGS 21680 (0,05 mg/kg): 56,389 + 9,56%; CGS 21680 (0,1 mg/kg):
51,36 £ 5,24%; CGS 21680 (0,2 mg/kg): 45,67 £ 6,44%]. O teste post-hoc de Newman-Keuls
revelou que os animais tratados com 0,2 mg/kg de CGS 21680 durante a consolidacdo da
memoria aversiva permaneceram apresentando uma diminui¢do significativa do tempo de
congelamento em relagdo aos animais tratados com veiculo (P = 0,04) quando reexpostos ao

contexto previamente pareado com os choques nas patas, conforme ilustrado na Figura 13.
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Figura 13 — A administracao sistémica de CGS 21680 (0,1 ou 0,2 mg/kg) durante a
consolida¢do da memoria aversiva diminui a resposta de medo no protocolo de intensidade
intermediaria de condicionamento de medo ao contexto.
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Legenda: (A) Esquema do desenho experimental utilizado. (B) Veiculo ou CGS 21680 (0,05, 0,1 ou 0,2 mg/kg)
foram administrados por via intraperitoneal (i.p.) imediatamente apds a sessdo de condicionamento de intensidade
intermediaria (3 choques de 0,7 mA) no protocolo de condicionamento de medo ao contexto. Os valores sdo
expressos como média = EPM da porcentagem de tempo de congelamento mediante exposicao as sessdes de teste
no contexto pareado 1 ou 14 dias ap6s o condicionamento, ou no contexto ndo pareado 2 ou 15 dias apds o
condicionamento. * indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em relacdo ao grupo tratado com veiculo
(ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls). ° representa os individuos do respectivo
grupo.
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4.8 EXPERIMENTO 8 — O AGONISMO SISTEMICO DO A;aR DURANTE A
CONSOLIDACAO DA MEMORIA AVERSIVA PROMOVE DIMINUICAO DA
EXPRESSAO DA RESPOSTA DE MEDO NOS CONTEXTOS PAREADO E NAO
PAREADO EM UM PROTOCOLO DE INTENSIDADE FORTE

“t”

Conforme observado na Figura 14, o teste de Student revelou uma diferenca
significativa do tratamento durante as sessoes de teste nos contextos pareado [#15 = 2,31; P =
0,04; Média + EPM: Veiculo: 82,05 + 5,04%; CGS 21680 (0,05 mg/kg): 80,07 + 3,57%] ou
ndo pareado (15 = 2,13; P = 0,05) 1 ou 2 dias ap6s o condicionamento, respectivamente. Os
animais tratados com CGS 21680 (0,2 mg/kg) apresentaram uma diminuicao significativa do
tempo de congelamento em relacdo aos animais tratados com veiculo, sugerindo que o
agonismo sistémico do AxaR diminui a expressdo generalizada do comportamento de medo por
prejudicar a consolidagdo da memoria aversiva.

Quando os mesmos animais foram reexpostos em sessoes de teste 14 ¢ 15 dias depois,
o teste “t” de Student ndo revelou diferenga significativa no tempo de congelamento entre os
grupos frente exposicdo ao contexto pareado (#15 = 1,43; P = 0,17), mas revelou que que os
animais tratados com CGS 21680 (0,2 mg/kg) continuaram apresentando uma diminui¢ao
significativa do tempo de congelamento em relagdo aos animais tratados com veiculo durante

a exposicdo ao contexto nao pareado (15 = 2,80; P = 0,01), demonstrando uma diminui¢ao

persistente da expressao generalizada da resposta de medo, conforme ilustrado na Figura 14.



81

Figura 14 — A administracao sistémica de CGS 21680 (0,2 mg/kg) nao prejudica a
consolida¢ao da memoria aversiva e diminui a expressao generalizada da resposta de medo no
protocolo de intensidade forte de condicionamento de medo ao contexto.
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Legenda: (A) Esquema do desenho experimental utilizado. (B) Veiculo ou CGS 21680 (0,2 mg/kg) foram
administrados por via intraperitoneal (i.p.) imediatamente ap6s a sessdo de condicionamento de intensidade forte
(3 choques de 1,2 mA) no protocolo de condicionamento de medo ao contexto. Os valores sdo expressos como
média =+ EPM da porcentagem de tempo de congelamento mediante exposi¢cdo as sessdes de teste no contexto
pareado 1 ou 14 dias apds o condicionamento, ou as sessoes de teste no contexto ndo pareado 2 ou 15 dias apos o
condicionamento. * indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo tratado com veiculo (teste
“t” de Student para grupos independentes). ° representa os individuos do respectivo grupo.
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4.9 EXPERIMENTO 9 — A MODULACAO FARMACOLOGICA SISTEMICA DO AR
DURANTE A CONSOLIDACAO DA MEMORIA AVERSIVA E/OU A INTENSIDADE DO
PROTOCOLO DE CONDICIONAMENTO DE MEDO AO CONTEXTO NAO ALTERAM
OS NIVEIS DE BDNF NO CORTEX PRE-FRONTAL E NO HIPOCAMPO

Para a andlise dos niveis de BDNF no cortex pré-frontal durante a consolidagdo da
memoria aversiva, a ANOVA de uma via ndo mostrou efeito significativo da intensidade da
sessdo de condicionamento [F2, 12 = 2,96; P = 0,09; Média = EPM: Naive: 192,15 £+ 19,91%j;
Condicionamento intermediario + veiculo: 267,82 + 53,91%; Condicionamento forte + veiculo:
155,13 + 6,54%], bem como da manipulagdo farmacoldgica dos A2aR no protocolo de
intensidade intermediaria [F>, 12 = 0,41; P = 0,68; Média = EPM: Veiculo: 267,82 £+ 53,90%;
SCH 58261 (0,1 mg/kg): 214,24 + 19,65%; CGS 21680 (0,2 mg/kg): 257,59 + 79,29%]. O
mesmo foi observado para o hipocampo em relagao a intensidade da sessdo de condicionamento
(F2,12=0,72; P=0,51; Média +£ EPM: Naive: 203,68 £ 9,91%; Condicionamento intermediario
+ veiculo: 228,72 + 25,82%; Condicionamento forte + veiculo: 200,50 + 15,33%) e a
manipulacdo farmacoldgica do A2aR no protocolo de intensidade intermediaria [F>,12=0,16; P
=0,85; Média + EPM: Veiculo: 228,72 + 25,82%; SCH 58261 (0,1 mg/kg): 209,47 + 17,75%;
CGS 21680 (0,2 mg/kg): 245,10 £ 5,47%] conforme ilustrado na Figura 15. Assim, esses
resultados sugerem que ndo ha um envolvimento direto do BDNF, nesse tempo experimental,
com as alteragdes comportamentais observadas através da manipulacdo farmacoldgica
sistémica do A2aR, bem como da intensidade da sessd@o de condicionamento empregada em

nossas condi¢des experimentais.
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Figura 15 — A intensidade da sessdo de condicionamento no protocolo de condicionamento de
medo ao contexto e/ou a administragao sistémica de SCH 58261 (0,1 mg/kg) ou CGS 21680
(0,2 mg/kg) ndo alteram os niveis de BDNF no cortex pré-frontal ou hipocampo durante a
consolidagdo da memoria aversiva.
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Legenda: (A) Esquema do desenho experimental utilizado. (B) Os animais do grupo naive ndo foram submetidos
a qualquer sessdo experimental, nem receberam nenhum tratamento. Veiculo, SCH 58261 (0,1 mg/kg) ou CGS
21680 (0,05, 0,1 ou 0,2 mg/kg) foram administrados por via intraperitoneal (i.p.) imediatamente apos a sessdo de
condicionamento de intensidade intermediaria (3 choques de 0,7 mA) no protocolo de condicionamento de medo
ao contexto. Veiculo foi administrado por via intraperitoneal (i.p.) imediatamente apos a sessdao de
condicionamento de intensidade forte (3 choques de 1,2 mA) no protocolo de condicionamento de medo ao

contexto. Os valores sdo expressos como média £ EPM dos niveis de BDNF, em pg/mg de proteina, obtidos de
amostras de cortex pré-frontal e hipocampo coletadas 120 minutos ap6s o condicionamento. Os valores foram
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analisados através de ANOVA de uma via independentes para a intensidade da sessdo de condicionamento ou
manipulacdo farmacologica dos AzaR no protocolo de intensidade intermediaria. ° representa os individuos do
respectivo grupo.

4.10 EXPERIMENTO 10 — O PROTOCOLO DE CONDICIONAMENTO DE
INTENSIDADE INTERMEDIARIA NAO ALTERA A DISTRIBUICAO DO AR EM
SINAPSES GLUTAMATERGICAS OU GABAERGICAS DO CORTEX PRE-FRONTAL,
HIPOCAMPO DORSAL E HIPOCAMPO VENTRAL DURANTE A CONSOLIDACAO DA
MEMORIA AVERSIVA

Conforme ilustrado na Figura 16, no hipocampo dorsal, hipocampo ventral ou cortex
pré-frontal o teste “t” de Student ndo revelou uma diferenca significativa do condicionamento
na comarcag¢ao de AxaR com sinaptofisina (s = 1,81; P =0,13; Média = EPM: Naive: 33,14 +
2,68%; Condicionado: 27,22 + 0,86%; ts = 1,35; P = 0,22; Média £ EPM: Naive: 33,30 +
1,62%; Condicionado: 30,31 +1,50%; ts=0,68; P=0,52; Média + EPM: Naive: 31,62 +2,93%;
Condicionado: 29,23 + 2,11%, respectivamente), vVGLUT (# = 0,90; P = 0,40; Média + EPM:
Naive: 53,02 + 3,48%; Condicionado: 46,39 + 6,46%:; ts=0,31; P =0,76; Média = EPM: Naive:
63,33 £ 7,34%; Condicionado: 65,69 + 1,67%; ts =0,39; P=0,72; Média £ EPM: Naive: 63,66
+ 0,90%; Condicionado: 65,35 £ 3,63%, respectivamente) ou VGAT (ts = 1,41; P=0,22; Média
+ EPM: Naive: 21,58 + 1,10%; Condicionado: 27,63 + 4,89%; tc = 0,91; P = 0,40; Média +
EPM: Naive: 33,94 + 2,71%; Condicionado: 37,60 £ 1,16%; ts = 0,43; P =0,68; Média + EPM.:
Naive: 21,34 + 3,50%; Condicionado: 19,57 + 2,39%, respectivamente). Em conjunto, esses
dados sugerem que, em nossas condi¢cdes experimentais, o condicionamento ndo altera o
conteudo de AzaR em sinapses glutamatérgicas ou GABAérgicas durante a consolidacao da

memoria aversiva.
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Figura 16 — O protocolo de condicionamento de medo ao contexto de intensidade
intermedidria ndo altera o conteido de A>aR em sinapses glutamatérgicas ou GABAérgicas
durante a consolidagdo da memoria aversiva.
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Legenda: (A) Esquema do desenho experimental utilizado. (B) Os animais do grupo naive ndo foram expostos a
nenhuma sessdo experimental, e os animais do grupo condicionado foram expostos a sessdo de condicionamento
de intensidade intermediéria (3 choques de 0,7 mA) no protocolo de condicionamento de medo ao contexto. Os
valores sdo expressos como média = EPM da porcentagem de comarcagdo entre AaR e sinaptofisina, vGLUT ou
vGAT obtidas de amostras de hipocampo dorsal, hipocampo ventral e cortex pré-frontal coletadas 120 minutos
apo6s o condicionamento. ° representa os individuos do respectivo grupo.
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Figura 17 — Imagens representativas da comarcacao de A>aR com sinaptofisina, vVGLUT ou
vGAT em sinaptossomas de hipocampo dorsal, hipocampo ventral ou cortex pré-frontal de
amostras obtidas durante a consolida¢ao da memoria aversiva em um protocolo de
condicionamento de medo ao contexto de intensidade intermediaria.
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Legenda: Os animais do grupo naive nao foram expostos a nenhuma sessdo experimental (quadros A, C, E, G, I,
K, M, O e Q) e os animais do grupo condicionado foram expostos a sessdo de condicionamento de intensidade
intermediaria (3 choques de 0,7 mA) no protocolo de condicionamento de medo ao contexto (quadros B, D, F, H,
J, L, N, P e R). Imagens obtidas a partir da objetiva com aumento de 63 vezes.




87

4.11 EXPERIMENTO 11 — O ANTAGONISMO SISTEMICO DO AR E/OU O
PROTOCOLO DE CONDICIONAMENTO DE INTENSIDADE INTERMEDIARIA NAO
ALTERAM A FACILITACAO DA LIBERACAO DE NEUROTRANSMISSORES
INDUZIDA PELA ESTIMULACAO DE PULSO PAREADO NAS PORCOES DORSAL OU
VENTRAL DO HIPOCAMPO, MAS O ANTAGONISMO SISTEMICO DO AR
PREJUDICA ESSE MECANISMO NA AMIGDALA LATERAL

Na estimulacao por pulsos pareados com o intervalo entre os pulsos de 50 ms, o teste
“t” de Student para amostra Uinica demonstrou que a razao entre o segundo e o primeiro pulso
foi significativamente maior que 1 em todos os grupos experimentais no hipocampo dorsal,
conforme observado na Figura 18 [Contexto: to=17,48; P =< 0,0001; Contexto + SCH 58261
(0,1 mg/kg): ts=23,11; P =< 0,0001; Condicionamento + Veiculo: zg= 13,70, P = < 0,0001;
Condicionamento + SCH 58261 (0,1 mg/kg): ta= 7,83, P = 0,0014; Média + EPM: Contexto:
1,795 + 0,045; Contexto + SCH 58261 (0,1 mg/kg): 1,95 + 0,041; Condicionamento + Veiculo:
1,83 + 0,060; Condicionamento + SCH 58261 (0,1 mg/kg): 1,95 + 0,12]. Através da ANOVA
de duas vias ndo foi observada diferenga significativa entre os grupos para essa mesma razao
no hipocampo dorsal em relagdo ao fator condicionamento (F1,26 = 0,08; P = 0,78), ao fator
tratamento (F1,26 = 4,21; P = 0,05), ou na intera¢do entre ambos os fatores (F1,26 = 0,05; P =
0,82).

O teste “t” de Student para amostra unica também demonstrou que a razao entre o
segundo e o primeiro pulso foi significativamente maior que o 1 em todos os grupos
experimentais no hipocampo ventral [Contexto: to=7,47; P =<0,0001; Contexto + SCH 58261
(0,1 mg/kg): ts= 10,67; P = 0,0001; Condicionamento + Veiculo: 5= 10,25, P = < 0,0001;
Condicionamento + SCH 58261 (0,1 mg/kg): ts= 7,57, P = 0,0006; Média + EPM: Contexto:
1,51 + 0,068; Contexto + SCH 58261 (0,1 mg/kg): 1,40 + 0,04; Condicionamento + Veiculo:
1,52 £+ 0,05; Condicionamento + SCH 58261 (0,1 mg/kg): 1,42 £ 0,05]. Conforme observado
na Figura 18, a ANOVA de duas vias ndo revelou diferenca significativa entre os grupos para
essa mesma razao no hipocampo ventral em relagdo ao fator condicionamento (F1,27 = 0,08; P
=0,78), ao fator tratamento (1,27 = 3,10; P =0,09), ou na interagdo entre ambos os fatores (F1,
27 =0,00056; P = 0,98).

Em conjunto, esses dados sugerem que o antagonismo sist€émico do AaR ou o
protocolo de condicionamento de medo ao contexto ndo alteram a resposta frente a estimulagao

de pulso emparelhado tanto no hipocampo dorsal, quanto no hipocampo ventral, visto que todos
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0s grupos experimentais apresentaram uma facilitacio de pulso pareado (facilitagdo da
liberagdo de neurotransmissores) de magnitude semelhante.

Na amigdala lateral, para a estimulacao por pulsos pareados com o intervalo entre os
pulsos de 30 ms, o teste “t” de Student para amostra Gnica demonstrou que a razao entre o
segundo e o primeiro pulso foi significativamente maior que o 1 nos grupos Contexto (t7=2,81;
P =0,03; Média + EPM: 1,33 + 0,12) e Condicionamento + Veiculo (t8 = 7,82, P =< 0,0001;
Média + EPM: 1,47 + 0,06), mas nao nos grupos Contexto + SCH 58261 (0,1 mg/kg) (zs=0,17;
P =0,87; Média + EPM: 1,01 + 0,05) e Condicionamento + SCH 58261 (0,1 mg/kg) (= 2,06,
P = 0,09; Média + EPM: 1,23 + 0,11). A ANOVA de duas vias revelou uma diferenga
significativa em relag@o ao fator tratamento (F1,25 = 9,15; P = 0,006), mas ndo em relacdo ao
fator condicionamento (F1,25 = 3,89; P = 0,06) ou na interagdo entre os fatores (£1,25 = 0,23; P
= 0,64). Assim, esses resultados demonstram que o antagonismo sistémico do A>aR prejudica
a facilitacdo de pulso pareado (facilitagdo da liberacdo de neurotransmissores) na amigdala

lateral, independente do condicionamento de medo ao contexto.
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Figura 18 — O protocolo de condicionamento de medo ao contexto e/ou o antagonismo
sistémico dos A2aR induzem uma facilitagdo de pulso pareado em fatias de hipocampo dorsal
e ventral, enquanto o antagonismo sistémico dos A2aR prejudica a facilitagao de pulso
pareado em fatias de amigdala lateral.

A %
- i A\ A b
- = » N

: - fd I

Familiarizagcao Condicionamento Preparo das fatias Obtengio de registros

3 min 3x0,7 mA/3s eletrofisiologicos
B Hipocampo dorsal
2.5 *
E Or % % * ° ] Contexto
& o O Contexto + SCH 58261 0,1 mg/kg
o 2.0r o0 R o0 B Condicionamento + Veiculo
T g s o Il Condicionamento + SCH 58261 0,1 mg/kg
8% 15|
[+ =
m =
S e
E 2 1.0 + o [
6
-:_?: 0.5¢
2
0.0t
50 ms
c Hipocampo ventral D Amigdala lateral
= 2.5¢ = 25
& * &
o g.. o 2.0 *
© o
g% 2% 1d
&< S 15 o
28 32 =
E R E g 1.0t} o
35 15 [
g g o
a 2
0.0t
50 ms 30ms

Legenda: (A) Esquema do desenho experimental utilizado. Conforme o grupo experimental, os animais receberam
uma inje¢do i.p. de veiculo ou SCH 58261 (0,1 mg/kg) imediatamente apds exposi¢do ao contexto ou sessiao de
condicionamento de intensidade intermediaria (3 choques de 0,7 mA) no protocolo de condicionamento de medo
ao contexto. Os valores sdo expressos como média £ EPM da razo das respostas de pulsos emparelhados (segundo
pulso/primeiro pulso) obtidas em fatias de hipocampo dorsal (B), ventral (C) ou amigdala lateral (D) coletadas 120
minutos apds o condicionamento. * indica uma diferenca significativa (P < 0,05) do proprio grupo em relagdo ao
valor de 1 (teste “t” de Student para amostra Unica). ° representa os individuos do respectivo grupo.
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4.12 EXPERIMENTO 12 — O ANTAGONISMO SISTEMICO DO A;xR REVERTE O
PREJU{ZO DA POTENCIACAO DE LONGA DURACAO INDUZIDO PELO PROTOCOLO
DE CONDICIONAMENTO DE INTENSIDADE INTERMEDIARIA NO HIPOCAMPO
DORSAL

Quando analisado o valor médio dos 10 ultimos minutos apds a aplicagdo da
estimulacdo de alta frequéncia, a ANOVA de duas vias ndo revelou diferenga significativa entre
os grupos quanto a LTP no hipocampo dorsal em relacao ao fator condicionamento (F1,27 =
0,28; P =0,60), ao fator tratamento (F1,27 = 0,06; P = 0,82), ou na interagdo entre ambos 0s
fatores (F1,27=3,41; P=0,08). Entretanto, quando avaliada a magnitude da LTP no hipocampo
dorsal através do teste “t” de Student para amostra unica demonstrou uma diferenga significa
em relacdo ao valor de 100%, exceto no grupo que foi submetido ao protocolo de
condicionamento de intensidade intermediaria e recebeu a inje¢do i.p. de veiculo durante a
consolida¢do da memoria aversiva, conforme observado na Figura 19 [Contexto: to=3,93; P =
0,0035; Contexto + SCH 58261 (0,1 mg/kg): ts=3,01; P =0,03; Condicionamento + Veiculo:
t8=2,26, P =0,05; Condicionamento + SCH 58261 (0,1 mg/kg): ts=4,87, P=0,005; Média +
EPM: Contexto: 144,10 £ 11,23%; Contexto + SCH 58261 (0,1 mg/kg): 124,90 + 8,26%:;
Condicionamento + Veiculo: 128,30 £ 12,53%; Condicionamento + SCH 58261 (0,1 mg/kg):
153,30 £+ 10,94%]. Esses dados sugerem que o protocolo de condicionamento de intensidade
intermediaria induz um prejuizo na LTP em fatias do hipocampo dorsal obtidas durante a
consolidacdo da memoria aversiva, sendo este prejuizo revertido pelo antagonismo sistémico

do AzaR.
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Figura 19 — O protocolo de condicionamento de medo ao contexto induz um prejuizo na
potenciagdo de longa duracao (LTP) em fatias de hipocampo dorsal, que € revertido pelo
antagonismo sist€émico dos A2aR durante a consolidacdo da memdria aversiva.
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Legenda: (A) Esquema do desenho experimental utilizado. (B) Decurso temporal da LTP ao longo de 60 minutos
apos a aplicagdo da estimulagdo de alta frequéncia, indicada pela seta. Conforme o grupo experimental, os animais
receberam uma inje¢do i.p. de veiculo ou SCH 58261 (0,1 mg/kg) imediatamente apds exposi¢do ao contexto ou
sessdo de condicionamento de intensidade intermediaria (3 choques de 0,7 mA) no protocolo de condicionamento
de medo ao contexto. Os registros eletrofisiologicos foram obtidos de fatias de hipocampo dorsal coletadas 120
minutos apds a exposi¢ao ao contexto ou a sessdo de condicionamento, assim como apds o respectivo tratamento
farmacoldgico. Os valores sdo expressos como média = EPM da porcentagem da inclinagdo do potencial



92

excitatorio pos-sinaptico (PEPS) em relacéo ao basal. (C) Magnitude da LTP apds aplicagdo de estimulagdo de
alta frequéncia. Os valores sdo expressos como média + EPM da porcentagem da magnitude da LTP durante os 10
ultimos minutos apds a estimulacdo de alta frequéncia. * indica uma diferenca significativa (P < 0,05) do proprio
grupo em relagdo ao valor de 100% (teste “t” de Student para amostra unica). ° representa os individuos do
respectivo grupo.

Conforme ilustrado na Figura 20, em fatias de hipocampo ventral ndo foi observada
LTP apos estimulagdo de alta frequéncia em nenhum dos grupos analisados. A ANOVA de
duas vias nao revelou nenhuma diferenga significativa entre os grupos no valor da inclina¢ao
do PEPS relativo a média dos 10 ultimos minutos apds a aplicagdo do estimulo quanto ao fator
condicionamento (F1,29 = 0,35; P = 0,56), ao fator tratamento (F1,29 = 0,97; P = 0,33), ou na
interagdo entre ambos os fatores (F1,29 = 0,42; P = 0,52). Também, o teste “t” de Student para
amostra Unica ndo demonstrou nenhuma diferenga significa em relagdo ao valor de 100%,
[Contexto: t9 = 1,60; P = 0,14; Contexto + SCH 58261 (0,1 mg/kg): ts = 2,35; P = 0,06;
Condicionamento + Veiculo: t10= 0,14, P =0,89; Condicionamento + SCH 58261 (0,1 mg/kg):
ts= 1,47, P =0,20; Média = EPM: Contexto: 113,70 + 8,63%; Contexto + SCH 58261 (0,1
mg/kg): 112,30 £+ 5,66%; Condicionamento + Veiculo: 100,90 + 6,31%; Condicionamento +
SCH 58261 (0,1 mg/kg): 110,60 £ 7,24%]. Dessa maneira, esses resultados sugerem nem o
protocolo de condicionamento de intensidade intermedidria nem o antagonismo sistémico do
AzaR sd30 capazes de induzir uma alteragdo na plasticidade sinaptica (LTP) em fatias do

hipocampo ventral.
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Figura 20 — O protocolo de condicionamento de medo ao contexto e/ou o antagonismo
sistémico dos A2aR durante a consolidagdo da memoria aversiva ndo mantém a potenciacao
de longa duragdo (LTP) em fatias de hipocampo ventral.
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Legenda: (A) Esquema do desenho experimental utilizado. (B) Decurso temporal da LTP ao longo de 60 minutos
apos a aplicagdo da estimulagdo de alta frequéncia, indicada pela seta. Conforme o grupo experimental, os animais
receberam uma inje¢do i.p. de veiculo ou SCH 58261 (0,1 mg/kg) imediatamente apds exposi¢do ao contexto ou
sessdo de condicionamento de intensidade intermediaria (3 choques de 0,7 mA) no protocolo de condicionamento
de medo ao contexto. Os registros eletrofisiologicos foram obtidos de fatias de hipocampo dorsal coletadas 120
minutos apds a exposicdo ao contexto ou a sessdo de condicionamento, assim como apos o respectivo tratamento
farmacoldgico. Os valores sdo expressos como média =+ EPM da porcentagem da inclinagdo do potencial
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excitatorio pos-sinaptico (PEPS) em relacéo ao basal. (C) Magnitude da LTP apds aplicagdo de estimulagdo de
alta frequéncia. Os valores sdo expressos como média £ EPM da porcentagem da magnitude da LTP durante os 10
ultimos minutos apds a estimulagdo de alta frequéncia. ° representa os individuos do respectivo grupo.

Ainda, quando analisado o valor médio dos 10 ultimos minutos apds a aplicacao da
estimulacdo de alta frequéncia em fatias da amigdala lateral, conforme ilustrado na Figura 21,
o teste “t” de Student para amostra inica demonstrou uma diferenca significa em relagdo ao
valor de 100% para todos os grupos experimentais [Contexto: 5= 4,00; P = 0,01; Contexto +
SCH 58261 (0,1 mg/kg): ta= 6,44; P = 0,0030; Condicionamento + Veiculo: ts = 4,31, P =
0,0050; Condicionamento + SCH 58261 (0,1 mg/kg): ¢ts= 7,74, P = 0,0006; Média = EPM:
Contexto: 146,1 + 11,52%; Contexto + SCH 58261 (0,1 mg/kg): 127,8 + 4,32%;
Condicionamento + Veiculo: 139,7 + 9,21%; Condicionamento + SCH 58261 (0,1 mg/kg):
172,1 £9,32%)]. A ANOVA de duas vias nao revelou diferenga significativa entre os grupos
em relagdo ao fator condicionamento (F1,20 = 4,05; P = 0,58) ou ao fator tratamento (1,20 =
0,56; P = 0,46), mas sim na interagdo entre ambos os fatores (F1,20 = 7,21; P = 0,01). O teste
post-hoc de Newman-Keuls revelou que o aumento da magnitude da LTP foi maior nos animais
condicionados e tratados com o antagonista seletivo do A2aR em relagdo aos animais ndo
condicionados e que receberam o mesmo tratamento farmacolégico (P = 0,02), sugerindo uma

alteracdo na plasticidade sinaptica nessas condigdes experimentais.
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Figura 21 — O antagonismo sist€émico dos A>aR durante a consolidacdo da memoria aversiva
altera a magnitude da potenciagdo de longa duragao (LTP) em fatias de hipocampo ventral.
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Legenda: (A) Esquema do desenho experimental utilizado. (B) Decurso temporal da LTP ao longo de 60 minutos
apos a aplicacdo da estimulagdo de alta frequéncia, indicada pela seta. Conforme o grupo experimental, os animais
receberam uma inje¢ao i.p. de veiculo ou SCH 58261 (0,1 mg/kg) imediatamente apos exposicao ao contexto ou
sessdo de condicionamento de intensidade intermediaria (3 choques de 0,7 mA) no protocolo de condicionamento
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de medo ao contexto. Os registros eletrofisiologicos foram obtidos de fatias de amigdala lateral coletadas 120
minutos apds a exposi¢do ao contexto ou a sessdo de condicionamento, assim como apos o respectivo tratamento
farmacoldgico. Os valores sdo expressos como média + EPM da porcentagem da inclinag@o da resposta de pico da
populacao neuronal (PS) em relacdo ao basal. (C) Magnitude da LTP apods aplicagdo de estimulacdo de alta
frequéncia. Os valores sdo expressos como média = EPM da porcentagem da magnitude da LTP durante os 10
ultimos minutos apds a estimulacdo de alta frequéncia. * indica uma diferenca significativa (P < 0,05) do proprio
grupo em relagdo ao valor de 100% (teste “t” de Student para amostra tinica). * indica uma diferenca significativa
(P <0,05) em relacdo ao grupo Contexto + SCH 58261 0,1 mg/kg (ANOVA de duas vias seguida de teste post-
hoc de Newman-Keuls). ° representa os individuos do respectivo grupo.

4.13 EXPERIMENTO 13 — O ANTAGONISMO DO AzaR NO HIPOCAMPO DORSAL
POTENCIALIZA A CONSOLIDACAO DA MEMORIA AVERSIVA E PROMOVE
AUMENTO DA EXPRESSAO GENERALIZADA DA RESPOSTA DE MEDO EM UM
PROTOCOLO DE INTENSIDADE INTERMEDIARIA, MAS NAO SUSTENTA ESSES

EFEITOS AO LONGO DO TEMPO

A ANOVA de uma via revelou efeito significativo do tratamento durante a sessao de
teste no contexto pareado 1 dia apds o condicionamento (F3,30= 5,68; P =0,0033). Conforme
demonstrado na Figura 22, o teste post-hoc de Newman-Keuls revelou que quando reexpostos
ao contexto previamente pareado com os choques nas patas, todos os grupos tratados com o
antagonista seletivo do A>aR apresentaram valores mais elevados de tempo de congelamento
em relagdo ao grupo tratado com veiculo [SCH 58261 (6 ng): P= 0,009; SCH 58261 (12 ng):
P=10,009; SCH 58261 (24 ng): P=0,01; Média + EPM: Veiculo: 64,51 = 10,15%; SCH 58261
(6 ng): 89,03 + 2,73%; SCH 58261 (12 ng): 91,05 + 0,95%; SCH 58261 (24 ng): 92,57 +
2,30%]. Durante a sessdo de teste no contexto ndo pareado 2 dias ap6s o condicionamento, a
ANOVA de uma via revelou um efeito significativo do tratamento no tempo de congelamento
(F3,30 = 3,13; P =0,04). O teste post-hoc de Newman-Keuls revelou que os animais tratados
com 24 ng de SCH 58261 apresentaram aumento significativo do tempo de congelamento em
relagdo aos animais tratados com veiculo [P = 0,02; Média = EPM: Veiculo: 47,10 £+ 7,92%;
SCH 58261 (6 ng): 51,53 + 6,20%; SCH 58261 (12 ng): 53,95 + 5,75%; SCH 58261 (24 ng):
73,61 £ 5,64%], conforme ilustrado na Figura 22. Em conjunto, esses resultados demonstram
que o antagonismo dos AxaR no hipocampo dorsal ¢ suficiente para potencializar a
consolidacdo da memoria aversiva e induzir um aumento da expressao generalizada da resposta
de medo em um protocolo de condicionamento de intensidade intermedidria.

Quando os mesmos animais foram reexpostos ao contexto pareado e nao pareado 14 e
15 dias depois, respectivamente, o mesmo padrdo de resposta comportamental nido foi
observado. A ANOVA de uma via ndo demonstrou efeito significativo do tratamento durante a

sessdo de teste no contexto pareado [F3,30 = 0,84; P = 0,48; Média = EPM: Veiculo: 65,49 +
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8,31%; SCH 58261 (6 ng): 70,63 + 6,35%; SCH 58261 (12 ng): 73,46 + 6,00%; SCH 58261
(24 ng): 80,83 £+ 6,60%], nem durante a sessdo de teste no contexto ndo pareado [F3,30 = 0,26;
P =0,86; Média + EPM: Veiculo: 58,40 + 8,19%; SCH 58261 (6 ng): 50,76 + 9,01%; SCH
58261 (12 ng): 58,09 + 8,85%; SCH 58261 (24 ng): 62,02 + 10,22%], conforme ilustrado na
Figura 22. Esses resultados demonstram que o antagonismo do A2aR no hipocampo dorsal nao
¢ suficiente para sustentar as alteracdes comportamentais relacionadas manifestadas frente a

evocagao da memoria aversiva ao longo do tempo.
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Figura 22 — A administracdo de SCH 58261 no hipocampo dorsal potencializa a consolidagao
da memoria aversiva e induz o aumento da expressao generalizada da resposta de medo no
protocolo de intensidade intermediaria de condicionamento de medo ao contexto, mas nao

sustenta esses efeitos ao longo do tempo.
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Legenda: (A) Esquema do desenho experimental utilizado. (B) Veiculo ou SCH 58261 (6, 12 ou 24 ng) foram
administrados através de canulas-guia direcionadas para o hipocampo dorsal imediatamente apds a sessdo de
condicionamento de intensidade intermediaria (3 choques de 0,9 mA) no protocolo de condicionamento de medo
ao contexto. Os valores sdo expressos como média + EPM da porcentagem de tempo de congelamento mediante
exposi¢do as sessdes de teste no contexto pareado 1 ou 14 dias apés o condicionamento, ou no contexto nio
pareado 2 ou 15 dias apos o condicionamento. * indica uma diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo
tratado com veiculo (ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls). ° representa os
individuos do respectivo grupo.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo investigamos a participagdo do A2aR na consolidagdo de uma memoria
aversiva e a influéncia desta modulagdo na posterior expressao generalizada de respostas
defensivas condicionadas ao contexto. Os principais resultados obtidos através dos
experimentos realizados demonstram que, em ratos Wistar:

i) a administracdo sist€émica de um antagonista seletivo do A2aR durante a
consolidagao da memoria aversiva resulta, nos dias subsequentes, no aumento sustentado do
tempo de congelamento nos contextos pareado e novo, sugerindo que tal manipulacao
farmacoldgica favorece o armazenamento da memoria aversiva condicionada ao contexto e
induz um aumento da expressao generalizada de resposta de medo;

ii) a administragdo sistémica de um agonista seletivo do A2aR durante a consolidagao
da memoria aversiva reduz o tempo de congelamento nos contextos pareado € novo nos dias
subsequentes, sugerindo um prejuizo no armazenamento desta memdria;

iii) as alteragdes comportamentais observadas em decorréncia da administragdo
sistémica do antagonista seletivo do A>aR durante a consolidagdo da memoria aversiva nao
dependem da ordem de exposi¢do aos contextos pareado e novo, bem como nio estdo
relacionadas a sensibilizagdo inespecifica das respostas defensivas;

iv) 0 antagonismo sistémico do A>aR durante a consolidagdo da memoria aversiva ndo
resulta em posterior resisténcia a extingdo desta memoria, nem altera os niveis de BDNF no
cortex pré-frontal e no hipocampo;

v) o antagonismo sistémico do A>aR durante a consolidagdao da memoria aversiva
prejudica a facilitagdo da liberagdo de neurotransmissores induzida pela estimulacao de pulso
pareado em fatias de amigdala lateral, mas ndo em fatias das porgdes dorsal ou ventral do
hipocampo;

vi) em fatias de hipocampo dorsal, o protocolo de condicionamento per se induz um
prejuizo na LTP, sendo esse efeito revertido pelo antagonismo sistémico do A2aR;

vii) durante a consolidacdo da memoria aversiva, o antagonismo do A2aR apenas no
hipocampo dorsal também induz o aumento sustentado do tempo de congelamento nos
contextos pareado e novo nos dias subsequentes, ou seja, ¢ suficiente para favorecer o
armazenamento da memoria aversiva condicionada ao contexto e induzir um aumento da
expressao generalizada de resposta de medo.

Estes achados vao ao encontro a outros estudos que investigaram o papel da adenosina

e do A»aR na modulagao de diferentes tipos de memorias aversivas de carater associativo.
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Winsky e Harvey (1986) demonstraram que a injecdo de 5 pmol/kg de N6-(L- fenilisopropil)
adenosina (L-PIA), um analogo da adenosina, 15 minutos antes da exposi¢do de coelhos em
uma sessao de condicionamento aversivo, reduz significativamente a manifestagao de respostas
condicionadas apés a apresentacdo do som ou da luz previamente emparelhados com o estimulo
nao-condicionado (um choque na pele sobre a regido paraorbital da cabeca). Além disso, os
efeitos comportamentais resultantes da administracdo de 5 pmol/kg de L-PIA em coelhos foram
completamente antagonizados pela administragdo prévia dos antagonistas nao seletivos
teofilina (200 pumol/kg) e cafeina (300 umol/kg), sugerindo o envolvimento direto dos
receptores adenosinérgicos (WINSKY; HARVEY, 1987). Em concordancia com esses
resultados, uma unica administragdo de L-PIA (0,01 mg/kg) ou propentofilina (3 mg/kg) (um
inibidor da captacdo de adenosina) em camundongos imediatamente antes da sessdo de
condicionamento aversivo também reduziu significativamente o comportamento de esquiva em
um protocolo de esquiva inibitéria do tipo claro-escuro (HARAGUCHI; KURIBARA, 1991).
Em conjunto, esses resultados foram os primeiros a sugerir que a ativagdo dos receptores
adenosinérgicos acarreta na redu¢do de respostas comportamentais condicionadas a estimulos
aversivos em diferentes espécies, provavelmente através da interferéncia na aquisi¢do e/ou
consolida¢dao das memdrias aversivas associativas.

Ao longo das ultimas décadas, a cafeina (antagonista ndo seletivo dos receptores
adenosinérgicos Aj e Axa) vem sendo empregada como ferramenta farmacologica em diferentes
protocolos de condicionamento aversivo, em trabalhos que buscam comprovar a participagdo
dos receptores adenosinérgicos nas diferentes fases de processamento de memorias aversivas
associativas. Ja foi demonstrado que administragdo de cafeina influencia a aquisicao e a
consolidagdo de memorias aversivas associativas de maneira dependente da dose. Enquanto
baixas doses de cafeina (1 e 2 mg/kg, i.p.) administradas em ratos 45 minutos antes da sessao
de condicionamento nao interferiram com a retengdo da memoria aversiva em uma tarefa de
esquiva inibitéria, uma dose alta (20 mg/kg, i.p.) reduziu significativamente o comportamento
de esquiva em uma sessao de teste realizada 24 horas depois, sugerindo um comprometimento
da aquisi¢do ou consolidacao desta memoria (DALL'OLIO et al., 1978). Posteriormente, efeitos
semelhantes foram descritos em tarefas de condicionamento de esquiva em camundongos e
ratos, onde a administragdo i.p. de cafeina (10, 20 ou 120 mg/kg) 15 ou 30 minutos antes da
sessdo de condicionamento acarretou em um prejuizo na retencdo da memoria aversiva
associativa (SHEN et al., 1990; SANSONE; BATTAGLIA; CASTELLANO, 1994; SANDAY
etal., 2013). Em concordancia com estes estudos, também foi demonstrado que a administracao

1.p. de cafeina (10, 20 ou 30 mg/kg) 15 minutos antes da sessdo de condicionamento auditivo
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prejudica a retengd@o da memoria aversiva associativa em ratos, observada através da diminui¢ao
da resposta de congelamento frente exposi¢ao ao contexto ou a0 som 24 ou 48 horas mais tarde,
respectivamente (CORODIMAS et al., 2000).

Adicionalmente, alguns trabalhos ja demonstraram que o antagonismo dos receptores
adenosinérgicos pela cafeina parece influenciar de maneira distinta a aquisi¢do e a consolidacao
de memorias aversivas associativas em roedores, ja que efeitos comportamentais opostos t€ém
sido observados quando esta droga ¢ administrada antes ou depois da sessao de
condicionamento. Cestari e Castellano (1996) demonstraram que doses baixas de cafeina (0,25,
0,5 e 1 mg/kg) administradas por via i.p. imediatamente ap6s a sessdo de condicionamento em
um protocolo de esquiva inibitéria do tipo claro-escuro facilita a consolidagdo da memoria
aversiva em camundongos, conforme observado através do aumento do tempo de laténcia para
entrada no compartimento escuro (previamente associado com choques nas patas) na sessao de
teste realizada 24 horas mais tarde (CESTARI; CASTELLANO, 1996).

Corroborando esses achados, ja foi demonstrado que a administragdo i.p. de diferentes
doses de cafeina (entre 1 a 100 mg/kg) 30 minutos antes da sessdo de condicionamento em um
protocolo de tarefa de condicionamento de esquiva inibitoria diminui a retengao da memoria
aversiva associativa em camundongos, enquanto a administragdo imediatamente apos o
condicionamento ou 30 minutos antes do teste realizado 48 horas mais tarde aumenta a retengao
da memoria aversiva associativa (ANGELUCCI et al., 1999). Ainda, em protocolos de medo
condicionado ao som ou ao contexto, a administracdo i.p. de cafeina (30 mg/kg) em
camundongos 10 minutos antes da sessdo de condicionamento resultou em uma posterior
redugdo significativa da resposta de congelamento na sessao de teste, sugerindo o prejuizo na
retencdo da memdaria aversiva neste tipo de protocolo (DUBROQUA et al., 2015).

Em ratos, a administragdo i.p. de cafeina (0,3 mg/kg) imediatamente apds a sessao de
condicionamento em um protocolo de esquiva inibitdria, mas nao 180 minutos depois, facilitou
a retencdo de memoaria aversiva e promoveu o aumento da laténcia para descer da plataforma
quando os animais foram expostos a sessao de teste 24 horas depois (KOPF et al., 1999). Por
outro lado, a administragdo cronica de cafeina (solu¢ao de 1 mg/mL disponibilizada na caixa-
moradia por 30 dias) aparentemente nao interfere na retencdo da memoria de curto ou longo
prazo em ratos jovens (3 meses de idade), mas reverte o prejuizo cognitivo observado em ratos
de meia idade (12 meses), conforme demonstrado em um protocolo de esquiva inibitoria
(SALLABERRY et al., 2013). Em conjunto, esses resultados demonstram que a administragao
aguda de cafeina influencia de maneira oposta e dose-dependente a aquisi¢do e a consolidagao

de memorias aversivas associativas, sugerindo uma dindmica temporal complexa do
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recrutamento dos receptores adenosinérgicos, e evidenciando a necessidade de um melhor
entendimento acerca da participagdo de subtipos especificos de receptores adnosinérgicos em
momentos distintos do processamento de memorias aversivas associativas.

Nesse sentido, através da utilizagdo de agonistas e antagonistas mais seletivos, muitos
estudos investigaram os efeitos dos receptores adenosinérgicos Ai (A1R) na manutencdo de
memorias aversivas associativas (NORMILE; BARRACO, 1991; NORMILE et al., 1994;
ZARRINDAST; SHAFAGHI, 1994; CORODIMAS; TOMITA, 2001; TABATA et al., 2001;
PEREIRA et al. al., 2002). Normile e Barraco (1991) avaliaram os efeitos da administracao de
No6-ciclopentiladenosina (CPA), um agonista seletivo dos AjR, em ratos submetidos a um
protocolo de supressdo condicionada. Nesse protocolo, ratos sob reten¢do hidrica sdo
condicionados a associar o ato de lamber o bebedouro de 4gua com choques nas patas, de forma
a suprimir essa resposta. A retencdo da memoria aversiva associativa foi medida como a
supressao do consumo de agua (laténcia para beber) em uma sessdo de teste 48 h apds o
condicionamento. A administragdo i.p. de 0,15 a 2,25 pmol/kg de CPA 30 minutos antes do
condicionamento reduziu a laténcia da resposta, ou seja, reduziu a retencdo da memoria
aversiva. Ainda, o efeito do CPA na reten¢do da memdria foi bloqueado pelo pré-tratamento
pela via i.p. com o antagonista seletivo dos AR, 8-ciclopentil-1,3-dipropilxantina (DPCPX; 15
umol/kg), enquanto que a administracdo do DPCPX por si s6 ndo teve efeito no desempenho
da retengdo (NORMILE; BARRACO, 1991).

A administragdo i.p. de CPA (0,8 ou 1,6 mg/kg) 30 minutos antes do condicionamento
na tarefa de esquiva inibitdria também se mostrou capaz de reduzir a resposta de laténcia para
descida da plataforma no teste de retengdo realizado 24 horas depois. A administragdo i.p.
prévia de DPCPX (3 mg/kg) preveniu o efeito do CPA (TABATA et al., 2001). Além disso, a
ativagdo dos AiR por CPA (1 mg/kg) 30 minutos antes do condicionamento aversivo ao
contexto reduziu significativamente a resposta de congelamento em ratos (CORODIMAS;
TOMITA, 2001). Considerando esses achados, tem sido aceito que a ativagdo dos AR
prejudica a aquisi¢do e, consequentemente, a retengdo de memorias aversivas associativas,
enquanto que o antagonismo seletivo deste receptor per se, a0 menos com a droga e dose
testadas, ndo promove nenhum efeito significativo.

Em contraste com os dados citados anteriormente, Kopf e colaboradores (1999)
demonstraram que o bloqueio farmacoldgico da dos AR em camundongos através da
administracdo i.p. do antagonista seletivo DPCPX nas doses de 0,1, 0,3, 1,0 ou 3,0 mg/kg,
imediatamente ou 180 minutos apods a sessdo de condicionamento, nao afetou a consolidagao

da memoria aversiva associativa em um protocolo de esquiva inibitoria. Enquanto isso, foi
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demonstrado no mesmo estudo que a administragdo i.p. de 0,3 mg/kg de cafeina ou de 0,3 mg/kg
de SCH 58261 (antagonista seletivo do A2aR) imediatamente mas ndo 180 minutos apos o
condicionamento, aumentou a expressao da resposta condicionada avaliada 24 horas mais tarde,
ou seja, facilitou a consolidagao da memoria aversiva (KOPF et al., 1999). Assim, esses dados
sugeriam que o A2aR, mas ndo os AR, estaria envolvido na consolidagdo de memoria aversivas
associativas.

Em relagao ao efeito da manipulagado seletiva do A>aR na aquisi¢do e consolidacao de
memorias aversivas associativas, existem poucos estudos e os resultados ainda sao um tanto
controversos. Ja foi demonstrado que a ativagdo farmacologica do A>aR em camundongos 30
minutos antes da sessdo de condicionamento através da inje¢do i.p. do agonista seletivo CV-
1808 (0,25, 0,5, 1 ou 2 mg/kg) prejudicou a aquisi¢do da memoria em um protocolo de esquiva
inibitéria do tipo claro-escuro, mas ndo promoveu efeitos significativos quando realizada
imediatamente ap6s a aquisicao ou 30 minutos antes da sessdo de retencdo realizada 24 horas
mais tarde (KIM; RYU, 2008). Adicionalmente, a administragdo i.p. de 0,1 mg/kg de outro
agonista seletivo do A2aR (CGS 21680), 60 minutos antes da sessdo de condicionamento,
prejudicou a aquisi¢do da memdria aversiva em um protocolo de esquiva inibitoria, efeito
prevenido pela administragdo prévia de 0,5 mg/kg do antagonista seletivo do AxaR SCH 58261
(PAGNUSSAT et al.,, 2015). Dessa forma, em oposicdo ao demonstrado por Kopf e
colaboradores (1999), esses dados sugeriam que a ativacao farmacologica do A2aR prejudica a
aquisi¢do, mas ndo a consolidacdo de memorias aversivas nas condi¢des experimentais testadas.

Curiosamente, o papel do AxaR na consolidacdo de memdrias aversivas associativas
permaneceu pouco explorado ao longo das ultimas duas décadas. Recentemente, Wei e
colaboradores (2014) demonstraram que o A2aR localizados no estriado ou em outras regides
encefélicas poderiam exercer um papel oposto sobre a formagdo de memorias aversivas, o que
poderia justificar as inconsisténcias observadas nos estudos que utilizaram a manipulagao
farmacologica sistémica deste receptor. Através da utilizagdo de protocolos de medo
condicionado ao som e camundongos com nocaute do gene ADORA2A (responsavel pela
expressdao do AxaR), eles relataram que enquanto a redugdo da expressdo do AxaR apenas no
estriado resultava em um aumento da resposta de congelamento nas sessdes de teste, os animais
com a expressao do A2aR reduzida em todo o encéfalo apresentavam uma diminui¢do
significativa desta resposta condicionada. Assim, a ativacdo seletiva do AzaR estriatais
prejudicou, enquanto a ativagdo do AsaR extraestriatais facilitou a retencdo da memoria
aversiva condicionada ao som (Wei et al., 2014). Entretanto, devido a utilizagdo de

camundongos nocaute do gene ADORA2A, através deste trabalho nao foi possivel elucidar se
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os efeitos sobre a retencdo da memoria resultam de uma interferéncia na aquisi¢do ou
consolida¢do da memoria aversiva associativa, ou ainda em ambas as fases.

Mais recentemente, Simoes e colaboradores (2016) demonstraram o envolvimento do
AxaR da amigdala na retengdo de uma memoria de medo condicionada ao som. Neste trabalho,
foi observado que a administragdo i.p. repetida de cafeina ou de SCH 58261 durante 10 dias,
bem como a supressdo da expressdo do AaR da amigdala através da utilizacdo de vetores
lentivirais, promovem uma reducao significativa tanto da resposta de congelamento quanto da
plasticidade sinaptica (LTP) na amigdala lateral. Embora ja esteja bem estabelecido na literatura
que a amigdala lateral ¢ uma estrutura encefalica de grande importancia para a consolidagdo de
memorias aversivas associativas (GROSSO et al.,, 2018), as ferramentas experimentais
utilizadas para reduzir a ativagdo dos A2aR neste trabalho ndo permitem afirmar, de fato, o
envolvimento do A2aR da amigdala na consolidacdo de uma memoria de medo condicionada
ao som, uma vez que nao foram aplicadas unicamente ap6s a sessdo de condicionamento.

Em resumo, embora até o presente momento existissem evidéncias apontando para a
participacdo da adenosina na consolidacdo de memorias de carater emocional aversivo, bem
como para o envolvimento da ativagao do A»aR neste efeito, as variagdes nos protocolos
utilizados dificultam a compreensdo da real influéncia dessa via de neuromodulacdo no
processamento de memorias de medo. Além do momento em que foram realizadas as
manipulacdes na atividade do A2aR (antes ou depois da sessdo de condicionamento), sabe-se
que mecanismos e regides encefalicas distintos podem ser recrutados para a consolidagdo de
uma memoria aversiva em diferentes protocolos de condicionamento (como condicionamento
ao contexto, a0 som, esquiva inibitdria passiva ou ativa, entre outros) (ADOLPHS, 2013).

Além disso, a intensidade do protocolo de condicionamento pode influenciar de
maneira significativa no padrdo de respostas comportamentais e alteragdes bioquimicas
observadas, muitas vezes inviabilizando a comparacao entre resultados (BALDI; LORENZINI;
BUCHERELLLI, 2004; MALDONADO; MARTIJENA; MOLINA, 2011). Adicionalmente, em
relagdo a formacdo de memorias aversivas ditas como “disfuncionais”, possivelmente os
mecanismos neurobioldgicos subjacentes ndo sejam analogos aos de uma memdoria aversiva
“normal” ou “adaptativa”, visto que apenas uma parcela dos individuos expostos a eventos
traumaticos de grande severidade manifesta respostas condicionadas de maneira exacerbada
(DESMEDT; MARIGHETTO; PIAZZA, 2015). Nesse contexto, ja foram sugeridos critérios
que deveriam ser levados em consideragdo para que um modelo animal permitisse a
investigagdo dos mecanismos envolvidos na modulagdo de memorias aversivas traumaticas,

como aquelas relacionadas ao TEPT em humanos, sendo que dentre eles destacam-se a
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capacidade do agente estressor induzir respostas bioldgicas e comportamentais relacionadas ao
TEPT, de maneira intensidade-dependente e persistente ao longo do tempo, € que apreseneam
variabilidade individual (YEHUDA; ANTELMAN, 1993; WHITAKER; GILPIN;
EDWARDS, 2014).

Assim, a partir destes resultados obtidos no presente trabalho demonstramos que a
ativacao sistémica do A2aR durante a consolidacdo de uma memoria aversiva condicionada ao
contexto ¢ um dos eventos moleculares envolvidos na manutencdo da intensidade e
especificidade com que esta memoria serd armazenada, e que o bloqueio farmacologico deste
receptor leva a consolidacdo de uma memdria aversiva robusta e de maior relevancia emocional.
A administragdo do SCH 58261 (antagonista seletivo do A2aR) na dose de 0,1 mg/kg por via
1.p., imediatamente apos a sessao de condicionamento de um protocolo de intensidade fraca,
induziu aumento da resposta comportamental de congelamento quando os animais foram
reexpostos ao contexto pareado um dia depois. Quando o mesmo antagonista foi administrado
imediatamente ap6s a sessdo de condicionamento de um protocolo de intensidade intermediaria
(na mesma dose ¢ via de administracao), por sua vez, observamos aumento da expressao
generalizada da resposta de congelamento. Por outro lado, apds a administracao por via i.p. de
0,2 mg/kg de CGS 21680 (agonista seletivo do A2aR) imediatamente apos a sessdo de
condicionamento foram observados efeitos opostos. A administracdo do agonista apds a sessao
de condicionamento no protocolo de intensidade intermediaria reduziu de maneira significativa
a resposta de congelamento frente reexposi¢do ao contexto pareado um dia depois, enquanto
que a administracdo apds a sessdo de condicionamento no protocolo de intensidade forte
reduziu também a expressdo generalizada da resposta de congelamento no contexto novo.

A resposta de congelamento ¢ um parametro comportamental utilizado para avaliar o
grau de aversividade que os animais atribuem aos contextos pareado e novo apds protocolos de
condicionamento de medo ao contexto. Conforme j& descrito na anteriormente (BALDI;
LORENZINI; BUCHERELLI, 2004; MALDONADO; MARTIJENA; MOLINA, 2011), as
diferencas na intensidade, nimero, duracao e intervalo dos estimulos aversivos utilizados nestes
protocolos, influenciam na relevancia, duragdo e especificidade da memoria associada a este
evento. Protocolos de intensidade fraca resultam na manifestagdo de baixos niveis de resposta
de congelamento quando os animais sao reexpostos ao contexto pareado ou expostos a um
contexto novo, e sdo uteis quando se busca avaliar o efeito facilitatorio de uma estratégia
comportamental ou farmacoldgica sobre a formacdo de uma memoria aversiva. Por outro lado,
protocolos de intensidade intermediaria a forte resultam na manifestagdo de niveis maximos

(teto) da resposta de congelamento quando os animais sdo reexpostos ao contexto pareado, bem
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como podem desencadear (per se ou apds manipulacdes comportamentais ou farmacologicas)
aumento da resposta de congelamento quando os animais sdo expostos a um contexto novo, ou
seja, induzir a expressao generalizada de medo (GAZARINI et al., 2013; 2014).

Dessa forma, indo ao encontro as evidéncias que sugerem a ativacdo endogena do
AzaR frente estimulacdo neuronal de alta frequéncia (PINTO-DUARTE et al., 2005; CUNHA,
2008), os resultados comportamentais observados no presente trabalho sugerem que a ativacao
do AzaR pode ser um dos mecanismos fisioldgicos envolvidos na regulagao da relevancia
emocional atribuida a uma memoria aversiva durante a sua consolida¢do, bem como
corroboram resultados de estudos prévios que demonstram a relagdo entre a potencializagdo da
consolida¢dao de uma memoria aversiva com a posterior generalizagdo da expressao de respostas
de medo condicionado (BALDI; LORENZINI; BUCHERELLI, 2004; BUSTOS et al., 2010).
Além disso, os resultados do presente estudo vdo ao encontro do proposto por Li e
colaboradores, que observaram um prejuizo na memoria de reconhecimento espacial apos
aumento da sinalizagdo intracelular dependente da ativagdo do AzaR (LI et al., 2015).

Nestes estudos realizados em roedores, a indu¢do farmacoldgica de hiperatividade
adrenérgica ou aumento dos niveis de corticosterona durante a consolidacdo de memorias
aversiva (como observado frente exposicao situagdes estressoras) levou a expressao de niveis
maximos de congelamento no contexto pareado ¢ aumento da expressdo generalizada de
comportamento de medo no contexto ndo-pareado (KAOUANE et al., 2012; GAZARINI et al.,
2014), sugerindo que ¢ necessario um reforco do aprendizado para a indugdo dessa
caracteristica comportamental. Sendo assim, nossos resultados demonstram pela primeira vez
na literatura a relacdo entre a modulacdo farmacoldgica do AxaR, a potencializacdo da
consolidagdo de uma memoria aversiva condicionada ao contexto € o aumento da expressao
generalizada de respostas de medo.

Outro ponto relevante ¢ a dinamica temporal em que ocorre a consolidagdo de
memorias aversivas, bem como a sua influéncia na generalizagao do medo, que também tem
sido alvo de investigagdo nas ultimas décadas. Achados experimentais demonstraram que a
apresentagdo de agentes interferentes logo apds o aprendizado prejudicava a formagao de uma
memoria, enquanto a apresentacdo tardia do mesmo tratamento era ineficaz. Assim, foi
introduzida na literatura cientifica a ideia de que a estabilizagdo de uma nova informagao e o
seu armazenamento como uma memoria de longa duracdo estaria restrita a um periodo de
poucas horas apds a aquisi¢do, e que ndo excedia um maximo de 6 horas (DUDAI, 2004).
Entretanto, trabalhos mais recentes vém demonstrando que a janela temporal necessaria para a

consolidagdo das memorias ¢ muito varidvel e pode, sim, diferir desse periodo de 6 horas apds
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a aquisi¢do, o que depende diretamente das condi¢cdes experimentais. Por exemplo, existem
trabalhos demonstrando que ondas de sintese proteica tardias (12 horas apds a aquisicao, por
exemplo) estdo relacionadas com a persisténcia das memorias, sendo que quando interferentes
sao administrados durante esse periodo, nenhum efeito a nivel comportamental ¢ observado
quando a memoria € evocada 1 dia apds o condicionamento, mas sim quando ¢ evocada depois
de 7 dias (NAKAYAMA et al., 2015).

Por outro lado, Casagrande e colaboradores (2018) demonstraram recentemente que
tanto o aumento da intensidade dos choques quanto a pré-exposi¢ao ao contexto a ser pareado
aceleram a janela de consolidacdo, e sugeriram que este seria um possivel mecanismo
adaptativo para garantir o armazenamento rapido de informacgdes relevantes (CASAGRANDE
et al., 2018). Nao existem evidéncias se, ao ocorrer uma aceleracdo da consolidagdo em
protocolos de maior intensidade, as ondas de sintese proteica tardias ocorreriam em um periodo
inferior a 12 horas apos a aquisi¢do. No que diz respeito a generalizagdo do medo, Pedraza e
colaboradores (2016) demonstraram recentemente que protocolos de maior intensidade
aceleram o processo de consolidagdo sistémica (a memoria torna-se menos dependente do
hipocampo e mais dependente de regides corticais, tornando-se menos especifica) e a
manifestagdo da expressdo generalizada do medo, sendo esses efeitos mediados pelo aumento
da liberagao de glicocorticoides (PEDRAZA et al., 2016).

Neste trabalho, a administragdo i.p. de SCH 58261 (0,1 mg/kg) nos intervalos de 3 ou
6 horas ap6s uma sessdo de condicionamento de intensidade intermediaria também foi capaz
de induzir um aumento no tempo de congelamento quando os animais foram expostos ao
contexto nao pareado 2 dias depois (PEDRAZA et al., 2016). Este resultado sugere que nas
condigdes experimentais € no protocolo testado, ndo ¢ observada uma aceleracdo da
consolidacdo da memoria aversiva, e que o bloqueio farmacolégico do A2aR mesmo em
momentos mais tardios da janela de consolidacdo induz o aumento da expressdao generalizada
da resposta de medo. Contudo, esse resultado também levanta o questionamento se o
antagonista seletivo do AxaR poderia induzir um quadro de sensibilizacdo ao invés de
potencializar a consolidagdo da memoria aversiva e, por isso, independente do momento de sua
administracdo ainda seria capaz de induzir o aumento da expressao generalizada da resposta de
medo

De maneira importante, os resultados deste trabalho também descartam que o aumento
da expressdo generalizada da resposta de congelamento seja reflexo de um efeito ansiogénico
do antagonista utilizado. Demonstramos, através da utilizacio do protocolo de

condicionamento de choque imediato, que o SCH 58261 nao atua como um estimulo
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incondicionado, e que seu efeito na inducao de generalizagdo do medo necessita do pareamento
com os choques nas patas. Em protocolos de déficit por choque imediato, os animais ndo sao
pré-expostos ao contexto a ser pareado e receberam o primeiro choque nas patas imediatamente
quando expostos ao contexto na sessao de condicionamento. Nesse caso, a memoria associativa
do evento aversivo ndo ¢ formada, visto que o choque ¢ apresentado de maneira tdo abrupta que
ndo permite ao animal associd-lo com o contexto. Sendo assim, um possivel aumento no tempo
de congelamento observado posteriormente seria inespecifico e ndo relacionado com a
potencializacdo da consolidacdo da memoria aversiva (LANDEIRA-FERNANDEZ et al.,
2006). Logo, uma vez que a administracdo i.p. de SCH 58261 imediatamente apods a sessdo de
condicionamento nesse tipo de protocolo nao induziu um aumento no tempo de congelamento
dos animais quando expostos aos contextos pareado ou ndo pareado, sugerimos que o bloqueio
farmacoldgico do AxaR aumenta a expressdo generalizada do comportamento de medo por
modular a consolidagdo da memdria aversiva associativa e ndo através da inducao de um quadro
de sensibilizagdo. Além disso, quando invertemos a ordem de exposicao as sessoes de teste nos
contextos pareado e novo continuamos observando o aumento da expressdo generalizada da
resposta de congelamento, descartando que essa resposta resulte do refor¢o da memoria
aversiva através de processo de reconsolidacao (DUDAL 2012).

De maneira adicional, dados da literatura que sugerem que a ativacao, e ndo o bloqueio
do A:aR, estaria relacionada a manifestacdo de comportamentos do tipo ansioso e depressivo
(COELHO et al., 2014; CALKER et al., 2019). Ainda, alguns estudos que investigaram as
caracteristicas farmacocinética do SCH 58261 demonstraram que essa droga ¢ rapidamente
metabolizada e permanece disponivel por poucos minutos no SNC (ONGINI, 1997; YACOUBI
et al.,, 2001; YANG et al., 2007). Assim, uma vez que em nossos resultados a expressao
generalizada da resposta de congelamento foi observada 24 ou 48 horas apos o bloqueio do
A2aR, reforcamos a hipotese de que tal resposta comportamental estd relacionada com a
memoria aversiva previamente formada ao invés de estar relacionada a um estado de ansiedade
generalizada.

Diversos estudos com roedores e humanos também vém demonstrando que memorias
aversivas cuja consolidagdo ¢ reforgada por protocolos de estresse ou induc¢do farmacologica
que levam a generalizagdo também apresentam um prejuizo de extingdo (DEBIEC; BUSH;
LEDOUX, 2011; KINDT, 2013; GAZARINI et al., 2014; SOETER; VANVOSSEN et al.,
2017). A extin¢do ¢ uma abordagem comportamental amplamente utilizada com o intuito de
minimizar o impacto negativo das memorias traumaticas, e caracteriza-se pela apresentagao

repetida e/ou prolongada do estimulo condicionado (como o contexto) na auséncia do estimulo
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incondicionado (choques nas patas). Através desta apresentacdo, a resposta comportamental
relacionada ao pareamento entre esses estimulos diminui gradualmente, uma vez que estimulo
condicionado nao mais prediz o estimulo incondicionado (VAN ELZAKKER et al., 2014).
Entretanto, apos a extingdo da memoria aversiva, a memoria original nao ¢ apagada, mas sim
suprimida temporariamente pela consolidacdo de uma nova memoria associativa, de maneira
que em memdarias aversivas de grande significancia emocional, a memoria de extingdo (que
possui relevancia e retencdo muito menores) nao seja capaz de suprimir a memoria original
(ORSINI, MAREN, 2012).

Neste trabalho, a potencializagdo da memoria induzida pela administracao sistémica
de SCH 58261 (0,1 mg/kg) ndo prejudicou a aquisicdo ou a consolidacdo da memoria de
extingdo. Ambos os grupos apresentaram uma reducdo significativa da resposta de
congelamento ao longo da sessdo de exting¢do, e apresentaram niveis semelhantes da resposta
condicionada durante a sessdo de teste no contexto pareado realizada um dia depois. Ainda, a
reducdo da resposta condicionada no contexto pareado impediu o aumento da expressiao
generalizada de respostas de medo, reforcando a necessidade de um reforco do aprendizado
para a inducdo dessa caracteristica comportamental. Entretanto, vale destacar que embora o
protocolo utilizado tenha acarretada em uma reducdo notavel do tempo de congelamento
durante a sessdo de extingao, tal redugdo ndo se manteve de forma tao robusta no dia seguinte.
Assim, o aumento do tempo da sessdo de extin¢do, ou o aumento do nimero de sessdes de
extin¢do, poderiam ser estratégias interessantes para maximizar a extin¢gdo da memoria aversiva
potencializada pela administracdo sistémica de SCH 58261 (0,1 mg/kg). Ainda, ¢ importante
destacar que embora nossos resultados indiquem que o antagonismo do A2aR potencializa a
consolidagdo de uma memoria aversiva condicionada ao contexto, seu efeito sobre a
consolidacdo de uma memoria de extingdo (manipulagdo farmacoldgica do receptor apds a
sessdo de extingdo) ainda precisa ser estudado, pois embora sejam processos semelhantes e que
recrutam vias bioquimicas comuns, ja existem evidéncias demonstrando muitas diferengas em
relagcdo a estes dois eventos (SANTINI; QUIRK; PORTER, 2008; ORSINI, MAREN, 2012;
FURINI; MYSKIW; IZQUIERDO, 2014; GIUSTINO; MAREN, 2018).

Visando entender os mecanismos através dos quais a modulagdo farmacologica do
A2aR potencializa a consolida¢do de uma memoria aversiva condicionada ao contexto e resulta
no posterior aumento da expressao generalizada de respostas de medo, foi investigado o perfil
de expressao destes receptores durante a janela de consolidacdo no protocolo de intensidade
intermediaria utilizado no presente trabalho. A sintese de proteinas (incluindo receptores,

fatores de transcri¢ao, proteinas efetoras, fatores neurotroficos, entre outros) através da tradugao
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de RNA mensageiro ¢ crucial para a plasticidade sinaptica envolvida na consolida¢do de
memdrias aversivas, pois resulta na regulacdo positiva ou negativa da transcri¢do de diversos
genes. Este processo ocorre de maneira mais pronunciada imediatamente apds o aprendizado,
embora ondas de sintese proteica também ocorram 3, 6 ¢ 24 horas apds o condicionamento,
podendo ficar restrito a populacdes celulares especificas (DAVIS; SQUIRE, 1984; SUTTON;
SCHUMAN, 2006; MYIASHITA et al., 2008; BEKINSCHTEIN et al., 2010). Embora existam
trabalhos em roedores demonstrando o aumento da expressao de A2aR em situagdes de estresse
(CUNHA et al., 2006; BATALHA et al., 2012; KASTER et al., 2015), no tempo de 2 horas
apds a sessao de condicionamento, € com o numero amostral utilizado, ndo observamos
qualquer diferenca significativa na expressdo do AxaR em sinapses de neurdnios
glutamatérgicos ou GABA¢érgicos nas regides dorsal e ventral do hipocampo, bem como do
cortex pré-frontal. Posteriormente, o aumento do niumero experimental, a avaliagdo em outros
experimentais e/ou a utilizacdo de outras metodologias (como ensaio de ligagcdo) poderao
confirmar a ocorréncia ou ndo de uma alteracao quantitativa do A>aR. Independente disto, de
acordo com nossa hipotese de que a ativagdo dos A2aR (mediante estimulagdo de alta
frequéncia) pode ser um dos mecanismos fisiologicos envolvidos na regulagdo da relevancia
emocional atribuida a uma memoria aversiva durante a sua consolida¢do, uma alteracao
quantitativa do A2aR ndo seria obrigatoriamente necessaria para justificar as alteragdes
comportamentais observadas.

Além de uma diferenga quantitativa na expressao do A2aR, € importante explorar os
mecanismos moleculares (ou alteragdes funcionais) relacionados com a potencializacdo da
consolidagdo da memoria aversiva e a expressao generalizada de comportamentos de medo
observadas apos o bloqueio farmacologico do A2aR, uma vez que este receptor interage com
vias de sinalizagdo distintas em diferentes regides cerebrais envolvidas no processamento
cognitivo.

Uma das interagdes mais bem descritas ¢ com a via do fator neurotréfico derivado do
encéfalo (BDNF) e seu receptor do tipo tirosina quinase, o TrkB. O BDNF ¢ uma proteina
membro da familia das neurotrofinas que controla a expressdo de genes relacionados com a
sobrevivéncia neuronal, diferenciacdo de novos neurdnios e regulacdo de eventos de morte
celular. Além disso, o BDNF também exerce a¢des importantes sobre a plasticidade sinaptica,
favorecendo a transmissao sinaptica através do aumento da liberacdo de neurotransmissores,
aumento da expressdo e da condutancia de receptores glutamatérgicos ionotrépicos do tipo
AMPA e NMDA, favorecimento da formacdo de espinhas dendriticas e expressdo de genes

relacionados com a plasticidade sindptica (PANJA; BRAMHAM, 2014). Lee e Chao
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demonstraram em 2001, utilizando células PC12 e métodos de imunoprecipitacdo e
imunoblotting, que tanto a adenosina quanto o agonista seletivo do A2aR, CGS 21680, induzem
a fosforilagdo do receptor TrkB, e que esse efeito ¢ revertido pela coadministragdo de um
antagonista deste receptor (LEE; CHAO, 2001). Posteriormente, Didgenes e colaboradores
foram os primeiros a demonstrar, utilizando fatias de hipocampo de ratos, que o efeito do BDNF
em potencializar a LTP era perdido na presenga de um antagonista do A>aR (DIOGENES et
al., 2004). Em 2014, o mesmo grupo demonstrou a fosforilagdo e transativa¢ao do receptor
TrkB em cultura de neuronios corticais mediante ativagao do A2aR (ASSAIFE-LOPES et al.,
2014). Ademais, o A2aR parece estar envolvido na modulagdo dos niveis de BDNF, ja tendo
sido demonstrado uma diminui¢ao dos niveis basais de BNDF no hipocampo de camundongos
com dele¢do genética deste receptor (TEBANO et al., 2008). Wei e colaboradores
demonstraram que os animais com delecdo genética do receptor A2aR em todo o encéfalo
apresentam uma diminui¢do do tempo de congelamento e prejuizo da formacdo da memoria
aversiva devido a diminui¢do da sinalizagdo via BDNF-TrkB no hipocampo (WEI et al., 2014).

Apesar de todas estas evidéncias demonstrando a interagdao entre o A2aR, BDNF e
receptor TrkB, assim como o papel bem estabelecido do BDNF na consolidacdo de memorias
aversivas ¢ expressao generalizada de comportamentos de medo (NOTARAS; VAN DEN
BUUSE, 2020), no presente trabalho ndo observamos nenhuma diferenca significativa nos
niveis de BDNF no cortex pré-frontal ou hipocampo 2 horas apds a sessao de condicionamento
de intensidade intermediaria ou forte, bem como 2 horas apos a administracao sist€émica de
SCH 58261 (0,1 mg/kg) ou CGS 21680 (0,2 mg/kg). Entretanto, apesar de haverem estudos
demonstrando que esse tempo seria suficiente para observar uma altera¢ao dos niveis de BDNF,
outros estudos sugerem a participagdo do BNDF apenas em fases mais tardias da consolidagdo
de memorias aversivas (BEKINSCHTEIN et al., 2008), assim como a metodologia utilizada
ndo nos permitiu distinguir entre BDNF e as formas pré-pro-BDNF ou pr6-BDNF desta
neurotrofina, que possuem efeitos biologicos distintos (KOWIANSKI et al., 2018). Desse
modo, uma investigacao mais detalhada devera ser realizada para avaliar se a potencializagao
da consolidacdo da memoria aversiva e a expressao generalizada de comportamentos de medo
observadas apos o bloqueio farmacologico do AzaR estdo relacionados com uma modulagao
negativamente na sintese e liberacdo de BDNF e/ou ativagdo de receptores TrkB.

O AzaR também interage de diferentes maneiras com o sistema glutamatérgico que,
como ja bem descrito na literatura cientifica, ¢ de extrema importancia para a transmissao
sinaptica, LTP e processos de aprendizado e memoria (NICOLL, 2017). Atualmente, ja existem

diversos trabalhos demonstrando a presenga do AaR em sinapses glutamatérgicas,
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especialmente em regides extra-estriatais, onde estes sdo capazes de promover a liberagao de
glutamato para a fenda sinaptica, facilitar a ativacdo do receptor glutamatérgico ionotrépico do
tipo NMDA e a formagao de heterodimeros com o receptor glutamatérgico metabotrépico
mGlu5 (SHEN; CHEN, 2009). Em astrocitos, o A2aR interage com o transportador de
aminoacidos excitatorios, reduzindo a recaptacdo de glutamato e aumentando ainda mais a
disponibilidade desse neurotransmissor na fenda sinaptica (MATOS et al., 2012). Alguns
autores sugerem que um prejuizo na sinalizagdo glutamatérgica durante a formacdo de
memorias associativas pode interferir na precisdo com que estas serdo armazenadas (STEFANI;
DICIANO etal.,2001; GROTH; MOGHADDAM, 2003; ROBBINS; MURPHY, 2006; BENN
et al., 2016), o que justificaria os efeitos comportamentais observados no presente trabalho com
a utilizacdo de um antagonista seletivo do AzaR.

Ainda, uma terceira interacdo que j4 vem sendo estudada desde as décadas de 1980 e
1990 ¢ entre o A2aR e o receptor dopaminérgico do subtipo D,. Ferré e colaboradores
demonstraram, através de ensaios de ligagdo, que a ativagao do AzaR diminui a afinidade de
ligagdo da dopamina com o receptor do subtipo D> no estriado e os efeitos por ele mediados
(FERRE et al.,1991). Através de técnicas de co-imunoprecipitagio e transferéncia de energia
de ressonancia por fluorescéncia (FRET, da sigla em inglés fluorescence resonance energy
transfer), foi possivel observar que os receptores Aza € D2 formam heterodimeros em neurdénios
GABA¢érgicos estriatais (estruturas heterotetraméricas, composta por dois A>aR e dois
receptores D), onde a ativacdo do AzaR reduz a afinidade de ligacdo da dopamina com o
receptor D2 e, consequentemente, diminui a sinaliza¢@o intracelular mediada por esse receptor
(que esta acoplado a uma proteina G inibitéria e diminui a produ¢io de AMPc) (CASADO-
ANGUERA et al., 2016). Diversos trabalhos apontam para a importancia da transmissao
dopaminérgica para a formagao de memorias aversivas (FADOK; DICKERSON; PALMITER,
2009; ROSSATO et al., 2009). Entretanto, o papel da sinalizagdo via receptor D> sobre
processos de LTP ainda ndo foi totalmente elucidado, embora existam alguns trabalhos
sugerindo que na amigdala, a ativacdo desse receptor ¢ necessaria para a indugdo da LTP,
possivelmente devido a inibi¢do de neurénios GABAérgicos (ABE et al., 2008). Wei e
colaboradores também demonstraram que a delegdo do AxaR exclusivamente no estriado
favorece a formac¢do de uma memoria aversiva, possivelmente devido ao aumento da ativagao
do receptor D; nessa regido (WEI et al., 2014).

Dessa forma, a potencializa¢do da consolidacdo da memoria aversiva e o aumento da
expressdo generalizada da resposta de medo observados no presente trabalho apds o bloqueio

farmacologico do AzaR poderiam ser atribuidos tanto a regulagdo negativa da transmissao
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glutamatérgica, quanto ao aumento da atividade de receptores D, para dopamina. Tal interagao
e mecanismos adicionais, por sua vez, poderdo ser explorados através de outras metodologias,
incluindo andlises bioquimicas (como dosagem de captacdo de glutamato) e o emprego de
ferramentas farmacoldgicas nos protocolos comportamentais (como a co-administragdo de
antagonistas seletivos dos receptores Aza e D»).

Independentemente dos mecanismos moleculares envolvidos, diversas evidéncias vém
demonstrando que a liberagdo de adenosina e a modulagdo farmacolédgica do A>aR acarretam
em alteragdes funcionais na transmissao sindptica € na comunicagao celular que, por sua vez,
afetam fungdes bioldgicas decorrentes desses processos, tais como a consolidagdo de memorias.
Desde a década de 1970, diversos autores observaram que o efeito da adenosina sobre a
transmissao sinaptica ¢ dependente de uma dinamica temporal, da concentragao de adenosina,
da frequéncia de estimulacao e, possivelmente, da localizacao do sitio de acao da adenosina nas
sinapses. Ou seja, ap6s a sua liberagdo (que ¢ dependente da frequéncia da estimulagdo), a
adenosina inibe a transmissao sinaptica através da interacdo com receptores de alta afinidade
na membrana pré-sindptica (AR, cuja ativagdo acarreta na diminuicao do influxo de célcio e
da liberagao de neurotransmissores), ou facilita a transmissdo sindptica através da interagao
com receptores de menor afinidade (A2aR, cuja ativagdo acarreta no aumento da producao de
AMPc e dos potenciais excitatorios pos sinapticos) (PHILLIS; KOSTOPOULOS;
LIMACHER, 1975; KURODA, 1978; KOBAYASHI, KURODA; YOSHIOKA, 1981).
Adicionalmente, ja foi demonstrado que a ativagdo do AzaR exerce um efeito de facilitacdo ou
potencializacdo da LTP no hipocampo, no nlcleo accumbens e na amigdala (MEDONCA;
RIBEIRO, 1994; D’ALCANTARA et al., 2001; REBOLA et al., 2008; RAU et al, 2015). Por
outro lado, a inibi¢do farmacologica ou a dele¢do génica dos A2aR na amigdala resultam em
prejuizo na retengdo de memorias aversivas em paralelo a redu¢do da LTP na amigdala
(SIMOES et al., 2016).

Em relagdo aos protocolos de condicionamento aversivo, estes compdem uma
ferramenta particularmente util para explorar respostas comportamentais (uma vez que uma
resposta bem definida a um estimulo ambiental especifico € produzida por meio de processos
associativos). Entretanto, em relagdo aos mecanismos moleculares de aprendizado e memoria,
os dados experimentais que relacionam alteragcdes na plasticidade sinaptica Hebbiana (como
alteracdes funcionais em neurdnios poés-sindpticos induzidas por LTP e LTD) com a
consolidacdo e a generalizacdo de memorias aversivas nestes protocolos ainda sdo um alvo
importante de estudo. Isto porque, embora seja bem aceito na literatura ¢ demonstrado em

inimeros trabalhos que a plasticidade sindptica Hebbiana ¢ importante para sustentar o
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processamento de memorias aversivas associativas, ela ndo explica completamente estes
processos, especialmente em situagdes de grande valéncia emocional (JOHANSEN et al., 2011;
SWEATT, 2016).

Alteragdes moleculares independentes da ativacao de receptores glutamatérgicos do
tipo NMDA e despolarizagdo sustentada de neurdnios pds sinapticos também sao importantes
para a consolidacdo de memdrias aversivas associativas. Enquanto a plasticidade sinaptica
Hebbiana se restringe a um grupo limitado de sinapses especificas envolvidas no processamento
neural de determinada informacao, alteracdes plasticas chamadas de nao-Hebbianas (ou
homeostaticas) sdo responsaveis pela manutengdo constante de um estado de equilibrio
metabolico em todas as sinapses de um neuronio de forma orquestrada, de modo que a atividade
de toda a populagdo de sinapses seja regulada positiva ou negativamente de maneira simultanea.
Assim, embora esse tipo de plasticidade ndao se manifeste como uma LTP ou LTD, ¢ essencial
para manter a condutancia total dependente de glutamato dentro de uma faixa saudavel e estavel
que ndo exceda a capacidade homeostatica do neurénio (SWEATT, 2016).

Dessa forma, diferentes mecanismos de plasticidade sinaptica estdo envolvidos,
também, na consolidagdo de uma memdria aversiva associativa, e quaisquer alteragdes nestes
mecanismos poderia facilmente influenciar a magnitude e a especificidade da resposta
condicionada que sera expressa posteriormente. Devido a tamanha complexidade dos
mecanismos moleculares necessarios para a retencdo das memorias aversivas associativas,
embora de modo geral inimeros trabalhos demonstrem que a consolidagao (e sua facilitagao)
destas memorias ocorre em paralelo a um aumento na LTP, ainda ndo podemos afirmar que ha
uma relacdo linear ou logaritmica entre aumento da LTP e potencializacdo da memoria e
generalizagdo. Inclusive, tem sido discutido na literatura que um aumento exacerbado na
potenciagdo da transmissdo sindptica através da LTP poderia caracterizar uma plasticidade
aberrante e disfuncional, e conduzir a um prejuizo na retengdo de memorias (COSTENLA et
al., 2011; KASTER et al.,, 2015; SANDAU et al.,, 2016). Alguns trabalhos também
demonstraram que, mesmo mediante uma redu¢ao na magnitude da LTP, pode ser observado
um aumento do medo condicionado e/ou aumento da expressdo generalizada de respostas de
medo (DITYATEV; BOLSHAKOV, 2005; HUANG et al., 2013; MEIS et al., 2018; NGUYEN
et al., 2018).

Em concordéancia com estes dados, o aumento da atividade do A»aR parece conduzir a
uma plasticidade sinaptica anormal e, com isso, resultar em prejuizo na formagdo de memorias
associativas. Ou seja, o aumento da atividade do AxaR facilita a manutengdo da LTP, mas

prejudica a retengdo de memorias associativas. Tal relacdo ja foi observada em decorréncia do
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envelhecimento (onde ratos idosos apresentam prejuizo cognitivo concomitantemente ao
aumento da LTP e da expressdo de A2aR) (COSTENLA et al., 2011; TEMIDO-FERREIRA et
al., 2018), assim como induzida através de diferentes protocolos comportamentais (inclusive
no condicionamento aversivo ao contexto, conforme descrito anteriormente neste trabalho).

No presente trabalho observamos através da obtengao de registros eletrofisiologicos que
tanto o protocolo de condicionamento aversivo ao contexto quanto o antagonismo sistémico do
AoaR promovem alteragdes na plasticidade sinaptica durante a consolidacdo da memoria
aversiva. Mediante estimulacdo de pulso emparelhado, observamos que o antagonismo
sistémico do AxaR prejudicou a facilitagdo da liberagdo de neurotransmissores em fatias de
amigdala lateral, mas ndo em fatias das por¢des dorsal ou ventral do hipocampo. Quando uma
sinapse € rapidamente estimulada em sucessao, a segunda resposta pos-sinaptica pode ser maior
do que a primeira, visto que o aumento da concentragdo intracelular de calcio no neurdnio pré-
sinaptico induzido pelo primeiro estimulo ainda estara disponivel, facilitando o processo de
liberagdo vesicular de neurotransmissores na sinapse apos a segunda estimulagdo (MANITA et
al., 2007).

Uma vez que a liberacao de pré-sindptica de neurotransmissores ¢ um mecanismo chave
que contribui para a plasticidade sindptica e para o armazenamento adequado de informagoes,
e que a amigdala lateral € uma regido encefalica critica para o processamento de emogdes € para
a discriminagdo de estimulos aversivos (GROSSO et al., 2018), a redugdo deste pardmetro
induzida pelo antagonista sistémico do A2aR em fatias da amigdala lateral pode ser um dos
mecanismos envolvidos nos efeitos comportamentais observados durante a reexposi¢do ao

contexto pareado ou apresentagdo de um contexto novo.

Além disso, em concordancia com os trabalhos que demonstram aumento do medo
condicionado e/ou aumento da expressdao generalizada de respostas de medo apos reducao na
magnitude da LTP (DITYATEV; BOLSHAKOV, 2005; MEIS et al., 2018; NGUYEN et al.,
2018), 2 horas apds a sessdo de condicionamento observamos um prejuizo na LTP em fatias de
hipocampo dorsal de animais tratados apenas com veiculo. De acordo com o esperado, o
antagonista sist€émico do A2aR ndo promoveu uma alteracao significativa na magnitude da LTP
em animais ndo condicionados, refor¢cando a necessidade de estimulacao de alta frequéncia para
que estes receptores sejam recrutados. Entretanto, o antagonismo sist€émico do AzaR reverteu
o prejuizo na LTP induzido pelo condicionamento, sugerindo que nesta regido encefalica o
aumento da LTP poderia conduzir a uma plasticidade sinaptica disfuncional e promover o

aumento da expressao generalizada de respostas de medo.
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Indo ao encontro a estes achados, também demonstramos que o antagonismo do A2aR
no hipocampo dorsal potencializa a consolida¢do da memoria aversiva e resulta no aumento da
expressdo generalizada de respostas de medo. Nos ultimos anos, trabalhos relacionaram a
estimulagdo de receptores glicocorticoides e noradrenérgicos hipocampais com a
potencializacdo da consolidagdo das memdrias aversivas e a generalizagdo do medo a curto
prazo (KAOUANE et al., 2012; GAZARINI, 2015). Apesar da baixa expressao do A2aR no
hipocampo, trabalhos prévios ja relataram um aumento local da sua expressao apos situagdes
de estresse (KASTER et al., 2015; SIMOES et al., 2016), o que destaca o interesse em entender
o seu papel na consolidagdo de memorias de caradter aversivo e na generalizagdo do medo.
Ainda, observamosno presente trabalho que o antagonismo do A>aR no hipocampo dorsal nao
foi capaz de sustentar as alteragcdes comportamentais ao longo do tempo, sugerindo que o efeito
persistente de expressdo generalizada de comportamentos de medo observado com a
administracio sist€émica de SCH 58261 provavelmente estd relacionado ao bloqueio desse
receptor em outras estruturas encefalicas como, por exemplo, a amigdala lateral.

Inimeros trabalhos ressaltam, ainda, que o hipocampo dorsal participa da formagao da
representacao espacial e temporal do evento aversivo, € que sua interacdo com os diferentes
nucleos da amigdala e o hipocampo permite a associagdo entre o contexto e o estimulo
incondicionado (HERMANS et al., 2014; GAZARINI, 2015; CHANG; LIANG 2017; DE
VOOGD et al., 2020). Considerando também a grande conectividade entre estas duas regides,
as modificagdes plasticas induzidas pelo antagonismo sistémico do A2aR na amigdala lateral
poderiam refletir em alteragdes funcionais no hipocampo dorsal (e vice-versa), diminuindo a
foca e/ou especificidade da associagdo entre o contexto e o estimulo incondicionado, e
acarretando em expressao generalizada das respostas de medo.

Em conjunto, a partir dos resultados deste trabalho foi possivel observar através da
obtengao de registros eletrofisioldgicos que tanto a amigdala lateral quanto o hipocampo dorsal
parecem estar envolvidas na potencializacdo da consolidagdo da memoria aversiva e posterior
generalizagdo da resposta de medo induzidas pelo antagonismo do A2aR. De fato, estes
resultados estdo de acordo com estudos que investigaram a neurobiologia destes fendmenos, e
apontaram para o papel importante exercido por estas duas regides encefalicas para a formagao
e manuten¢ao de memorias aversivas. Ghosh e Chattarji (2015) demonstraram, por exemplo,
que a intensidade dos estimulos incondicionados influencia no processamento da memoria
aversiva na amigdala lateral. Neste estudo, foi demonstrado que o aumento da intensidade dos

estimulos incondicionados promove um aumento da expressao de generalizada de medo, que ¢
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acompanhada do recrutamento e ativagdo de neurdnios adicionais, que ndo seriam ativados em
um aprendizado de menor intensidade (GHOSH; CHATTARII, 2015; SANGHA et al., 2020).

Dessa forma, os resultados obtidos no presente trabalho demonstram pela primeira vez
que o antagonismo do AxaR favorece a consolidagdo de uma memoria aversiva em um
protocolo de intensidade intermedidria e promove um aumento na expressao generalizada de
respostas de medo, bem como também sugerem que alteracdes complexas de plasticidade

sindptica na amigdala lateral e no hipocampo dorsal podem estar relacionadas com estes efeitos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Nas ultimas décadas, diversos trabalhos pré-clinicos vém demonstrando o impacto da
modulagdo da atividade do A2aR em processos de aprendizado e memoria, bem como na
manifestacdo de disturbios psiquiatricos em humanos. Entretanto, pouco ainda se sabe acerca
do envolvimento desse receptor na formagdo de memdrias de carater emocional aversivo e na
manifestagdo de comportamentos de medo.

Diante das evidéncias cientificas apresentadas ao longo desse trabalho, podemos sugerir
que o AzaR desempenha um papel importante na consolidagdo de uma memoéria aversiva
associativa, influenciando na especificidade e magnitude das respostas comportamentais
manifestadas frente a posterior evocacao destas informagdes.

E necessario, a partir desse momento, ampliar o conhecimento acerca dos mecanismos
moleculares e eletrofisiologicos relacionados com a potencializagdo da consolidagdo e com a
expressao generalizada de comportamentos de medo observadas ap6s o bloqueio farmacologico
do AxaR. Dessa maneira, sera possivel contribuir para o entendimento do papel deste receptor
em transtornos psiquiatricos relacionados a formagao de memdrias traumaticas, bem como de

que maneira a sua modulagao farmacoldgica poderia ser utilizada como estratégia terapéutica.
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