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RESUMO

Domingos LB. O envolvimento do sistema purinérgico na formagao e
extingao da meméria aversiva condicionada em camundongos [Dissertacao].
Sao Paulo: Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Departamento de

Farmacologia, Universidade de Sao Paulo; 2020.

O sistema purinérgico consiste em duas grandes familias de receptores do tipo
P2 - P2X e P2Y. Ambos sao ativados pelo trifosfato de adenosina (ATP) e estao
presentes em varias estruturas encefalicas, incluindo aquelas envolvidas com o
controle emocional e processos de memodria. Evidéncias sugerem que estes
receptores podem modular respostas de medo, porém pouco se sabe sobre seu
papel em situacdes aversivas aprendidas. Portanto, este estudo teve por objetivo
investigar o envolvimento de receptores purinérgicos na expresséo e extingdo da
memoria de medo condicionado. Foram utilizados camundongos do tipo selvagem
(WT) e knockout para o receptor P2X7 (P2X77). No protocolo de Medo
Condicionado ao Contexto (MCC), os animais WT tratados via intraperitoneal (i.p.)
10 min antes da sessé&o de extingdo com a maior dose do antagonista nédo seletivo
de receptores P2 (P178) exibiram um aumento na expressdo da resposta
condicionada e prejuizo na retengcdo da memoria de extingdo. Resultados
similares foram obtidos com o antagonista seletivo de receptores do subtipo P2X7
(A438079), mas ndo com o antagonista seletivo de receptores do subtipo P2Y1
(MRS2179). Contudo, tais respostas nao foram observadas quando a
administracado do antagonista néo seletivo de receptores P2 (P178) foi realizada
imediatamente apds a sesséo de extingdo. No paradigma do Medo Condicionado
ao Som (MCS), animais WT tratados 10 min antes da sess&o de extingdo com
antagonista seletivo de receptores P2X7 (A438079) apresentaram resisténcia no
aprendizado da extingao, prejuizo na retengéo dessa memoaria e generalizagao do
medo. Nenhum efeito foi observado quando a droga foi administrada
imediatamente apds a sessdo de extingdo. Os animais P2X77 exibiram perfil
comportamental semelhante ao tratamento farmacolégico em ambos os testes
comportamentais. Os resultados sugerem que os receptores P2X7 estao
envolvidos com resposta aversiva e o aprendizado associado a extingao da

memoria aversiva. Assim, o sistema purinérgico € um possivel candidato para o



desenvolvimento de novas terapias para o tratamento de transtornos de
ansiedade.

Palavras-chave: Sistema purinérgico, receptor P2X7, ATP, medo condicionado,

memoria de extingéo.
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ABSTRACT

Domingos LB. Involvement of the purinergic system in the formation and
extinction of fear memory in mice. (Master’s thesis). Sao Paulo: Ribeirao Preto

Medical School, Department of Pharmacology, University of Sdo Paulo; 2020.

The purinergic system consists of two families of P2 receptors - P2X and P2Y.
Both are activated by adenosine triphosphate (ATP) and are present in several
brain regions, including those involved in emotional control behavior and memory
processes. Hence, they seem to modulate fear response, however, few is known
about their role in fear learning memory. Therefore, this study investigated the
involvement of purinergic receptors in the expression and extinction of aversive
memory. Wild-type (WT) and P2X7 receptor knockout (P2X7--) mice were used. In
the Contextual Fear Conditioning protocol, WT mice received intraperitoneal (i.p.)
injection 10 min prior the extinction session with the highest dose of the
nonselective P2R antagonist (P178) exhibited an increase in the fear expression
response and impaired retention of extinction memory. Similar results were
observed with the selective P2X7R antagonist (A438079), but not with the
selective P2Y1R antagonist (MRS2179). However, such responses were not
observed when the administration of the non-selective P2 receptor antagonist
(P178) was performed immediately after the extinction session. In the Cued Fear
Conditioning protocol, WT mice treated 10 min before the extinction session with
the selective P2X7R antagonist (A438079) showed resistance in the extinction
learning, impaired retention of extinction memory and fear generalization. No effect
was observed when the drug was administered immediately after the extinction
session. The P2X7-- mice showed behavior profile similar to the pharmacological
treatment in both behavior protocols. These results suggest that P2X7 receptors
are involved with aversive response and learning associated with the extinction of
aversive memory. Thus, the purinergic system is a possible candidate for the
development of new therapies for the treatment of anxiety disorders.

Keywords: Purinergic system, P2X7 receptor, ATP, fear conditioning, memory

extinction.
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1. INTRODUGAO

1.1. A memoria aversiva

A sobrevivéncia dos individuos de todas as espécies depende, em grande
parte, da sua habilidade em reagir adequadamente aos perigos e desafios do
ambiente que os cerca (BLANCHARD; BLANCHARD, 1969; LEDOUX, 1994).
Neste sentido, a antecipacdo de eventos aversivos tem um importante valor
adaptativo, de tal forma que o aprendizado associativo, que possibilita prever
algum perigo por meio de estimulos ambientais, € fundamental para a
manutengao da integridade do organismo (BLANCHARD; YUDKO; RODGERS;
BLANCHARD, 1993; BRANDAO, 2004).

A memdéria € uma das principais caracteristicas biolégicas comuns entre
os diferentes seres vivos, sendo gerada a partir da retengdo de uma informacgéao
aprendida (IZQUIERDO, 2002). A memoaria pode ser definida como a capacidade
de adquirir (aquisigdo), armazenar (consolidagdo) e recordar (evocacgao)
informagdes e vivéncias (IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016; MCGAUGH,;
IZQUIERDO, 2000). Os estados de animo, as emogdes, o nivel de alerta e a
ansiedade modulam os processos de aprendizagem e memoéria (MCGAUGH,
2013). Em determinadas situagdes, a evocagao excessiva de memorias
associadas a reacdes de medo pode se tornar ndo adaptativa ou disfuncional,
resultando em uma distorcdo da percepcao do perigo (DIAS; BANERJEE;
GOODMAN; RESSLER, 2013; NADER; HARDT; LANIUS, 2013; YEHUDA,
JOELS; MORRIS, 2010). Em humanos, esta parece ser a base para o
desenvolvimento de transtornos de ansiedade (PAPE; PARE, 2010), incluindo
aqueles associados a memoarias traumaticas como o transtorno de estresse poés-
traumatico (TEPT) (COLES; HEIMBERG, 2002; HOLMES; SINGEWALD, 2013)
e ansiedade generalizada (ASOK; KANDEL; RAYMAN, 2018; JASNOW;
LYNCH; GILMAN; RICCIO, 2017). Uma melhor compreensdo das bases
neurobioldégicas do processamento da memodria aversiva pode fornecer

ferramentas adequadas para a prevencgao e tratamento destes transtornos.
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1.2. O condicionamento classico e o estudo da memoaria

Alguns modelos animais que estudam os mecanismos neurais e
bioquimicos subjacentes aos processos de memodria se baseiam no
condicionamento classico ou pavioviano (BOUTON, 1993; MAREN, 2001).

Em roedores, o processo de aquisicao da memdria aversiva consiste no
pareamento de um estimulo neutro (ex: contexto ou som) com um estimulo
biologicamente significativo ou incondicionado (ex: choque nas patas)
(FANSELOW, 2000).

Posteriormente, na fase de evocacéao, a apresentacao isolada do estimulo
anteriormente neutro passa a provocar uma resposta emocional condicionada
(REC) (FANSELOW, 1980), a qual é caracterizada por um conjunto de reag¢des
de defesa que envolve o comportamento de congelamento (BLANCHARD;
BLANCHARD, 1969; FANSELOW, 1980; LEDOUX; IWATA; CICCHETTI; REIS,
1988) e alteragbes autondmicas, como aumento da pressado arterial média,
frequéncia cardiaca e diminuigdo da temperatura cutédnea da cauda (RESSTEL,;
CORREA; GUIMARAES, 2008; RESSTEL; JOCA; MOREIRA; CORREA et al.,
2006). Portanto, um estimulo neutro passa a ser um estimulo condicionado
(MAREN, 2001).

As informacdes ou experiéncias recém-adquiridas encontram-se em um
estado labil e, ao longo do tempo, s&o estabilizadas e consolidadas (MCGAUGH,
2000; SQUIRE; ALVAREZ, 1995). Nesta etapa ocorrem diversos eventos
metabdlicos e sintese proteica em diferentes estruturas encefalicas, induzindo a
plasticidade sinaptica necessaria para a formacdo e armazenamento da
memoria (IZQUIERDO; MEDINA, 1997; RODRIGUEZ-ORTIZ; BERMUDEZ-
RATTONI, 2007).

Uma vez consolidada, a memdria pode ser evocada com um rapido
acesso a uma informagao previamente adquirida (LEWIS, 1979). Nesta fase, a
memoéria evocada torna-se instavel (IZQUIERDO; BEVILAQUA; ROSSATO;
BONINI et al., 2006; LEE; FLAVELL, 2014) e pode seguir dois processos
distintos: reconsolidagdo ou extingdo (GARELICK; STORM, 2005; SUZUKI;
JOSSELYN; FRANKLAND; MASUSHIGE et al., 2004; SZAPIRO; GALANTE;
BARROS; LEVI DE STEIN et al., 2002).
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Durante a reconsolidagdo uma breve reexposicdo ao estimulo
condicionado pode integrar novas informagdes ao conteudo de uma memoria
previamente consolidada, permitindo sua modificagdo (NADER; SCHAFE; LE
DOUX, 2000; SARA, 2000; SUZUKI; JOSSELYN; FRANKLAND; MASUSHIGE
et al., 2004). No entanto, no processo de extingdo, uma nova memoria € formada
conforme o animal aprende que o estimulo condicionado n&o mais prediz
situacdo aversiva. Sendo assim, a extincdo €& um processo distinto de
aprendizado, que envolve as fases de aquisicdo e consolidacdo para sua
posterior evocacédo (IZQUIERDO, 2002; QUIRK; MUELLER, 2008) sensivel a
manipulagbes farmacologicas e genéticas (PSOTTA; LESSMANN; ENDRES,
2013; SUZUKI; JOSSELYN; FRANKLAND; MASUSHIGE et al., 2004)., e cuja
reexposicao ao estimulo condicionado por um periodo maior de tempo resulta
na redugado da REC (MILAD; RAUCH; PITMAN; QUIRK, 2006).

Atualmente, existe um interesse crescente na compreensido dos
mecanismos envolvidos na extincdo da memoria aversiva, especialmente
quando esse processo € considerado como parte do tratamento de alguns
transtornos  psiquiatricos  (ORSINI;  MAREN, 2012; SINGEWALD;
SCHMUCKERMAIR; WHITTLE; HOLMES et al., 2015).

Diferentes fases do aprendizado dependem da atividade de diversas
estruturas encefélicas. As agdes combinadas de circuitos neurais que emergem
da amigdala, do hipocampo e do cortex pré-frontal medial resultam na
interpretacdo e na avaliagdo dos estimulos ambientais que sao identificados
como ameacgadores (PITKANEN; SAVANDER; LEDOUX, 1997) e estas
estruturas desempenham um papel crucial nos processos de aquisicao,
consolidagdo e extingdo da memoria aversiva (HERRY; JOHANSEN, 2014;
MATUS-AMAT; HIGGINS; BARRIENTOS; RUDY, 2004; TRIFILIEFF;
CALANDREAU; HERRY; MONS et al., 2007; ZIMMERMAN; RABINAK;
MCLACHLAN; MAREN, 2007).

A formacao hipocampal é uma estrutura em forma de “C” localizada
bilateralmente no lobo temporal dividida em: Giro Denteado (DG), subiculo,
coértex entorrinal e o hipocampo propriamente dito que consiste nas regides CA1,
CA2 e CA3 (SCHULTZ; ENGELHARDT, 2014) com importantes contribui¢cdes
para o aprendizado e memoria (FASTENRATH; COYNEL; SPALEK; MILNIK et
al., 2014; JI; MAREN, 2008).
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A amigdala ou complexo amigdaloide € um aglomerado heterogéneo de
nucleos neurais (SAH; FABER; LOPEZ DE ARMENTIA; POWER, 2003) e dentre
suas diversas regides, o complexo basolateral (estrutura que se divide em nucleo
lateral, basal e basomedial) € o principal nucleo de entrada de informacgdes e
recebe aferéncias excitatérias de estimulos sensoriais do talamo e dos cortices
sensoriais (SUN; GOOCH; SAH, 2020). Ja o nucleo central parece ser um dos
responsaveis pela expressdao emocional de uma associag¢ao aprendida (MAREN,
2003).

Estas estruturas possuem conexdes reciprocas com o cortex pré-frontal
medial (BURGOS-ROBLES; BRAVO-RIVERA; QUIRK, 2013). Enquanto a
por¢cao pré-limbica opera na aquisicdo e consolidagdo do medo (SOTRES-
BAYON; SIERRA-MERCADO; PARDILLA-DELGADO; QUIRK, 2012), a porgao
infralimibica relaciona-se com a extingdo da memoria (DO-MONTE; MANZANO-
NIEVES; QUINONES-LARACUENTE; RAMOS-MEDINA et al., 2015; SOTRES-
BAYON; QUIRK, 2010).

Um dos sistemas presentes nessas areas, com receptores expressos
tanto em neurbnios quanto em células gliais é o sistema purinérgico
(BURNSTOCK, 2015; PANKRATOV; LALO; CASTRO; MIRAS-PORTUGAL et
al., 1999).

1.3. Os receptores purinérgicos

O sistema purinérgico € conhecido como uma forma de sinalizagéo
extracelular mediada por nucleotideos ou nucleosideos de purina
(ABBRACCHIO; BURNSTOCK; VERKHRATSKY; ZIMMERMANN, 2009).

A hidrdlise de adenosina 5'-trifosfato (ATP) € a principal fonte de energia
livre para os processos metabdlicos da célula. O ATP intracelular possui um
importante papel na homeostase energética (VERGARA; JARAMILLO-RIVERI;
LUARTE; MOENNE-LOCCOZ et al., 2019) e pode ser encontrado no citoplasma
celular ou armazenado em vesiculas com outros neurotransmissores como
acetilcolina, dopamina, noradrenalina ou serotonina (SAWADA; ECHIGO; JUGE;
MIYAJI et al., 2008). Uma vez no meio extracelular, o ATP atua como um
neurotransmissor e neuromodulador na comunicagao bidirecional neurdnio-glia
(BUTT, 2011; FIELDS; STEVENS, 2000; KOLES; LEICHSENRING; RUBINI;

25



ILLES, 2011) em processos fisiologicos e patologicos no SNC (BODIN;
BURNSTOCK, 2001; PEDATA; DETTORI; COPPI; MELANI et al., 2016).

O ATP e a adenosina difosfato (ADP), um subproduto da rapida
metabolizacdo do ATP, induzem seus efeitos pela ativagcdao de diferentes
receptores purinérgicos (BURNSTOCK, 2007). Esses receptores foram descritos
por pela primeira vez 1976 (BURNSTOCK, 1976) e apds esse periodo houve um
grande progresso com a identificacdo dos seus subtipos (BRAKE;
WAGENBACH; JULIUS, 1994; BURNSTOCK; KENNEDY, 1985; LONDOS;
COOPER; WOLFF, 1980).

Atualmente, os receptores purinérgicos sédo divididos em duas grandes
familias: receptores do tipo P1 e P2 (ABBRACCHIO; BURNSTOCK, 1994;
BURNSTOCK, 2007).

Os receptores do tipo P1 sdo acoplados a proteina G e subdivididos em:
receptores A1, A2a, A2s € A3 que podem ser ativados pela molécula de adenosina.
Os receptores do tipo P2 sao subdivididos em receptores P2X e P2Y. Os
receptores P2X, com subtipos P2Xi.7, sdo canais ibnicos em que o principal
ligante é o ATP. Os receptores P2Y s&o acoplados a proteina G, com subtipos
P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y11-14 sdo sensibilizados por ATP, ADP entre outros
nucleotideos (ABBRACCHIO; BURNSTOCK, 1994; FREDHOLM;
ABBRACCHIO; BURNSTOCK; DALY et al., 1994).

Os receptores P2 pré-sinapticos tém um papel importante no controle da
liberagdo de neurotransmissores (RIBEIRO, 1995; SPERLAGH; VIZI, 1991). O
ATP liberado nas sinapses se liga aos receptores P2 na membrana pré-sinaptica
para modular a liberagado de glutamato nos terminais excitatérios (ATKINSON;
BATTEN; MOORES; VAROQUI et al., 2004; LARSSON; SAWADA; MORLAND;
HIASA et al., 2012). Os receptores P2X pdos-sinapticos mediam a transmisséao
sinaptica rapida em diferentes regiées do cérebro, como hipocampo (MORI;
HEUSS; GAHWILER; GERBER, 2001; PANKRATOV; CASTRO; MIRAS-
PORTUGAL; KRISHTAL, 1998), cortex (PANKRATOV; LALO; KRISHTAL;
VERKHRATSKY, 2002), habénula medial (EDWARDS; GIBB; COLQUHOUN,
1992) e locus coeruleus (NIEBER; POELCHEN; ILLES, 1997). Os receptores
P2Y pos-sinapticos estdo frequentemente relacionados a proliferacao,
diferenciacdo e morte de células neurais e gliais (BURNSTOCK;
VERKHRATSKY, 2010; PETERSON; CAMDEN; WANG; SEYE et al., 2010).
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Entre os receptores purinérgicos, os receptores do tipo P2Y1, ativados por
baixas concentrag¢des de ATP, promovem a inibicdo tonica da liberagao vesicular
de glutamato (RODRIGUES; ALMEIDA; RICHARDSON; OLIVEIRA et al., 2005).
Por outro lado, o subtipo P2X7, unico membro da familia P2X que é ativado por
altas concentragcbes de ATP (> 1mM) (GREENBERG; DI VIRGILIO;
STEINBERG; SILVERSTEIN, 1988) promove o aumento da sinalizagdo
glutamatérgica (ATKINSON; BATTEN; MOORES; VAROQUI et al., 2004; CHO;
CHOI; JANG, 2010). Os receptores de glutamato dos tipos AMPA e NMDA
presentes em estruturas encefalicas como hipocampo, amigdala basolateral e
cortex pré-frontal medial sdo importantes para os processos de formacdo e
extingdo da memoéria aversiva (GUSKJOLEN, 2016; LOPEZ; GAMACHE;
SCHNEIDER; NADER, 2015; ORSINI; MAREN, 2012; RESSLER; ROTHBAUM,;
TANNENBAUM; ANDERSON et al., 2004; SANTINI; MULLER; QUIRK, 2001).

Nos ultimos anos houve um significativo avango nos estudos da
sinalizagdo purinérgica e seu envolvimento na modulagdo de processos
fisiolégicos e patologicos no SNC, como plasticidade sinaptica, fungdes
cognitivas, dor neuropatica, neuroinflamacéo e neurodegeneracéo (BEAMER;
GOLONCSER; HORVATH; BEKO et al., 2016; BURNSTOCK, 2016; KRUGEL,
2016; NORTH, 2016). Os receptores P2 tem recebido consideravel interesse
devido ao seu potencial envolvimento em transtornos psiquiatricos (BEAMER;
GOLONCSER; HORVATH; BEKO et al., 2016; BURNSTOCK, 2015; CIESLAK;
CZARNECKA; ROSZEK, 2016; KOCH; BESPALOV; DRESCHER; FRANKE et
al., 2015; TEWARI; SETH, 2015).

Em estudos pré-clinicos, Kittner e colaboradores (1997) demonstraram
que ratos que receberam uma injecao central de um analogo do ATP exibiram
aumento da atividade locomotora e maior tempo de exploracdo das areas
centrais do campo aberto. Além disso, a ativagao de receptores dos subtipos P2
e P2Y1 produziu um perfil comportamental do tipo ansiolitico, caracterizado pelo
aumento da exploragéo dos bragos abertos no labirinto em cruz elevado (LCE),
um modelo animal de ansiedade, e o antagonismo seletivo destes receptores
produziu um efeito oposto, ou seja, um perfil do tipo ansiogénico (Kittner et al.,
2003).

Por outro lado, Pereira e colaboradores (2013) mostraram que

camundongos Swiss que receberam tratamento sistémico com antagonista
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seletivo de receptores do tipo P2 e P2X n&o apresentaram diferenga significa no
LCE, entretanto exibiram um tempo de imobilidade reduzido no teste do nado
forcado, um modelo animal preditivo para drogas com potencial efeito
antidepressivo. Além disso, observaram marcacao positiva para os subtipos
P2X7 e P2Y1 co-imunoprecipitados com a isoforma neuronal da enzima oxido
nitrico sintase (NOS1) em regi6es cerebrais como cortex pré-frontal, estriado e
hipocampo, sugerindo que estes receptores possivelmente acoplados a NOS1
poderiam modular respostas comportamentais associadas a disturbios
relacionados ao estresse.

Basso e colaboradores (2009) relataram que camundongos knockout para
receptores P2X7 evidenciaram um fendtipo do tipo antidepressivo nos testes de
suspensao pela cauda e nado forcado, sem nenhuma alteracado comportamental
no LCE. No entanto, Boucher et. al. (2011) descreveu resultados contraditérios,
relatando que camundongos P2X7 knockout reduziram o tempo de imobilidade
no teste do nado forgado apds sucessivas exposi¢coes, sugerindo que estes
receptores parecem estar envolvidos nos mecanismos adaptativos suscitados
pela exposicdo a estressores ambientais repetidos que levam ao
desenvolvimento de comportamentos semelhantes aos da depressédo. Neste
mesmo estudo, os autores relatam que os camundongos P2X7 knockout
submetidos ao LCE exibiram um perfil comportamental do tipo ansiogénico, com
menor tempo de exploracao dos bragos abertos.

Além dos resultados contraditérios em relacdo ao papel dos receptores
P2 nas respostas relacionadas a ansiedade, pouco se conhece sobre o
envolvimento do sistema purinérgico e seus subtipos especificos no
comportamento de medo aprendido e na extingdo da memoaria aversiva.

A literatura cientifica recente reporta que o ATP desempenha um
importante papel nos mecanismos de plasticidade sinaptica e formacao de
memoria (CUNHA; VIZI; RIBEIRO; SEBASTIAO, 1996; KHAKH, 2001;
WIERASZKO, 1996) sendo capaz de induzir LTP (FUJII; KATO; KURODA, 1999;
WIERASZKO; EHRLICH, 1994) via receptores P2X pds-sinapticos em fatias
hipocampais (PANKRATOV; LALO; KRISHTAL, 2002; WANG; HAUGHEY;
MATTSON; FURUKAWA, 2004). Além disso, ha facilitagdo na liberacédo de
glutamato (ILLES, 2001; MORI; HEUSS; GAHWILER; GERBER, 2001) e
consequente influxo de calcio e ativacdo de varias proteinas MAP quinases
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(MAPK) (NORTH, 2002) essenciais para a formacao e consolidagdo da memoria
(ATKINS; SELCHER; PETRAITIS; TRZASKOS et al., 1998; SZAPIRO; VIANNA;
MCGAUGH; MEDINA et al., 2003). O ATP extracelular também pode inibir a
liberagdo de glutamato pela ativagcdo de receptores pré-sinapticos P2Y
(GUZMAN; GEREVICH, 2016; INOUE, 1998; MENDOZA-FERNANDEZ;
ANDREW; BARAJAS-LOPEZ, 2000).

Os processos de formacdo da memodria e sinalizagdo celular estao
sujeitos a participagao de diversos neurotransmissores no SNC (ABEL; LATTAL,
2001; IZQUIERDO; MEDINA, 1997; NICIU; KELMENDI; SANACORA, 2012) e
muitos deles sdo bem descritos na literatura em situacdes aversivas aprendidas
(IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016; LIKHTIK; JOHANSEN, 2019; MYSKIW;
IZQUIERDO; FURINI, 2014).

Diante do exposto, tornou-se interessante investigar a participagdo do
sistema purinérgico no modelo do medo condicionado, um modelo de
aprendizado aversivo. A primeira hipotese do trabalho foi que o antagonismo de
receptores P2 promoveria aumento da resposta condicionada e prejuizo no
aprendizado da extingdo da memoria aversiva. A segunda hipotese foi que esta
resposta estaria diretamente relacionada ao envolvimento dos receptores do
subtipo P2X7.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar a participagdo do sistema purinérgico no modelo do medo

condicionado

2.2. Objetivos Especificos

O presente estudo teve como objetivos especificos:

Investigar o papel dos receptores P2 e subtipos P2Y1 e P2X7 em
animais submetidos ao protocolo de extingdo do medo

condicionado contextual

Investigar a participagcdo dos receptores purinérgicos do subtipo
P2X7 na aquisicdo e consolidacdo da extincdo do medo

condicionado ao som

Avaliar o efeito da delecado dos receptores P2X7 sobre a extingao

da memoadria de medo condicionado ao contexto ou ao som
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos selvagens (WT) C57BL/6 machos (8-10
semanas) fornecidos pelo biotério central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto (FMRP) — Universidade de Sao Paulo. Camundongos knockout para o
receptor P2X7 (P2X77-, background C57BL/6) foram provenientes do The
Jackson Lab (Bar Harbor, ME, EUA). Os animais foram mantidos no biotério do
Departamento de Farmacologia da FMRP em grupos (5-6 animais), em caixas
de acrilico (32 cm x 20 cm x 21 cm; superficie de 344,17 cm?; Alesco ®, Monte
Mor, Brasil), sob condi¢des controladas de temperatura (24 + 1°C), ciclo claro-
escuro de 12h (luzes acesas as 6h00) e com agua e comida ad libitum, exceto
durante a realizacdo do experimento. O Comité de Etica em Experimentacéo
Animal aprovou as condi¢des de habitacdo e os procedimentos experimentais
(processo numero: 043/2013).

3.2. Drogas

Antagonista ndo seletivo P2R (Hidrato de sal tetrassddico de piridoxal-6-
fosfato (benzeno-2,4-dissulfénico)) (P178, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA),
antagonista seletivo P2X7R (Cloridrato de 3-[[5-(2,3-diclorofenil)-1H-tetrazol-1-il]
metil] (A438079, TOCRIS, Ellisville, MO, USA) e antagonista seletivo P2Y1
(Cloridrato de sal tetrassddico de 2'-desoxi-N6-metiladenosina 3',5'-bifosfato
(MRS2179, Tocris, USA). Todas as drogas foram dissolvidas em solugéo salina
estéril (veiculo) e injetadas por via intraperitoneal (i.p) em um volume de 10 ml/kg
na dose de 10 ou 30 mg/kg. As doses e o periodo de administragao das drogas
foram baseados e adaptados de Pereira et al. (2013) e Kittner et al. (2003) de

acordo com a biodisponibilidade e bioequivaléncia de cada droga.

3.3. Testes comportamentais

Em todos os testes foi avaliada a porcentagem de tempo que o animal

apresentou o comportamento de congelamento, considerado quando o animal
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se encontra completamente imdvel, exceto pelos movimentos respiratorios.

3.3.1. Medo Condicionado ao Contexto (MCC)

Foi utilizada uma caixa (Insight, Ribeirdo Preto, Brasil) de 23 cm x 20 cm
x 21 cm formada por trés paredes opacas e uma parte frontal de acrilico
transparente, cujo assoalho é constituido por 23 barras metalicas condutoras de
corrente elétrica com 2 mm de didmetro e espagadas por 1 cm de distancia. O
experimento foi realizado em 3 dias consecutivos, conforme ilustrado no

esquema representativo da Figura 1.

Dia 1 - Sesséao de condicionamento: os animais foram colocados na caixa
(contexto) e apos 90s de habituagdo receberam trés choques elétricos
inescapaveis nas patas (0,85mA / 2s de duragdo) em intervalos pseudo-
randomizados (variando de 30 a 60s). Apdés o ultimo choque os animais
permaneceram na caixa por mais 60s.

Dia 2 — Sessao de extingao: os animais foram reexpostos a mesma caixa
onde foram previamente condicionados, porém em uma sala experimental
diferente, por um tempo total de 21 min e sem apresentacdo de estimulos
elétricos. Os seis primeiros minutos da sessao foram utilizados para avaliar a
expressao do medo condicionado ao contexto.

Dia 3 — Sesséo teste: os animais foram novamente colocados na caixa
(contexto) por um periodo total de 5 min sem a apresentagdao dos estimulos

elétricos.

Sessdo de Sessao de

Sesséo de Extincao Teste

Condicionamento

24h
—_—

S min 21 min 5 min
3 choques, 0,85 mA/2s

Figura 1: Esquema representativo do protocolo do Medo Condicionado ao
Contexto (MCC). Figura elaborada pelo programa BioRend.
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3.3.2. Medo Condicionado ao Som (MCS)

Neste paradigma comportamental foi utilizada uma caixa (Insight Ribeirao
Preto, Brasil) de 23 cm x 23 cm x 21 cm com caracteristicas distintas. O contexto
A consiste de trés paredes de cor preta e assoalho formado por 18 barras
metalicas condutoras de corrente elétrica com 2 mm de didametro e espacamento
de 1 cm. No contexto B, as trés paredes apresentam listras verticais preto e cinza
opaco e assoalho de acrilico liso cinza opaco. Em ambos os contextos a parede
frontal da caixa é de acrilico transparente. Tanto o contexto A quanto o B sdo
iluminados com uma luz branca de 6 Lux posicionada na parede traseira da
caixa. Uma pequena abertura na caixa guarda o alto-falante pelo qual o som é
apresentado. O experimento foi realizado em 3 dias consecutivos, conforme

esquema ilustrativo na Figura 2:

Dia 1 - Sesséo de condicionamento: os animais foram colocados na caixa
de condicionamento (contexto A) e apds 120s de habituag¢ao foram apresentados
5 tons (1kHz, 70dB, 30s de duragéo) co-terminados com um choque elétrico nas
patas (0,45mA / 1s de duragéo) em intervalos pseudo-randomizados (variando
de 20 a 120s). Apos o ultimo estimulo os animais permaneceram na caixa por
mais 120s.

Dia 2 — Sessao de extincdo: os animais foram expostos a um novo
contexto (contexto B), onde permaneceram 120s antes da apresentacao de 18
tons (1kHz, 70dB, 30s).

Dia 3 — Sessao teste: os animais foram novamente colocados no contexto

B e apds 120s foram apresentados 9 tons (1kHz, 70dB, 30s).

Sessao de Condicionamento Sessao de Extingao Sessio de Teste

Contexto A Contexto B Contexto A Contexto B Contexto A Contexto B

N
“w 24h
4

5 choques, 0,45 mA/1s
5 tons, 1 kHz, 70dB/30s

18 tons, 1 kHz, 70dB/30s 9 tons, 1 kHz, 70dB/30s

Figura 2: Esquema representativo do protocolo do Medo Condicionado ao Som
(MCS). Figura elaborada pelo programa BioRend.
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3.4. Analise Estatistica de Dados

Os resultados foram analisados com ANOVA (analise de variancia) de
uma ou duas vias ou por teste t de Student, conforme apropriado. Os poés-
testes foram realizados com o método mais adequado para o procedimento
adotado. Os dados foram expressos como média £ EPM. A hipotese nula foi

rejeitada com o p < 0.05.

PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.1. Experimento 1: Participagcao dos receptores purinérgicos P2 e
subtipos P2X7 e P2Y1 sobre a aquisi¢ao/consolidagao da extingao

no modelo do medo condicionado ao contexto.

Para avaliar a participacdo de receptores P2 sobre a extingdo da
memoéria de medo condicionado ao contexto, os animais WT foram tratados
com uma injec¢ao i.p. 10 min antes ou imediatamente apds a sessao de
extingdo. Grupos independentes de animais receberam o antagonista nao
seletivo de receptores P2 (P178; 10 ou 30 mg/kg, n=6-7), ou antagonista
seletivo de receptores P2X7 (A438079; 10 mg/kg, n=6), ou antagonista
seletivo de receptores P2Y1 (MRS2179; 10 mg/kg, n=5), ou veiculo (n=6-7).

4.2. Experimento 2: Participagdo dos receptores purinérgicos P2X7
sobre a aquisi¢cao/consolidagcao da extingao no modelo do medo

condicionado ao som.

Para avaliar a participacdo de receptores P2X7 sobre a extingdo da
memoria de medo condicionado ao som, os animais WT foram tratados com
uma injecao i.p. 10 min antes ou imediatamente apds a sesséo de extingao
com antagonista seletivo de receptores P2X7 (A438079; 10 mg/kg, n=8-11)

ou veiculo (n=9).
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4.3. Experimento 3: Efeito da delegcao dos receptores P2X7 sobre a
extincao da meméria de medo condicionado ao contexto ou ao

som.
Camundongos P2X77- (n=9-10) e seus respectivos controles (n=8-9)
foram utilizados para avaliar a participagao dos receptores P2X7 em todas

as fases do medo condicionado.
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5. RESULTADOS

5.1. O antagonismo de receptores purinérgicos no processo de

extingao da memoéria aversiva condicionada

Inicialmente, os animais submetidos ao MCC foram tratados com
antagonista nao seletivo de receptores P2 (P178) antes da sess&o de extingéo.
Neste paradigma, aqueles que receberam a dose mais elevada de P178 (30
mg/kg) apresentaram maior porcentagem de congelamento quando comparados
com o grupo veiculo (F2,17=5,5; p<0,05; Figura 3). Embora ambos os grupos
tenham apresentado uma diminuigdo dos niveis de congelamento ao final dos
21 minutos da seg¢do de extingdo (tempo: Fs,102=40,28; p<0,01; tratamento:
F2,17=4,40; p<0.01; interagcdo: F12,102=2,52; p<0,01; Figura 3b), na sesséo de
teste apenas o grupo tratado com P178 na dose de 30 mg/kg apresentou
elevados niveis de congelamento. Portanto, os dados sugerem que o
antagonismo dos receptores P2 prejudica a reten¢ao do aprendizado da extingédo
(F2,17=6,2; p< 0,01, Figura 3b).
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P178 Extingao Teste
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Figura 3: Antagonismo nao seletivo de receptores purinérgicos P2, antes da
sessao de extingao, prejudica a retencao da memoria de extingao no paradigma
do medo condicionado ao contexto. Efeito da injecao sistémica do antagonista nao
seletivo de receptores P2 (P178; 10 ou 30 mg/kg, n=6-7/grupo) ou veiculo (n=7) 10
minutos antes da sesséo de extingdo. a) expressdo da memoria de medo observada
nos 6 primeiros minutos da sesséo de extingdo, ANOVA de uma via seguida pelo pds-
teste de Dunnett. b) Perfil da extingdo da memdria aversiva durante os 21 min da sessao
de extingdo e teste; ANOVA de duas vias, seguida pelo pos-teste de Bonferroni. Os
dados estao apresentados como média + EPM. *p<0,05 em relagéo ao grupo veiculo.

Em seguida foi avaliada a participagado dos receptores P2X7 por meio da
administracdo do antagonista seletivo (A438079; 10mg / kg; n=6), antes da
sessao de extingdo do MCC. Os animais apresentaram maiores niveis de
congelamento durante o periodo de expressdo da memoria aversiva
(F2,15=21,72; p<0,05; Figura 4a), nos seis primeiros minutos da sessao de
extingdo, enquanto que os grupos tratados com o antagonista seletivo de
receptores P2Y1 (MRS2179) ou veiculo n&o exibiram diferenga entre si. Todos
os grupos mostraram aprendizado do processo de extingao (tempo: Fe84=72,24;
p<0,001; tratamento: F2,14=9,81; p<0,05; interacao: F12,84=4,05; p<0,001; Figura
4b). Entretanto, durante a sessdo de teste, apenas o grupo tratado com o
antagonista seletivo de receptores P2X7 (A438079) apresentou aumento da
resposta condicionada (F2,14=3,80; p<0,05; Figura 4b) e prejuizo na retencéo da

memodria de extingdo no dia do teste (F2, 14=3,8; p=0,04; Figura 4b).
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Figura 4: Antagonismo seletivo de receptores purinérgicos do tipo P2X7, antes da
sessdo de extingao, prejudica a retengao da memoria de extingao no paradigma
do medo condicionado ao contexto. Efeito da injecdo sistémica do antagonista
seletivo de receptores P2X7 (A438079; 10 mg/kg, n=5), antagonista seletivo de
receptores P2Y1 (MRS2179; 10mg/kg; n=5) ou veiculo (n=7) 10 minutos antes da
sessao de extingdo. a) expressao da memoéria de medo observada nos 6 primeiros
minutos da sessdo de extingdo. Anadlise estatistica realizada: ANOVA de uma via
seguida pelo pods-teste de Dunnett. b) Perfil da extingdo da memdaria aversiva durante
0s 21 min da sessao de extingao e sessao de teste da retencdo da meméoria de extingao.
Andlise estatistica realizada: ANOVA de duas vias, seguida pelo pds-teste de
Bonferroni. Os dados estdo apresentados como média £ EPM. *p<0,05 em relacéo ao
grupo veiculo.

No paradigma do MCC, animais tratados imediatamente apds a sessao
de extingdo com antagonista nao seletivo de receptores P2 (P178; 10 ou 30 mg
/ kg, n=6) ndo apresentaram diferenga significativas nos processos de expressao
(F2.26=1,9; p=0,16; Figura 5a) e extingdo da memoria aversiva (tempo: Fs,156 =
41,0; p<0,001; tratamento: F2,26=0,74; p=0,48; interacao: F12,156=1,10; p=0,36;
Figura 5b), assim como na retencdo da memoria de extingdo durante a sesséo
de teste (F2,27=0,45; p=0,64; Figura 5b).
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Figura 5: Antagonismo nao seletivo de receptores purinérgicos P2, logo apds a
sessao de extingao, nao afeta a consolidag¢ao da extingao do medo condicionado
ao contexto. Efeito da injegdo sistémica do antagonista nao seletivo de receptores P2
(P178; 10 ou 30 mg/kg, n=6-7/grupo) ou veiculo (n=7) imediatamente apds a sessao de
extingdo. a) expressdo da memoria de medo observada nos 6 primeiros minutos da
sessdo de extingdo. Analise estatistica realizada: ANOVA de duas vias seguida pelo
pos-teste de Dunnett. b) Perfil da extincdo da meméria aversiva durante os 21 min da
sessdo de extincdo e sessao de teste da retencdo da memodria de extingdo. Analise
estatistica realizada: ANOVA de duas vias, seguida pelo pos-teste de Bonferroni. Os
dados estao apresentados como média + EPM. *p<0,05 em relagéo ao grupo veiculo.

No paradigma do MCS, todos os animais apresentaram aumento da
porcentagem de congelamento ao longo do processo de aquisigdo da memaoria
aversiva ao Contexto A (F4,76=64,78; p<0,001) e ndo foi observada diferenca
entre os grupos (F1,19=4,28; p=0,523; Figura 6 - Dia1).

No dia seguinte, durante a sessao de extingdo no Contexto B, os animais
apresentaram baixo nivel basal de congelamento e ao iniciar a apresentagéo dos
tons foi observado um aumento da resposta condicionada em ambos os grupos.
Embora essa porcentagem tenha diminuido ao longo do processo de extingao,
animais tratados com antagonista seletivo de receptores P2X7 (A438079;
10mg/kg; n=11) antes da sessao de extingdo, apresentaram diferenga no perfil
de extingdo em relagdo ao grupo tratado com solugcdo salina (n=9) (tempo:
F5,90=63,22; p<0,0001; tratamento: F1,18=7,84; p=0,011; interacdo: Fs59=2,88;
p=0,018; Figura 6 - Dia2), sugerindo uma resisténcia no aprendizado da

extincdo. Na sessdo de teste no Contexto B, os animais tratados com
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antagonista seletivo de receptores P2X7 (A438079) exibiram alta porcentagem
basal de congelamento, ou seja, antes da apresentagcdo do tom (t18=3,149;
p<0,0001; Figura 6 - Dia3) quando comparados com 0s animais tratados com
solugcdo salina. Apds o inicio da apresentagcdao dos tons, esta diferenca
permaneceu significativa entre os grupos (t18=2,315; p<0,05), sugerindo uma
generalizagdo do medo.
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Figura 6: Antagonismo seletivo de receptores purinérgicos do tipo P2X7, antes
da sessao de extingdo, promove resisténcia ao aprendizado da extingdo no
paradigma do medo condicionado ao som e promove déficit na retengcdo da
memoria de extingado, sugerindo uma generalizagao da resposta aversiva no dia
do teste. Efeito da injecdo sistémica do antagonista seletivo de receptores P2X7
(A438079; 10 mg/kg, n=11) ou veiculo (n=9) 10 minutos antes da sesséo de extingéo.
Dia 1) Aquisicdo da memoria aversiva durante apresentagao de cada estimulo (tom +
choque). Dia 2) Perfil de extingdo da memaria aversiva em relagdo a média de 3 tons
apresentados. Dia 3) Sessao de teste da retencdo da memoria de extingdo com um
bloco de 9 tons. Andlises estatisticas realizadas: ANOVA de duas vias ou teste t de
Student seguida pelo pos-teste de Bonferroni. Os dados estao apresentados como
média = EPM. *p < 0,05 em relag&o ao grupo veiculo.

Para observar se o efeito do antagonismo dos receptores P2X7 se deve
ao processo de consolidagdo da memdria de extingdo, o antagonista seletivo de
receptores P2X7 (A438079 10mg/kg, n=8) foi administrado imediatamente apds
a sessao de extingdo. Observa-se que néo houve diferencga significativa quando
comparados ao grupo tratado com solugdo salina (n=9) ((t15=1,285; p>0,05);
Figura 7 — Dia 3) sugerindo que os receptores P2X7 sdo importantes para a
aquisigcao da memoria de extingdo no MCS.
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Figura 7: Antagonismo seletivo de receptores purinérgicos do tipo P2X7, logo
apos a sessdao de extingao, nao afeta a consolidagdo da extingido do medo
condicionado ao som. Efeito da injecdo sistémica do antagonista seletivo de
receptores P2X7 (A438079; 10 mg/kg, n=8) ou veiculo (n=9) imediatamente apds a
sessao de extingdo. Dia 1) Aquisicdo da memoria aversiva durante apresentagéo de
cada estimulo (tom + choque). Dia 2) Perfil de extingdo da memoéria aversiva em relagao
a média de 3 tons apresentados. Dia 3) Sessao de teste da retengdo da memoaria de
extingdo com um bloco de 9 tons. Analises estatisticas realizadas: ANOVA de duas vias
ou teste t de Student seguida pelo pos-teste de Bonferroni. Os dados estédo
apresentados como média + EPM. *p < 0,05 em relagéo ao grupo veiculo.

5.2. Efeito da auséncia de receptores P2X7 no processo de extingao

da memodria aversiva condicionada

No paradigma do medo condicionado ao contexto, os animais P2X7-
(n=9) apresentaram um aumento na expressao da memoria aversiva (t16=2,84;
p<0,05; Figura 8a) durante os seis primeiros minutos da sessédo de extingao,
quando comparados aos seus respectivos controles (n=8). Além disso, ao longo
da sessdo de extingdo, ambos os grupos exibiram redu¢do no comportamento
de congelamento (tempo: Fe90=74,66; p<0,001; gendtipo: F1,15=8,47; p<0,05;
interacao: Fs,90=3,38; p<0,01 Figura 8b). Entretanto, na sess&o de teste, somente
os animais P2X77- apresentaram maior tempo de congelamento quando

comparados ao grupo controle (t1s = 3,76; p<0,01; Figura 8b).
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Figura 8: A auséncia de receptores purinérgicos do tipo P2X7 prejudica a retengéao
da memoria de extingao no paradigma do medo condicionado ao contexto. Efeito
da delecao genética de receptores P2X7 (n= 9) comparados ao grupo controle (n=8). a)
expressao da memoria de medo observada nos 6 primeiros minutos da sessdo de
extingdo. Andlise estatistica realizada: One-way ANOVA e teste t de Student seguida
pelo pos-teste de Dunnett. b) Perfil da extingdo da memdria aversiva durante os 21 min
da sessédo de extingdo e sessio de teste da retengdo da memoria de extingdo. Analise
estatistica realizada: ANOVA de duas vias, seguida pelo pés-teste de Bonferroni. Os
dados estao apresentados como média £ EPM. *p<0,05 em relagédo ao grupo veiculo.

No paradigma do medo condicionado ao som, todos os animais
apresentaram aumento da porcentagem de congelamento ao longo do processo
de aquisi¢cdo da memoria aversiva no Contexto A (Fs,76 = 46,69; p <0,001; Figura
9 — Dia1) e nao foi observada diferenga entre os grupos (F1,19 = 0.209, p = 0.652;
Figura 9 - Dia1). No dia seguinte, durante a sessao de extingdo no Contexto B,
os animais P2X77 (n=10) exibiram alto nivel basal de congelamento antes da
apresentacao do primeiro tom (t19 = 8,234; p<0,0001; Figura 9 — Dia2), além de
prejuizo no aprendizado da extingdo em relagao ao grupo veiculo (n=11) (tempo:
F505=79,64; p<0,0001; gendtipo: F1,19=18,36; p=0,0004; interagéo: F595=9,57;
p<0,0001; Figura 9 — Dia2). Na sess&o de teste, no Contexto B, os animais
P2X77- também apresentaram maior nivel basal de congelamento e
generalizagdo do medo antes da apresentagao do tom (tis = 3,149; p<0,0001;
Figura 9 — Dia3), assim como uma maior resposta condicionada quando
comparados com seus respectivos controles (t19=5,086; p<0,0001; Figura 9 —

Dia3) apos o inicio da apresentagéo dos tons.
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Figura 9: A auséncia de receptores purinérgicos do tipo P2X7 promove
resisténcia a extingao e prejudica a retengdao da memoria de extingao no
paradigma do medo condicionado ao som, sugerindo generalizagdo do medo.
Efeito da delegao genética dos receptores P2X7 (n=10) comparados ao grupo controle
(n=9). Dia 1) Aquisicdo da memoria aversiva durante apresentacao de cada estimulo
(tom+choque). Dia 2) Perfil de extingdo da memdria aversiva em relagdo a média de 3
tons apresentados. Dia 3) Sessao de teste da retengdo da memdria de extingdo com
um bloco de 9 tons. Analises estatisticas realizadas: ANOVA de duas vias ou teste t de
Student seguida pelo pos-teste de Bonferroni. Os dados estao apresentados como
média + EPM. *p < 0,05 em relag&o ao grupo veiculo.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que o antagonismo de receptores P2, antes
da sessao de extingao, promoveu aumento da expressiao do medo contextual e
prejudicou a retengao da memoria de extingdo, como pode ser observado no dia
do teste. Porém, o aumento da REC ndo impediu que os animais extinguissem
a memoria aversiva ao longo da sessao de extingdo, uma vez que todos grupos
apresentaram um decréscimo do porcentual de congelamento ao longo do tempo
na sessao de extingao, ou seja, todos adquiriram uma nova memoria. Resultados
similares foram obtidos com o antagonismo seletivo de receptores do subtipo
P2X7, mas ndo com o antagonismo seletivo de receptores P2Y1. Além disso, o
perfil comportamental dos camundongos P2X7-- foi semelhante ao observado
com o antagonismo farmacolégico.

A administragdo de antagonista P178 (antagonista n&o seletivo de
receptores P2), apds a sessdo de extingdo, ndo interferiu com a retengédo da
memoria de extingdo no dia do teste no MCC, sugerindo que os receptores P2
participam de ambos os processos, aquisicdo e consolidacdo da memoria de
extincao.

O envolvimento do sistema purinérgico em respostas pré-clinicas
relacionadas ao medo e a ansiedade até o momento € inconsistente, conforme
descrito na sessao de introducdo (BASSO; BRATCHER; HARRIS; JARVIS et al.,
2009; BOUCHER; ARNOLD; HUNT; SPIRO et al., 2011; KITTNER; FRANKE;
FISCHER; SCHULTHEIS et al., 2003; PEREIRA; CASAROTTO; HIROAKI-
SATO; SARTIM et al., 2013). E importante ressaltar que o LCE é um modelo de
ansiedade que avalia a conduta natural da espécie de evitar espagos abertos e
elevados (GRAEFF, 2005; KORTE; DE BOER, 2003). No modelo do medo
condicionado, um modelo de aprendizado associativo aversivo, ha aquisi¢cao de
um novo comportamento em funcdo da experiéncia, em outras palavras,
aprendizagem. Portanto, o modelo do medo condicionado ilustra-se em termos
cognitivos. Logo, o potencial de associagdo do estimulo a ser condicionado
depende do grau de informagdo que ele fornece ao animal (GRAEFF, 2005;
MAREN, 2001). E possivel observar que esses testes sdo baseados em
diferentes contingéncias aversivas que podem envolver substratos
neurobioldgicos diferentes (GOMES; KAKIHATA; SEMEDO; HOTT et al., 2014).
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E interessante ressaltar que nossos resultados ndo corroboram os
observados por Campos et al. (2014), um estudo em que o antagonismo de
receptores P2X7 no hipocampo de ratos ou a delecdo de receptores P2X7 em
camundongos promoveram um comportamento de congelamento reduzido no
protocolo do MCC. Alguns aspectos poderiam explicar a discrepancia
encontrada, Campos et al. (2014) utilizaram um protocolo de choque com menor
intensidade, menor tempo de exposicdo e nao distribuidos aleatoriamente.
Esses parametros podem gerar niveis mais baixos de REC. Além disso, os
resultados opostos também poderiam ser explicados pelas diferentes vias de
administracdo - central e sistémica, em que a injecao sistémica pode afetar
diferentes regides cerebrais, como amigdala, cértex pré-frontal e substancia
cinzenta periaquedutal, envolvidas no aprendizado da memoéria aversiva
(QUIRK; MUELLER, 2008).

Entretanto, nossos resultados também mostraram que no protocolo do
MCS, tanto o antagonismo farmacolégico quanto a delegcdo genética de
receptores P2X7 sugere um prejuizo na aprendizagem da extingdo, em que os
animais tratados apresentam uma resisténcia na extingdo da memdria aversiva
quando comparados com o grupo controle durante a sesséo de extingdo. Além
disso, no dia do teste, os animais exibiram uma resposta condicionada basal, ou
seja, antes da apresentagdo do estimulo condicionado (som), sugerindo uma
falha ao discriminar o estimulo aversivo e um perfil de generalizagdo do medo.
E interessante observar que os animais P2X7(") ja exibiram a generalizagdo
antes da sesséao de extingao.

Embora a generalizagdo seja uma resposta adaptativa importante frente
a situagdes de ameaca que apresentem caracteristicas semelhantes a uma
experiéncia prévia de perigo (ASOK; KANDEL; RAYMAN, 2018), a
generalizagao excessiva € inadequada, sendo uma das principais caracteristicas
de transtornos de ansiedade (DUNSMOOR; PAZ, 2015). Portanto, a
compreensao desse processo é fundamental ndo apenas para a identificacao de
mecanismos neuronais que se relacionam especificamente ao aprendizado
associativo do medo, mas também para compreender a transicdo de estados
emocionais de medo normal para a ansiedade patoldgica exibida em disturbios

afetivos, como o transtorno de estresse poés-traumatico (LISSEK; POWERS;
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MCCLURE; PHELPS et al., 2005). Os dados do presente estudo mostram que
os receptores P2X7 tem um papel importante na modulacédo deste processo.

Vale salientar que diferentes vias neurais podem ser recrutadas na
resposta emocional eliciada tanto pelo MCC quanto pelo MCS (PHILLIPS;
LEDOUX, 1992). No MCC, a codificagdo de que o estimulo condicionado é um
contexto ocorre no hipocampo e, no MCS, a deteccdo de que o estimulo
condicionado € uma pista especifica (som) envolve a porc¢éao lateral da amigdala
(ORSINI; MAREN, 2012; PHILLIPS; LEDOUX, 1995). Entretanto, estas duas
estruturas formam uma representagéo conjuntiva importante que unem multiplos
elementos durante o condicionamento aversivo (MAREN, 2008). Junto com o
cortex pré-frontal medial, essas regides encefalicas parecem ser cruciais na
generalizagao da memodria aversiva (BESNARD; SAHAY, 2016; LISSEK, 2012).

A atividade dos circuitos neurais envolvidos no armazenamento e
processamento da memdria € governada pelo equilibrio na modulag&o de varios
neurotransmissores e moduladores no SNC (FROEMKE, 2015; MONGILLO;
RUMPEL; LOEWENSTEIN, 2018; SINGEWALD; SCHMUCKERMAIR;
WHITTLE; HOLMES et al., 2015). Alterar esse balango afeta as fungdes a nivel
de circuito, levando a alteragcbes comportamentais distintas (MCINTYRE;
MCGAUGH; WILLIAMS, 2012). Além do papel central na memoaria aversiva, essa
modulagdo também € importante na generalizagdo do medo (VIEIRA;
CORCHES; LOVELACE; WESTBROOK et al., 2015).

Alguns estudos propdem o envolvimento do ATP e dos receptores P2X
nos mecanismos de plasticidade sinaptica e formagdo de memoria no
hipocampo, mostrando que o ATP atua na potenciagdo de longo prazo e em
outros mecanismos moleculares envolvidos com a aprendizagem e processos
de memodria (FUJII; KATO; KURODA, 2002; LORCA; ROZAS; LOYOLA;
MOREIRA-RAMOS et al., 2011; MORI; HEUSS; GAHWILER; GERBER, 2001).
Os resultados do presente trabalho sugerem que o ATP enddgeno atuando em
receptores do subtipo P2X7 esta envolvido na extingdo da memaria aversiva.

Entre os receptores P2X, o subtipo P2X7 tem recebido consideravel
interesse devido ao seu potencial envolvimento em transtornos psiquiatricos
(TEWARI; SETH, 2015; YOUNG; GORECKI, 2018). Expresso tanto neurdnios
quanto em células gliais (IMENEZ-MATEOS; SMITH; NICKE; ENGEL, 2019)

estes receptores parecem modular a liberagao de diferentes neurotransmissores
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no SNC, como glutamato, serotonina (5-HT) e noradrenalina (NA) (CHO; CHOI;
JANG, 2010; GOLONCSER; BARANYI; BALAZSFI; DEMETER et al., 2017).

O ATP facilita a libertagdo de glutamato por um mecanismo pré-sinaptico
envolvendo receptores P2X7 no hipocampo de roedores (PAPP; VIZI;
SPERLAGH, 2004; SPERLAGH; KOFALVI; DEUCHARS; ATKINSON et al.,
2002). Ja no cortex cerebral de ratos, os P2X7 modulam tanto a liberagdo
vesicular (BARROS-BARBOSA; LOBO; FERREIRINHA; CORREIA-DE-SA et al.,
2015; MARCOLI; CERVETTO; PALUZZI; GUARNIERI et al., 2008) quanto a
recaptagdo deste neurotransmissor (BARROS-BARBOSA; FONSECA;
GUERRA-GOMES; FERREIRINHA et al., 2016; LO; HUANG; CHOU; TSENG et
al., 2008).

Em cultura de neurbnio corticais, antagonistas de receptores P2X7R
reduziram a amplitude das correntes evocadas por glutamato (KOVANYI;
CSOLLE; CALOVI; HANUSKA et al., 2016). No hipocampo de animais P2X7("),
foi detectado menor nivel basal de glutamato extracelular (CSOLLE; BARANY]I,
ZSILLA; KITTEL et al.,, 2013). O glutamato € o principal neurotransmissor
excitatorio no SNC e a neurotransmisséo glutamatérgica desempenha um papel
fundamental na plasticidade sinaptica e memdéria (RIEDEL; PLATT; MICHEAU,
2003; SINGEWALD; SCHMUCKERMAIR; WHITTLE; HOLMES et al., 2015;
TSIEN; HUERTA; TONEGAWA, 1996).

O processo de extingdo conta com a participagao dos receptores do tipo
NMDA em estruturas como hipocampo, amigdala basolateral e cortex pré-frontal
infralimbico (CORCORAN; DONNAN; TRONSON; GUZMAN et al., 2011;
ORSINI; MAREN, 2012) portanto, é possivel sugerir que a modulagéo
glutamatérgica e purinérgica podem juntas desempenhar um papel importante
no aprendizado aversivo. Além disso, a fase de evocacao requer trafico de
receptores do tipo AMPA e sintese proteica no hipocampo (LOPEZ; GAMACHE;
SCHNEIDER; NADER, 2015) e alguns estudos mostram que os receptores P2X7
podem ativar diretamente a enzima fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), um dos
principais mediadores da inser¢gdo de AMPA (MAN; WANG,; LU; JU et al., 2003),
propondo que esses receptores possam contribuir para a forga sinaptica e
formacao de memodrias (BAINS; OLIET, 2007; JACQUES-SILVA; RODNIGHT;
LENZ; LIAO et al., 2004).
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O papel do receptor P2X7 na regulacgao da liberagdo de 5-HT mostra que
0 antagonista destes receptores aumentou o nivel extracelular de 5-HT no cértex
pré-frontal in vivo e inibiu o transportador de 5-HT (LORD; ALUISIO;
SHOBLOCK; NEFF et al., 2014) . No mesmo sentido, ha trabalhos mostrando
aumento nos niveis basais de 5-HT no hipocampo de camundongos P2X7(")
(CSOLLE; BARANYI; ZSILLA; KITTEL et al., 2013). O 5-HT pode apresentar
diferentes funcdes nos diversos sistemas cerebrais, dependendo do subtipo de
receptor serotonérgico especifico para o neurotransmissor (DEAKIN; GRAEFF,
1991) e exerce efeitos complexos e muitas vezes paradoxais no medo aprendido
(HOMBERG, 2012). Por exemplo, agonistas do receptor 5-HT2ac promovem
efeito do tipo ansiogénico quando administrados diretamente na amigdala
(CAMPBELL; MERCHANT, 2003; GIBSON; BARNFIELD; CURZON, 1994;
JIANG; XING; YANG; VERMA et al.,, 2009) e ha relatos do aumento da
concentracdo de 5-HT durante e apds o condicionamento aversivo
(KAWAHARA; YOSHIDA; YOKOO; NISHI et al., 1993; YOKOYAMA; SUZUKI;
SATO; MARUTA et al., 2005). Entretanto, injecdes sistémicas facilitam tanto o
consolidagao quanto a extingdo do medo (ZHANG; ASGEIRSDOTTIR; COHEN;
MUNCHOW et al., 2013).

A administracao sistémica aguda de inibidores seletivos da recaptagao de
serotonina aumenta a aquisicdo e a expressdo do medo condicionado
(BURGHARDT; SULLIVAN; MCEWEN; GORMAN et al., 2004; HASHIMOTO;
INOUE; MURAKI; KOYAMA, 2009). Por outro lado, a administracdo de agonistas
de 5-HT1a promove efeitos do tipo ansiolitico e diminui a aquisicdo e a expressao
do medo condicionado ao contexto (LACIVITA; LEOPOLDO; BERARDI;
PERRONE, 2008; STIEDL; MISANE; SPIESS; OGREN, 2000). Vale também
lembrar que o aumento da 5-HT facilita as rea¢des de defesa potencial ou distal
na amigdala e observa-se um perfil ansiogénico em modelos animais de
ansiedade (GRAEFF, 2002). No presente estudo foi observado um aumento da
resposta condicionada e isso pode ser correlacionado com o0 aumento nos niveis
de 5-HT mediado pelos receptores P2X7 em regides encefalicas importantes
para o processamento da memdria aversiva.

Estudos também mostram que camundongos P2X7(") apresentam baixo
nivel basal de noradrenalina no hipocampo (CSOLLE; BARANYI; ZSILLA;

KITTEL et al., 2013). Este neurotransmissor €& essencial para memoria
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(MCGAUGH, 2013) sendo que o aprimoramento farmacologico da transmisséo
noradrenérgica melhora a consolidagdo da memoria aversiva (GAZARINI;
STERN; CAROBREZ; BERTOGLIO, 2013; TULLY; BOLSHAKOV, 2010). A
noradrenalina também pode influenciar neurotransmissdo glutamatérgica,
promovendo a LTP e aumentando a insergcéo pds-sinaptica de receptores do tipo
AMPA (LUO; ZHOU; LI; WU et al., 2015). Em cultura de células gliais, o bloqueio
de receptores P2X7 atenuou completamente os efeitos da noradrenalina na forga
sinaptica (BAINS; OLIET, 2007).

Codocedo et al. (2013) mostram também que o ATP induz a produgéo de
NO no hipocampo independente da atividade do receptor NMDA, mas
diretamente associado a ativacdo do receptor P2X7 e pode estar envolvido na
regulacéo da excitabilidade neuronal, desempenhando um importante papel no
processamento da memaoria no hipocampo.

Ao todo, existem evidéncias substanciais de que os receptores P2X7
modulam a liberacdo de 5-HT, NA, glutamato e NO, que sdo mecanismos
consistentemente envolvidos na formagdao e processamento da memoria
aversiva.

Como previamente discutido em trabalho publicado pelo presente estudo,
a ativacédo de receptores purinérgicos do subtipo P2X7 também parece estar
envolvida com a regulagdo da liberagdo de IL-1B e ativagdo do eixo HPA,
consequentemente interferindo com os processos aprendizado do medo e
extingdo da memodria (DOMINGOS; HOTT; TERZIAN; RESSTEL, 2018).
Entretanto, muitos estudos ainda sao necessarios para verificar os mecanismos

moleculares downstream dos receptores P2X7 envolvidos em tais efeitos.
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7. CONCLUSAO

Os dados do presente estudo mostram a participacdo dos receptores
purinérgicos do tipo P2X7 em situagdes aversivas aprendidas, em que a agao
desses receptores esta envolvida com a aquisicdo da extingao, de forma que o
bloqueio farmacoldgico ou a auséncia dos receptores P2X7 favorecem a
resposta emocional condicionada. Portanto, € possivel considerar que o sistema
purinérgico seja um candidato para o desenvolvimento de novas terapias para o

tratamento de transtornos de ansiedade.
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ABSTRACT

The purinergic system consists of two large receptor families — P2X and P2Y. Both are activated by
adenosine triphosphate (ATP), although presenting different functions. These receptors are present in
several brain regions, including those involved in emotion and stress-related behaviors. Hence, they
seem to participate in fear- and anxiety-related responses. However, few studies have investigated the
purinergic system in threatening situations, as observed in contextual fear conditioning (CFC). Therefore,
this study investigated the involvement of purinergic receptors in the expression and extinction of
aversive memories. C57Bl/6 background mice were submitted to the CFC protocol. Wildtype (WT) mice
received i.p. injection of either a nonselective P2 receptor (P2R) antagonist, P178 (10 or 30 mg/kg); a
selective P2X7 receptor (P2X7R) antagonist, A438079 (10 mg/kg); a selective P2Y1 receptor (P2Y1R)
antagonist, MRS2179 (10 mg/kg); or vehicle 10 min prior to or immediately after the extinction session.
Additionally, P2X7R KO mice were tested in the CFC protocol. After P2R antagonist treatment, contextual
fear recall increased, while acquisition of extinction was impaired. Similar results were observed with the
selective P2X7R antagonist, but not with the selective P2Y1R antagonist. Interestingly, P2X7R KO mice
showed increased contextual fear recall, associated with impaired acquisition of extinction, in accor-
dance with pharmacologic P2X7R antagonism. Our results suggest that specific pharmacological or ge-
netic blockade of P2X7R promotes anxiogenic-like effects, along with deficits in extinction learning.

Thus, these receptors could present an alternative treatment of stress-related psychiatric disorders.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Psychiatric disorders have a significant impact on the quality of
individual life, resulting in personal, social and devastating eco-
nomic consequences (WHO, 2008). Several stress-related disorders,
such as anxiety, have been widely studied, but its pathophysiology
is still poorly understood (Graeff, 2005). Nonetheless, the current
treatment for several mood disorders — based on pharmacological
intervention and psychotherapy — are not always effective
(Hoffman and Mathew, 2008; Temel et al., 2012).

Besides symptoms related to increased alertness, patients
diagnosed with anxiety-related emotional disorders might also
present impairment in extinction of aversive memories (Muigg
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et al, 2008; Gourley et al., 2009). Fear extinction has an enor-
mous physiological and/or adaptive importance. In contrast,
diminished ability to extinguish an aversive memory causes
repeated or exacerbated responses to cues that no longer predict
danger or even during safe situations (Izquierdo et al., 2002).
Nowadays, there is a growing interest in understanding the neural
basis and mechanisms involved in fear extinction, especially when
this process is considered as part of anxiety-related disorders
treatment (Taylor et al., 2003; Davis et al., 2006).

A widely used animal test to study fear-associated disorders is
fear conditioning, based on classical Pavlovian conditioning. In this
test, an initially neutral stimulus, such as a context, is associated
with an aversive (unconditioned) stimulus, usually electric foot-
shocks (Fendt and Fanselow, 1999). Thus, the previous neutral
stimulus, now considered a conditioned stimulus, predicts the
aversive stimulus when the animal is re-exposed to it. Therefore,
conditioned-unconditioned stimuli association is observed, allow-
ing the study of aversive memory acquisition. (Fanselow, 1980;
Lattal and Abel, 2001). Moreover, prolonged exposure only to the
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conditioned stimulus initiates another learning processes named
extinction of the aversive memory (Suzuki et al., 2004; Milad et al.,
2006). During this process, a new memory is formed in which the
animal learns that the context no longer predicts shock, and fear
expression decreases (Vidal-Gonzalez et al., 2006; Burgos-Robles
et al., 2007; Quirk and Mueller, 2008).

Extinction processing depends on several brain regions' activity,
such as the hippocampus, amygdala and pre-frontal cortex
(Fiorenza et al., 2012; Orsini and Maren, 2012). Interestingly, pu-
rines and purinergic receptors (P2R) are present in these areas,
where these receptors and the main endogenous purine, adenosine
5’-triphosphate (ATP), are widely expressed and secreted in glial
cells and neurons, respectively (del Puerto et al., 2013; Burnstock
2015).

The P2R are classified according to their function, pharmaco-
logical and molecular characteristics into two major families: the
P2X ligand-gated cationic channel receptors (P2X1—7 subtypes)
and the P2Y G protein-coupled receptors (P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12 sub-
types) (Kennedy and Burnstock, 1985; Abbracchio and Burnstock,
1994).

The interest in purines and the purinergic system has increased
in the past years due to its involvement in the modulation of several
physiological mechanisms such as synaptic plasticity, neuropathic
pain, neuroinflammation and degeneration, cognition and behavior
(Burnstock, 2007, 2015; Edwards et al, 1992; Inoue et al,
1996Pankratov et al., 1999; Mori et al., 2001; Jo and Role, 2002;
Fredholm et al., 2005; Illes et al., 2012). Lately, P2R have also
been associated with several psychiatric disorders, such as anxiety
(Koles et al., 2005; Burnstock, 2007, 2015; Matute and Cavaliere,
2011; Cieslak et al., 2017; Krugel, 2016). Nevertheless, more evi-
dence is necessary to associate the purinergic system with the
neurobiology of those mental disorders.

In preclinical studies, Kittner et al. (1997) demonstrated that
animals centrally injected with an ATP analog showed increase in
locomotor activity in the open field test. Additionally, P2Y1 receptor
(P2Y1R) activation produced an anxiolytic-like effect on the
elevated plus maze in a nitric oxide-dependent manner, while its
antagonism produced the opposite effect (Kittner et al., 2003).
Oppositely, no effect in the elevated plus maze was observed by
Pereira et al. (2013) when animals received systemic treatment
with different P2R antagonists (Pereira et al., 2013). Furthermore,
genetic deletion of P2X7 receptor produced no significant differ-
ences in mice submitted to the elevated plus maze or the novelty
suppressed feeding paradigm (Basso et al., 2009; Boucher et al,,
2011).

In addition to the contradictory results regarding the role of P2R
in anxiety-related responses, little is known about the involvement
of the purinergic system and its specific receptors in learned
behavior and aversive memory extinction.

Thus, considering the above mentioned, this work aimed to
investigate the role of the purinergic system in animals submitted
to the contextual fear conditioning, an animal model of anxiety
based on aversive learning.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Adult male C57BL/6 mice (WT) and ubiquitous P2X7 knockout
(P2X7 KO) mice (8—10 weeks) from our local facility (School of
Medicine of Ribeirao Preto, FMRP-USP, Ribeirao Preto, Brazil) were
housed in groups of 4—5 mice/cage in standard laboratory condi-
tions with free access to food and water, under a 12 h light-dark
cycle (lights on at 06:00 a.m.). P2X7 KO mice (B6.129P2-
P2rx7tm1Gab/]) were obtained from The Jackson Laboratory

(USA; generated by Pfizer Inc.) (Solle et al., 2001).

All experiments were performed during the light phase (8a.m.-
4pm). Procedures were conducted according to the Brazilian Soci-
ety of Neuroscience and Behavior guidelines for the care and use of
laboratory animals, following international laws and policies. The
local ethical committee approved housing conditions and experi-
mental procedures (Process number 043/2013).

2.2. Drugs

The nonselective P2R antagonist pyridoxal phosphate-6-azo
(benzene-2,4-disulfonic acid) tetrasodium salt hydrate (P178;
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), the selective P2X7R antagonist
3-[[5-(2,3-Dichlorophenyl)-1H-tetrazol-1-yl] methyl] pyridine hy-
drochloride (A438079; Tocris, Ellisvile, MO, USA) and the selective
P2Y1 antagonist 2’-Deoxy-N6-methyladenosine 3’,5'-bisphosphate
tetrasodium salt hydrochloride (MRS2179; Tocris, Ellisvile,
MO,USA) were used. All drugs were prepared in sterile isotonic
saline (NaCl 0.9%; vehicle) and injected intraperitoneally (i.p.) in a
10 mL/kg volume. All solutions were prepared immediately before
use.

2.3. Contextual fear conditioning (CFC)

Conditioning, extinction, and test sessions were performed in
conditioning chambers (23 x 20 x 21 cm, Insight, Ribeirao Preto,
Brazil). The chambers had opaque walls except for one wall made of
transparent Plexiglas. The floor was composed of 23 stainless steel
rods (2 mm in diameter), spaced 1.0 cm apart, and wired to a
footshock generator. After each animal was tested, the chamber
was cleaned with 70% ethanol.

The CFC was divided into three sessions. The first session, con-
ditioning session, consisted of three electric footshocks (0.85 mA/
2 s) delivered pseudorandomly at 30—60 s intervals, which started
120 s after placing the animal into the chamber. After 5 min, the
animal returned to its home cage.

Twenty-four hours after the conditioning session, the same
chamber was used, but it was located in a different room. In this
second session, extinction session, freezing behavior was evaluated
for 21 min without any shock presentation.

After additional 24 h, the third session, test session, the animal
was again placed in the contextual chamber for 5 min without
shock presentation while freezing behavior was evaluated.

The aversive response was assessed as the percentage of time
mice spent freezing (Suzuki et al, 2004). A blind experienced
investigator manually scored freezing behavior. Freezing is defined
as the complete lack of movement, except for that necessary for
breathing (Fanselow, 1980).

2.4. Experimental procedure

In the pharmacological experiments, WT animals were treated
with i.p. injection either 10 min prior to, or immediately after the
extinction session. Independent groups received: a) a nonselective
P2R antagonist, P178 (10 or 30 mg/kg); b) a selective P2X7R
antagonist, A438079 (10 mg/kg); c) a selective P2Y1R antagonist,
MRS2179 (10 mg/kg), or d) vehicle. Drugs doses and injection times
were based and adapted from Pereira et al. (2013) and Kittner et al.
(2003), related to drug's bioavailability and bioequivalence.

In the second set of experiments, P2X7R KO mice along with
their WT control were used to evaluate the participation of P2X7R
in every phase of contextual fear conditioning.
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2.5. Statistical analysis

Freezing behavior was expressed as a percentage of the total test
time. Data was analyzed using One-way ANOVA for fear recall,
followed by Bonferroni’ or Student's t-test when appropriated; or
Two-way ANOVA with treatment or genotype as the main inde-
pendent factor, followed by Bonferroni's post hoc test. Data were
expressed as mean + SEM. p < 0.05 was assumed statistically sig-
nificant compared to control group.

3. Results

Animals were evaluated during the conditioning phase, in order
to access their freezing behavior levels prior to extinction. Both WT
and P2X7R KO animals presented similar and satisfactory freezing
levels, increasing after each shock presentation (time: F, 16 = 97.31,
p < 0.01; treatment: Fig = 2.84, p = 0.13; interaction: Fz16 =,
p = 041).

3.1. Effect of the pharmacological antagonism of purinergic
receptors on contextual fear conditioning and extinction of aversive
memory

Animals were treated with the nonselective P2R antagonist
P178, prior to the extinction session. Those animals receiving P178
higher dose (30 mg/kg) presented significantly increased freezing
levels when compared to the vehicle treated group (Fy17 = 5.5,
p < 0.05; Group freezing percentage mean — Veh: 48.14 + 7.7; P178
10 mg/kg: 43.66 + 8.5; P178 30 mg/kg: 76.33 + 4.0. Veh vs 10 mg/kg,
p > 0.05, t = 0.44; Veh vs P178 30 mg/kg, p < 0.05, t = 2.68; P178
10 mg/kg vs P178 30 mg/kg p < 0.05, t = 3.10. One-way ANOVA
followed by Bonferroni post hoc test. Fig. 1b). Although all groups
showed decreased freezing behavior at the end of the 21 min in the
extinction section (time: Fgiop = 40.28, p < 0.01; treatment:
F217 =4.40, p < 0.05; interaction: Fi2102 = 2.52, p < 0.01; Fig. 1c),
24 h later, in the test session, nonselective P2R antagonist P178

: l
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(30 mg/kg) group showed sustained freezing expression, indicating
impaired acquisition of extinction learning (F17 = 6.0, p < 0.01;
Group freezing percentage mean — Veh: 24.7 + 7.5; P178 10 mg/kg:
29.27 + 6.2; P178 30 mg/kg: 57.28 + 7.1. Veh vs 10 mg/kg, p > 0.05
t17 = 0.47; Veh vs P178 30 mg/kg, p < 0.05 t17 = 3.25; P178 10 mg/kg
vs P178 30 mg/kg p < 0.05, t;7 = 2.80. One-way ANOVA followed by
Bonferroni post hoc test. Fig. 1c).

Treatment with the selective P2X7R antagonist A438079
(10 mg/kg; n = 6) prior to the extinction session increased fear
recall, while P2Y1R antagonist MRS2179 (10 mg/kg; n = 5) showed
no difference (F215 = 21.72; p < 0.05. Group freezing percentage
mean — Veh: 50.88 + 1.9; A438079: 77.54 + 2.4; MRS2179:
56.17 + 5.1. Veh vs A438079, p < 0.05 t15 = 6.20; Veh vs MRS2179,
p > 0.05 t15 = 1.13; A438079 vs MRS2179 p < 0.05, t15 = 4.72. One-
way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test. Fig. 2b).

The groups receiving P2X7R antagonist A438079 presented
delayed fear extinction and increased freezing expression in the
test session. Oppositely, animals treated with the selective P2Y1R
antagonist MRS2179 showed no alteration in freezing levels in any
phase when compared to the vehicle-treated group. Additionally,
all groups were able to learn during the extinction session (time:
Fega = 72.24; p < 0.001; treatment: Fy14 = 9.81; p < 0.05, inter-
action: Fip84 = 4.05; p < 0.001. Fig. 2c). However, during the test
session, only the group treated with selective P2X7R antagonist
A438079 showed increased freezing expression, which suggests a
deficit in retention of extinction learning (F,14 = 3.80, p < 0.05;
Group freezing percentage mean — Veh: 31.17 + 6.7; A438079:
5745 + 8.7; MRS2179: 28.73 + 9.3. Veh vs A438079, p < 0.05
tia = 2.32; Veh vs MRS2179, p > 0.05 ti4 = 0.20; A438079 vs
MRS2179 p > 0.05, t14 = 2.41. One-way ANOVA followed by Bon-
ferroni post hoc test. Fig. 2c).

Furthermore, animals treated immediately after the extinction
session with nonselective P2R antagonist P178 (10 or 30 mg/kg,
n = 6) showed no difference in expression (F;26 = 1,9, p = 0.16;
Group freezing percentage mean — Veh: 59.01 + 5.5; P178 10 mg/
kg: 49.86 + 5.8; P178 30 mg/kg: 66.85 + 4.0. Veh vs 10 mg/kg,

' i 24h t i 24h b——m
Conditioning Fear recall / Test
US+CS Extinction learning
b
100+ 100+ -O- Veh
-@ P178 (10mg/kg)
804 * 804 * -& P178 (30mglkg)
= 60 = 604
2% = 2 ¢
@ 40 & 40-
[ (4]
S S
B 204 w504
0- 0-
Veh 10 30 0 3 6 9 12 15 18 21 5  (min)
P178 o
(ma/kg) Extinction Test

Fig. 1. P2R nonselective antagonism before the extinction session impairs contextual fear extinction learning. a) Protocol scheme of the effect of systemic injection of
nonselective P2R antagonist P178 (10 or 30 mg/kg, n = 6—7/group) or vehicle (n = 7) 10 min prior to the extinction session. b) Fear recall, observed in the first 6 min of the
extinction session. Statistical analyses performed: One-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test. ¢) Extinction profile during the last 21 min of the extinction session, and
freezing expression in the test session. Statistical analyses performed: Two-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test. All data is expressed as mean + SEM. *p < 0.05

compared to the vehicle group.
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Fig. 2. Selective antagonism of P2X7R before the extinction session increases fear recall. a) Protocol scheme of the effect of systemic injection of selective P2X7R antagonist
A438079 (10 mg/kg, n = 5), selective P2Y1R antagonist MRS2179 (10 mg/kg; n = 5) or vehicle (n = 7) 10 min prior to the extinction session. b) Fear recall, observed in the first 6 min
of the extinction session. Statistical analyses performed: One-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test. ¢) Extinction profile during the last 21 min of the extinction
session, and freezing expression in the test session. Statistical analyses performed:Two-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test All data is expressed as mean + SEM.

*p < 0.05 compared to the vehicle group.

p > 0.05t = 1.22; Veh vs P178 30 mg/kg, p > 0.05 t = 0.86; P178
10 mg/kg vs P178 30 mg/kg p > 0.05, t = 1.89. One-way ANOVA
followed by Bonferroni post hoc test. Fig. 3b), fear extinction (time:
Fe156 = 41.0, p < 0.001; treatment: F;26_0.74, p = 0.48; interaction:
Fi2156 = 1.10, p = 0.36; Fig. 3¢c) and freezing expression in the test
session when compared to the control group (F, 27 = 0.45, p = 0.64;
Group freezing percentage mean — Veh: 38.24 + 6.5; P178 10 mg/
kg: 30.20 + 5.2; P178 30 mg/kg: 32.72 + 9.2. Veh vs 10 mg/kg,
p > 0.05 t = 0.94; Veh vs P178 30 mg/kg, p > 0.05 t = 0.52; P178
10 mg/kg vs P178 30 mg/kg p > 0.05, t = 0.24. One-way ANOVA
followed by Bonferroni post hoc test. Fig. 3c).

3.2. Effect of the genetic deletion of P2X7R on contextual fear
conditioning and extinction of aversive memory

Similar to the results obtained after pharmacological treatment,
P2X7R KO animals (n = 9) showed an increase in contextual fear
recall when compared to the WT control (n = 8) (tjg = 2.84,
P < 0.05; Group freezing percentage mean — WT: 53.55 + 5.9; KO:
73.42 + 3.7. Fig. 4b). Additionally, during the extinction phase, both
groups showed reduction in freezing behavior (time: Fg g0 = 74.66,
p < 0.001; genotype: Fy15 = 8.47, p < 0.05; interaction: Fg g0 = 3.38,
p < 0.01; Fig. 4c). However, in the test session, P2X7R KO presented
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Fig. 3. P2R nonselective antagonism immediately after the extinction session does not affect consolidation of extinction learning. a) Protocol scheme of the effect of systemic
injection of nonselective P2R antagonist P178 (10 or 30 mg/kg, n = 6—7/group) or vehicle (n = 7) immediately before the extinction session. b) Fear recall, observed in the first 6 min
of the extinction session. Statistical analyses performed: One-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test. ¢) Extinction profile during the last 21 min of the extinction
session, and freezing expression in the test session. Statistical analyses performed:Two-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test. All data is expressed as mean + SEM.

*p < 0.05 compared to the vehicle group.
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Fig. 4. P2X7R deletion impairs extinction learning and increases fear recall. a) Protocol scheme of the effect of ubiquitous deletion of P2X7R (n = 9) compared to WT (n = 8). b)
Fear recall, observed in the first 6 min of the extinction session. Statistical analyses performed: One-way ANOVA followed by Student's t-test. ¢) Extinction profile during the last
21 min of the extinction session, and freezing expression in the test session. Statistical analyses performed: Two-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test Data is

expressed as mean + SEM. *p < 0.05 compared to control group.

increased freezing recall, indicating impaired consolidation of
extinction learning, when compared to the control group
(ti15 = 3.76, P < 0.01; Group freezing percentage mean — WT:
26.62 + 6.0; KO: 52.89 + 3.8. Fig. 4c).

4. Discussion

The present study showed that blockade of purinergic neuro-
transmission by the non-selective P2R antagonist P178 increased
freezing recall associated with contextual fear. In addition, P178
also impaired acquisition of extinction learning. Similar results
were obtained after selective P2X7R antagonism with A438079, but
not by selective pharmacological blockade of P2Y1R by MRS2179.
Interestingly, the behavior profile of P2X7 KO mice mimicked the
deficits observed after P2R antagonism, suggesting the involve-
ment of these receptors in retention and expression of fear
extinction learning.

Although the results observed after the pharmacological
antagonism of purinergic receptors could also have involved state
dependency, the similar results observed with the P2X7 KO animals
(that would lack this signaling before both the extinction and test
sessions) indicate this possibility is unlikely.

Considering the P2X receptor family, P2X7R has received
considerable attention due to its involvement in psychiatric disor-
ders. The gene responsible for P2X7R expression has been related to
major depression (Lucae et al., 2006) and bipolar disorders (Barden
et al., 2006). However, purinergic system involvement in preclinical
anxiety-related responses is still inconsistent. P2X7R knockout
mice showed increased or no alteration in exploration in the
elevated plus maze (EPM) when compared to wildtype controls
(Basso et al., 2009; Boucher et al., 2011). No alterations were
observed also in Swiss mice submitted to the EPM after treatment
with P2XR antagonists, PPADS or iso-PPADS (Pereira et al., 2013). In
contrast, rats treated with PPADS presented anxiogenic-like re-
sponses in the same test (Kittner et al., 2003). Notwithstanding,
P2Y1 receptors seem to be involved in the control of anxiety-
related behaviors (Kittner et al., 2003). An anxiolytic-like effect
was observed in the EPM after selective P2Y1 antagonism, which
appears to depend on nitric oxide (NO) (Kittner et al., 2003).
However, in the present study, no effect was observed after P2Y
receptor antagonism.

It is worth noting that the EPM is an anxiety test based on innate

behavior — it generates an innate conflict between the animal's
need to explore new environments while also avoiding potential
risks, such as open and elevated spaces (Korte and De Boer, 2003;
Graeff, 2005). On the other hand, fear conditioning is a classical
Pavlovian conditioning test. It is based on experience learning,
where the conditioned stimulus (i.e., context or sensorial cues)
signals dangerous information (i.e. footshock) generating associa-
tive processes. Future exposure only to the conditioned stimulus
triggers typical defense strategies, among which is the freezing
response. In cognitive terms, the stimulus association depends on
the information level provided to the animal (Maren, 2001; Graeff,
2005). Therefore, while both tests — EPM and fear conditioning —
are widely used to study anxiety, they differ in aversive contents,
which also recruit different neurobiological networks and systems
(Gomes et al., 2014). Accordingly, our data reveals that only P2X7R
is involved in fear conditioning learning and extinction processes,
shown by impairing these responses after selective pharmacolog-
ical or genetic blockade of P2X7R. These results suggest a tonic role
of endogenous ATP in the control of emotional responses.

Regarding memory processing, our results did not corroborate
those observed by Campos et al. (2014). In the latter study, after
pharmacological P2X7R blockade in rats hippocampus or genetic
P2X7R deletion in mice, animals showed reduced freezing behavior
after contextual fear conditioning protocol (Campos et al., 2014).
Several aspects could account for the discrepancy founded. Firstly,
Campos et al. (2014) used a shock protocol with lower intensity,
shorter exposure time, and not randomly delivered. These param-
eters could generate lower levels of fear conditioned response,
resulting in less freezing expression. Opposite results could also be
explained by the differences in route of administration — central vs
systemic. Also, systemic injection can affect different brain regions
— i.e. amygdala, prefrontal cortex, periaqueductal gray matter —
involved in aversive memory processing, thus not only modulating
hippocampus activity (Quirk and Mueller, 2008). Moreover, the
different species used (mice vs rats) for pharmacological treatment
with P2X7R antagonist is another possible explanation for the
dissimilar results. Interestingly, in our study we observed similar
responses after i.p. injections of non-selective and selective P2X7R
and constitutive P2R7R KO, suggesting a robust participation of
these receptors in aversive situations.

Another process associated with learning and memory is
reconsolidation. Various studies indicate that this phase initiates
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after memory reactivation, such as re-exposure to a stimulus or
situation (Nader et al., 2000; Tronson and Taylor, 2007). Others
suggest a possible interaction between the extinction and recon-
solidation processes (Pedreira and Maldonado, 2003; Suzuki et al.,
2004). The stimulus re-exposure duration determines which of the
two processes will predominate. Therefore, a long re-exposure fa-
vors memory extinction, whereas a short re-exposure facilitates the
reconsolidation process. Hence, any disruption in these processes
caused by P2X7R antagonism might alter the conditioned
emotional response as a direct consequence. Our results suggest
that although freezing behavior reduces during the extinction
session, when P2X7R antagonism occurs before the prolonged re-
exposure, the acquisition of extinction memory is impaired.

Furthermore, memory consolidation is a dynamic process that
requires gene expression and protein synthesis (McGaugh, 2000).
Inhibition of protein synthesis before or immediately after recovery
from a fearful experience may disrupt the subsequent memory
expression (Nader et al., 2000). Suzuki et al. (2004) showed that
protein synthesis inhibition before the extinction session interferes
with new memory formation that encodes the dissociation be-
tween context and aversive stimulus. Consequently, expression of
the original fear memory is unchanged. Nonetheless, Lattal and
Abel (2001) showed that inhibition of protein synthesis during
re-exposure in contextual fear conditioning and in the Morris water
maze was not able to modify the expression of the original memory,
but only memory acquisition. Notably, we observed that P2X7R is
involved in both the expression and the acquisition of contextual
fear memory. Still, the mechanisms by which P2X7R modulates
both acquisition and extinction are still unclear.

Additionally, fear memory extinction does not erase the condi-
tioned memory. Instead, it enables acquisition-related plasticity to
remain relatively intact, acting as a form of inhibitory learning
(Konorski, 1967). The contrasting nature of both processes — fear
extinction and fear acquisition — relies on their valence, one
inhibitory and the other excitatory, or neurotransmission involved
(Quirk and Mueller, 2008). Indeed, P2X7 receptors mediate
network plastic alterations, recruiting innumerous neurotrans-
mitters, such as glutamate, norepinephrine, serotonin and dopa-
mine, and different signaling pathways (Sperlagh et al., 2012).

As for glutamatergic participation, NMDA receptor blockade
prior to extinction training impairs retrieval of extinction the
following day (Westbrook et al., 1994, Baker and Azorlosa, 1996;
Santini et al., 2001; Suzuki et al., 2004), which suggests a possible
explanation for our results. Interestingly, presynaptic P2R modu-
lates glutamate release in the brain (Krugel et al., 2004), which
consequently could also control NO levels. Thus, some studies
suggest that P2XR activation increases the production of NO (Li
et al,, 2003; Murakami et al., 2003; Narcisse et al., 2005). Simi-
larly, Codocedo et al. (2013) showed that ATP induces NO produc-
tion in the hippocampus directly associated with P2X7R activation,
whereas P2XR7 antagonism decreases NO levels (Codocedo et al.,
2013). Furthermore, the ATP-glutamate association induces long-
term potentiation on CA1-CA3 hippocampal synapses (Pankratov
et al.,, 2002; Pedrazza et al., 2007; Lorca et al., 2011). Other
studies showed that ATP could either increase or decrease gluta-
mate release in hippocampal neurons (Inoue, 1998; Inoue et al.,
1999). Altogether, these results suggest that the purinergic sys-
tem orchestrates its actions through the glutamate-NO-pathway
(Inoue et al., 1992; Khakh and Henderson, 1998, Egashira et al.,
2008; Khakh, 2009; Cho et al., 2010).

Another possible mechanism by which P2X7R can modulate
conditioned fear responses is via calcium channels. The activation
of purinergic receptors often results in increased intracellular free
calcium concentrations. Changes in calcium are involved in the
regulation of many physiological processes in the CNS (Burnstock,

2007, 2015). An equal blockade of extinction acquisition was
observed by systemic administration of the voltage-gated calcium
channel (VGCC) antagonist nifedipine (Cain et al., 2002; Barad et al.,
2004).

Continuing, P2X7R is the only member of the P2X family capable
of forming a pore, which regulates cell permeability, leads to an
influx of cations such as sodium and calcium, and to the release of
cytokines and/or apoptosis (Narcisse et al., 2005). It has been
shown that P2X7R activation is also associated with IL-1f release in
addition to the release of several neurotransmitters (Perregaux and
Gabel, 1994; Solle et al., 2001). Moreover, P2R antagonists regulate
NO synthase (NOS) expression stimulated by IL-1f in astrocytes
(Liu et al., 2000). Hence, considering that IL-1f production and gene
expression are modulated by stressful situations (Minami et al.,
1991; Nguyen et al, 1998; Goshen et al, 2007; Goshen and
Yirmiya, 2009), many lines of evidence point to the involvement
of this proinflammatory cytokine in the control of fear responses
(Goshen and Yirmiya, 2009). Pugh et al. (1999) described impaired
contextual fear recall related to the central activity of IL-1, while
Shintani et al. (1995a) mimicked several stress-related behavioral
and neuroendocrine responses after IL-1f central administration
(Shintani et al.,, 1995a). In the same direction, fear conditioning
induced expression of the gene responsible for IL-1f synthesis in
the hippocampus (Goshen et al., 2007). Furthermore, IL-1 knockout
animals showed a reduction in contextual fear recall (Avital et al.,
2003). Additionally, IL-1f receptor antagonism in the hypothala-
mus also inhibits the release of monoamines and HPA axis activa-
tion induced by restraint stress (Shintani et al., 1995b).

5. Conclusion

In conclusion, the present study provides the first evidence of
purinergic system involvement in contextual fear recall and
extinction in animals submitted to a contextual fear conditioning
protocol. Our results suggest that selective P2X7R inhibition, but
not P2Y1R, increases fear recall and impairs acquisition of extinc-
tion learning in rodents. This provides a new perspective for P2X7
receptor as a novel target for the treatment for psychiatric disorders
(Basso et al., 2009; Boucher et al., 2011; Csolle et al., 2013).
Nevertheless, more studies are necessary to verify the molecular
mechanisms underlying P2X7R in those responses.
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