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RESUMO

As memorias de medo podem levar a comportamentos defensivos exagerados
em resposta a ameacgas, como ocorre no Transtorno de Estresse Pos-Traumatico
(TEPT). A extingdo, novo aprendizado que se sobrepfe a memaria original e inibe sua
evocacao, pode ser Util para restringir a expressdo das memarias de medo a situacdes
adequadas. O hipocampo e a amigdala basolateral (ABL) sdo estruturas essenciais
para que ocorra a extingdo. Esse processo pode ser modulado por diferentes
farmacos e neurotransmissores, como por exemplo, a serotonina. O sistema
serotoninérgico possui receptores localizados em diversas areas no cérebro e seu
papel € bem documentado em diversas tarefas comportamentais. Sabe-se que 0s
receptores mais recentementes descritos 5-HT5A, 5-HT6 e 5-HT7 estéo relacionados
com a formacdo de alguns tipos de memoria, entretanto nada se sabe sobre a
participacdo desses receptores no processo de extingdo da memodria de medo.
Portanto este estudo visa investigar o papel dos receptores 5-HT5A, 5-HT6 e 5-HT7
na extincdo da memoria de medo condicionada ao contexto. Para isso, ratos Wistar
machos com canulas implantadas na regido de CA1l do hipocampo ou ABL foram
submetidos ao protocolo de extingdo da memaria de medo condicionado ao contexto
e receberam infusGes de agonistas e antagonistas dos receptores 5-HT5A, 5-HT6 e
5-HT7 imediatamente ou 3h apds a extingdo e testados 24h depois. Quando 0s
farmacos foram infundidos em CA1l imediatamente ou 3h apos a extingédo, os animais
nao apresentaram diferenca em relacdo ao grupo controle. Entretanto, quando os
antagonistas dos receptores 5-HT5A e 5-HT7 foram infundidos imediatamente ou 3h
apos a extincdo na ABL foi visto uma facilitagdo no processo de extincdo, esse efeito
também foi visto quando infundido o antagonista 5-HT6 apenas imediatamente apds
a extingcdo na ABL, ja 0s grupos que receberam os agonistas desses receptores néo
foram diferentes do grupo controle. Concluindo, o bloqueio dos receptores 5-HT5A, 5-
HT6 e 5-HT7 na ABL, mas néo na regidao CAl do hipocampo, foi capaz de facilitar a

consolidagéo da extingéo.

Palavras chaves: Memoria, Medo condicionado ao contexto, Extingdo, Serotonina,

Hipocampo, Amigdala.



ABSTRACT

Fear memories can lead to exaggerated defensive behavior in response to
threats, such as Post Traumatic Stress Disorder (PTSD). Extinction is the learned
inhibition of retrieval, it may be useful in restricting the expression of fear memories to
appropriate situations. The hippocampus and basolateral amygdala (ABL) are
essential for extinction to occur. This process can be modulated by different drugs and
neurotransmitters, for example, serotonin. The serotonergic system has receptors
located in several areas in the brain and its role is well documented in various
behavioral tasks. It is known that the most recently described receptors 5-HT5A, 5-
HT6 and 5-HT7 are related to the formation of some types of memory, however the
role of these receptors in the process of extinction of fear memory remains unknown.
Therefore, this study aims to investigate the role of 5-HT5A, 5-HT6 and 5-HT7
receptors in the extinction of context-conditioned fear memory. For this, male Wistar
rats with cannulas implanted in the CA1 region of the hippocampus or ABL were
submitted to the context-dependent fear memory extinction protocol and received
infusions of agonists and antagonists of the 5-HT5A, 5-HT6 and 5-HT7 receptors
immediately or 3 hours after extinction and tested 24 hours later. When the drugs were
infused in CAl immediately or 3 h after extinction training, the animals did not present
difference in relation to the control group. However, when 5-HT5A and 5-HT7 receptor
antagonists were infused immediately or 3 h after extinction training in the ABL, the
process of extinction was facilitated, this effect was also seen when infused 5-HT6
antagonist only immediately after extinction training in the ABL, the groups that
received the agonists of these receptors did not differ from the control group. In
summary, the antagonists of the 5-HT5A, 5-HT6 and 5-HT7 receptors in the ABL, but
not in the CALl region of the hippocampus, was able to facilitate de extinction

consolidation.

Keywords: Memory, Conditioned fear, Extinction, Serotonin, Hippocampus,

Amygdala.
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1 INTRODUCAO

A memoria € a capacidade do cérebro em adquirir, armazenar e evocar
informacgdes (IZQUIERDO, 2011; KANDEL; DUDAI; MAYFORD, 2014). Dentre as
diferentes estruturas encefalicas envolvidas no processamento das memorias
merecem destaque o hipocampo, a amigdala basolateral (ABL) e o cortex pré-frontal
(IZQUIERDO; MEDINA, 1997; MCGAUGH; IZQUIERDO, 2000). Estas regides
também estdo envolvidas na extincdo da memoria de medo (VIANNA; COITINHO;
IZQUIERDO, 2004; FIORENZA et al., 2012; ORSINI; MAREN, 2012; ORSINI; YAN;
MAREN, 2013; PARSONS; RESSLER, 2013;).

O medo excessivo é uma das marcas de diversas patologias psiquiatricas,
como o Transtorno de Estresse Pos-Traumatico (TEPT), fobias e ansiedade. O TEPT
por exemplo é uma doenca que o individuo pode desenvolver quando exposto a um
evento traumatico, como abuso sexual, agressao fisica ou psicoldgica, guerra ou
acidente automobilistico (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Nos
Estados Unidos, cerca de 3,5% dos adultos tém TEPT, e 9% das pessoas irdo
desenvolvé-lo em algum momento de sua vida (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2013). Os sintomas podem incluir pensamentos perturbadores,
sentimentos ou sonhos relacionados ao evento, ansiedade, tentativas de evitar
situacdes relacionadas ao trauma, alteragces no modo como a pessoa pensa e sente
e aumento da resposta de luta ou fuga (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION,
2013).

Os antidepressivos que agem como inibidores seletivos da recaptacdao da
serotonina sdo os medicamentos de primeira linha para o tratamento do TEPT
(BERGER et al., 2009). A extincdo, um novo aprendizado, clinicamente chamada de
terapia de exposicao é considerada uma das principais formas de tratamento para o
TEPT e outros disturbios de ansiedade (RESCORLA, 2001; 2004; PONNUSAMY
2016). Existem, porém, varios efeitos secundarios desse tratamento, como a
ansiedade as vezes causada pela evocacédo do episédio traumatico durante a terapia
(RESCORLA, 2001; 2004). Além disso, ndo esta claro se o uso de medicamentos e
terapia em conjunto tem maior beneficio (HETRICK et al., 2010; BISSON et al., 2015).
Uma vez que a terapia de exposicao ainda € uma importante ferramenta terapeutica
pro tratamento de diversas patologias como TEPT, fobias e ansiedade, é clara a

necessidade de um melhor entendimento sobre os processos celulares e moleculares
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envolvidos na formagdo dessa memoria de extingdo e o desenvolvimento de
estratégias comportamentais ou farmacoldgicas que possam facilitar este processo.

Neste contexto, existem varios fatores que podem modular a extingdo da
memoria, como por exemplo, estado de animo, uso de drogas, exposicdo a uma
novidade e a atividade de neurotransmissores (FIORENZA et al., 2012; DE
CARVALHO MYSKIW; BENETTI; IZQUIERDO, 2013; DE CARVALHO MYSKIW et al.,
2014, 2015).

Dentre os sistemas de neurotransmissores que estdo envolvidos na extingao
da memoéria de medo, encontra-se o sistema serotoninérgico (5-HT), que é
posicionado para modular o circuito de extingao através de projecdes ascendentes de
5-HT surgindo dos ndcleos da rafe que inervam certas estruturas cerebrais incluindo
o ABL, o hipocampo e o cértex pré-frontal (BURGHARDT & BAUER, 2013). As
pesquisas concentraram-se principalmente no papel dos receptores serotoninérgicos
5-HT1A, 5-HT2 e 5-HT3 na extincho da memoéria de medo (SINGEWALD,
SCHMUCKERMAIR, WHITTLE, HOLMES, & RESSLER, 2014). No entanto, o papel
de outros receptores 5-HT na extingdo ndo tem sido amplamente explorado. Por
exemplo, os receptores serotoninérgicos 5-HT5A, 5-HT6 e 5-HT7 afetam diferentes
mecanismos de memoria em varias tarefas comportamentais, como o labirinto
aquatico, o reconhecimento de objetos, o labirinto em T e 0 medo condicionado ao
contexto (CFC) (HIRST et al., 2006; GONZALEZ, CHAVEZ-PASCACIO E MENESES,
2013; LIU ET AL., 2016; TAKEDA, TSUJI, MIYAGAWA E TAKEDA, 2017; YAMAZAKI
et al.,, 2014; YAMAZAKI, OKABE, YAMAMOTO, YARIMIZU , & HARADA, 2015;
ZAREIFOPOULOS & PAPATHEODOROPOULOS, 2016). Entretanto, seus papéis na
extincdo de CFC néo foram estudados até o momento. Além disso, estudos recentes
demonstraram um envolvimento desses receptores em processos fisiopatolégicos
envolvidos na doencga de Alzheimer e esquizofrenia, evidenciando assim suas
possibilidades terapéuticas (DE BRUIN ET AL., 2016; GONZALEZ-VERA ET AL.,
2017; KASSAI et al., 2012; QUIEDEVILLE ET AL., 2014; THOMAS, 2006; YAMAZAKI
et al., 2014, 2015; ZAREIFOPOULOS & PAPATHEODOROPOULOS, 2016).

A aplicacdo clinica da extincdo reforca a necessidade de compreender
melhor seus processos, especialmente aqueles relacionados a sua modulacéo por
agentes farmacoldgicos (FIORENZA et al., 2012; FURINI et al., 2017; MILAD &
QUIRK, 2012; SINGEWALD et al.,, 2014). Portanto, aqui investigamos se 0s
receptores serotoninérgicos mais recentemente descritos, 5-HT5A, 5-HT6 e 5-HT7 na
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regido CA1 do hipocampo e do ABL participam da consolidacdo da extingao do CFC,
através da administracéo local de agonistas e antagonistas destes receptores. Dois
momentos diferentes de infusdo foram escolhidos para investigar o tempo de acéo
desses receptores na consolidacdo da extincdo. Os momentos de infusdo foram
escolhidos com base em dois trabalhos de Izquierdo et al. (2006 a, b) que mostraram
que a formacdo de memoéria e a producdo cAMP do hipocampo de ratos na
consolidacéo da tarefa de esquiva inibitoria foram detectadas imediatamente e 3 horas
apos o treinamento (IZQUIERDO et al., 2006a, b) e o recente trabalho de Schmidt e
colaboradores mostrando que esses trés receptores serotoninérgicos na regido CAl
do hipocampo estado envolvidos na consolidacdo e/ou reconsolidacdo da memoria
CFC guando agonistas ou antagonistas foram infundidos imediatamente ou 3 horas

apos a consolidacdo ou reconsolidacdo da memoéria CFC (SCHMIDT et al., 2017).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 MEMORIA

A memoria pode ser definida como a retengdo de uma informacéo aprendida
(BEAR, 2002), resultante da capacidade de lembrarmos experiéncias e aprendizados
previamente adquiridos e armazenados (KOLB; WHISHAW, 2002; IZQUIERDO,
2011). A memodria é 0 que nos permite saber quem somos e onde estamos, por
exemplo. Todo 0 nosso conhecimento sobre o mundo, a nossa identidade, a forma
como nos relacionamos com outras pessoas, sdo consequéncias da formacdo de
memorias (SQUIRE et al.,, 2003; IZQUIERDO, 2011). As memdrias podem ser
classificadas pelo seu contetdo ou pelo seu tempo de duracéo.

Quanto a natureza de seu conteudo, elas podem ser divididas em memarias
explicitas ou declarativas, e memorias implicitas ou ndo declarativas (BEAR, 2002;
SQUIRE et al., 2003; IZQUIERDO, 2011). As memorias explicitas ou declarativas
dependem do hipocampo e estruturas relacionadas ao lobo temporal (IZQUIERDO et
al., 2006) e podem ser subdividas em episodica e semantica. As memorias episédicas
nos permitem lembrar detalhes sobre eventos ocorridos no passado, como por
exemplo, assistir ao nascimento de um filho (BURIANOVA; MCINTOSH; GRADY,
2010; IZQUIERDO, 2011; RENOULT et al., 2012). A memadria semantica se refere a
conhecimentos em geral que ndo tenham referéncias espacial ou temporal, como a
lingua inglesa e o significado das palavras (DICKERSON; EICHENBAUM, 2009;
BURIANOVA; MCINTOSH; GRADY, 2010; IZQUIERDO, 2011; RENOULT et al.,
2012).

As memorias implicitas ou ndo declarativas dependem do estriado e suas
conexdes (IZQUIERDO et al.,, 2006). Essas memorias sdo responsaveis pelas
habilidades motoras, capacidade de se habituar, o priming, que é evocar uma
memoria através de uma dica. As memoérias implicitas também séo as memoérias de
treinamento em tarefas de condicionamento classico (BEAR, 2002; IZQUIERDO,
2011).

Ja em relagcéo ao tempo de duracao e fungcéo, as memoarias podem ser divididas
em: memoria de trabalho, memorias de curta duracdo e memorias de longa duracao.
A memoaria de trabalho depende do cértex pré-frontal (IZQUIERDO, 2011; ZANTO et

al., 2011). Quando escutamos a uma palestra, ndo conseguimos recordar exatamente
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de todas as palavras ditas, mas a memoéria de trabalho nos permite, em poucos
segundos, lembrar a informacéo proveniente da frase dita. E este tipo de memoria que
determina se a informacao € nova para o individuo e se deve ou ndo ser armazenada.
A memoaria de trabalho tem como Unica funcao analisar as informacdes provenientes
do ambiente, e ndo perdura mais do que 1 a 3 minutos (BADDELEY, 1992;
D’ESPOSITO et al., 1995; IZQUIERDO, 2011).

As memodrias de curta duracado armazenam poucas informacgdes por um periodo
de 3 a 6 horas. Formamos continuamente essas memdarias e as usamos para lembrar
do que aconteceu ha algumas horas e darmos continuidade ao nosso dia a dia
(SQUIRE et al., 2003; IZQUIERDO, 2011). J& as memdrias de longa duracdo sao
armazenadas durante um longo periodo de tempo, podem durar dias, meses ou anos
(IZQUIERDO et al.,, 1999; QUEVEDO et al.,, 2002). A sua formacdo envolve a
ocorréncia de eventos bioquimicos, como a sintese de novas proteinas, na regido CA1l
do hipocampo dorsal e em suas projecbes (IZQUIERDO et al., 1999), originando
novas conexdes sinapticas (IZQUIERDO et al., 1999; QUEVEDO et al., 2003;
ROSSATO et al., 2007; IZQUIERDO, 2011; KANDEL, 2014).

O processo de formacdo e armazenamento da memoéria de longa duracéo
envolve diferentes fases. A aquisicdo, que constitui a fase em que ocorre a
aprendizagem. Logo apés, vem a fase de consolidacdo, processo em que as
memorias sdo armazenadas de forma estavel (MCGAUGH; IZQUIERDO, 2000;
IZQUIERDO et al., 2006; IZQUIERDO, 2011). As memorias consolidadas podem ser
evocadas, esse processo comprova que o aprendizado realmente gerou uma memoria
(IZQUIERDO, 2011). A memoéria, quando evocada torna-se instavel (IZQUIERDO et
al., 2006), entretanto estudos recentes demonstram que a evocacao nao € obrigatoria
para que a memoria se torne instavel (DE CARVALHO MYSKIW et al., 2015;
IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016) e possa seguir um dos dois processos:
reconsolidacdo e extingdo. A reconsolidacdo permite que novas informacdes sejam
inseridas ao conteuddo de uma memoria ja existente (AKIRAV; MAROUN, 2012;
ALBERINI; LEDOUX, 2013). Ja o processo de extincdo consiste em um novo
aprendizado que se sobrepde ao aprendizado original, ou seja, uma nova memoria
gue inibe a evocacdo de uma memoria previamente consolidada (FIORENZA et al.,
2011, 2012; FURINI et al., 2013; IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016). Tanto a

reconsolidacdo quanto a extingdo dependem da sintese de novas proteinas
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(LEDOUX, 2000; VIANNA et al., 2001; MAMIYA et al.,, 2009; NADER; SCHAFE;
BAILEY; BALSAM, 2013).

2.1.1 CONDICIONAMENTO CLASSICO E EXTINCAO

O processo de extingdo foi documentado pela primeira vez em 1927 pelo
cientista russo Ilvan Pavlov. Ele observou que ao apresentar um pedaco de carne para
cées, 0s mesmo salivavam (resposta incondicionada). Em seu experimento pareou
diversas vezes um som (estimulo neutro; condicionado) com a apresentacdo da carne
(estimulo incondicionado), e percebeu que ao apresentar somente 0 som sem a
presenca da carne, 0s cdes emitiam uma resposta condicionada de salivacdo. Este
processo denomina-se condicionamento Pavloviano ou condicionamento classico.
Pavlov também  observou que a repetida apresentacdo do som (estimulo
condicionado) na auséncia da carne (estimulo incondicionado) acarretava numa
gradual diminuicdo da salivacdo (resposta condicionada), este processo recebeu o
nome de extingdo (RESCORLA, 2004; MUELLER; CAHILL, 2010; ORSINI; MAREN,
2012; FURINI et al., 2013; IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016).

O tempo de exposicao ao estimulo condicionado € importante para que o
processo de extingdo ocorra, se a exposicdo for muito breve, ela ndo sera suficiente
para formar a memdria de extincdo (MALDONADO, 2003; SUZUKI et al., 2004;
MUELLER; CAHILL, 2010). Outro fator importante, a extincdo ndo € uma forma de
esquecimento, visto que ndo ocorre a perda da memdria, mas sim um decréscimo da
resposta condicionada (MONFILS et al., 2009; PIZZORUSSO, 2009; FIORENZA et
al., 2011; KAPLAN; MOORE, 2011; ORSINI; MAREN, 2012; BENTZ et al., 2013). No
esquecimento verdadeiro, as memoarias desaparecem pela auséncia prolongada de
sua evocacao, por atrofia sinaptica (IZQUIERDO et al., 2006) ou por patologias, como
na doencga de Alzheimer (EL HAJ; KESSELS, 2013).

Uma vez que a memoria de extingdo é um novo aprendizado ela necessita ser
consolidada e esse processo requer a participacdo de diferentes sistemas de
neurotransmissores e estruturas encefalicas, como por exemplo o hipocampo e a
amigdala (FIORENZA et al., 2012; KAPLAN; MOORE, 2011; ORSINI; MAREN, 2012).

Diferentes neurotransmissores sédo capazes de modular a extingdo da memoria.
O sistema serotoninérgico, por exemplo, possue um papel importante em diversos
aspectos fisiolégicos e cognitivos (MOHAMMAD; MOSES; GWALTNEY, 2008). Entre
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esses processos, encontra-se a extingdo da memdéria de medo (STEIN et al., 2000;
WELLMAN et al., 2007; HARTLEY et al., 2012; PARK; WILLIAMS, 2012; ZHANG et
al.,, 2013), principalmente através dos receptores 5-HT1A, 5-HT2A e 5-HT3
(QUARTERMAIN; CLEMENTE; SHEMER, 1993; KONDO et al.,, 2013; ZHANG;
STACKMAN, 2015).

2.2 ESTRUTURAS ENCEFALICAS ENVOLVIDAS NA EXTINCAO DE
MEMORIAS

O hipocampo e a amigdala desempenham um papel crucial na consolidacédo
de memoaria aversiva (IZQUIERDO; MEDINA, 1997; MCGAUGH; IZQUIERDO, 2000),
e também participam do processo de evocacao juntamente com o Cértex Pré-frontal
(BARROS et al., 2001; RISIUS et al., 2013). Estas mesmas estruturas também séo
essenciais para o processo de extingdo (VIANNA; COITINHO; IZQUIERDO, 2004;
FIORENZA et al., 2012; ORSINI; MAREN, 2012; ORSINI et al., 2013; PARSONS;
RESSLER, 2013;).

O hipocampo é uma estrutura em forma de um “C” situado na parte caudal do
cérebro, e é dividido em trés sub-regifes: o giro denteado, o subiculo e o hipocampo,
que consiste das regides CAl, CA2 e CA3. Das trés regides, a CAL1A é a area que
parece realmente estar mais envolvida com a extincdo de memoéria (FIORENZA et al.,
2012; ORSINI; MAREN, 2012).

Outra importante estrutura para a formacao de memodrias é amigdala, uma
estrutura em forma de améndoa, bem delimitada, localizada no lobo temporal.
Consiste de aproximadamente 12 diferentes regides que sdo divididas em sub-
regides, sendo a basolateral a que parece estar mais envolvida com a extingdo de
memorias (FIORENZA et al., 2012; ORSINI; MAREN, 2012).

2.3 SISTEMA SEROTONINERGICO

A serotonina é uma monoamina biogénica sintetizada a partir do aminoacido
triptofano, pela enzima triptofano hidroxilase, que converte o triptofano em 5-
hidroxitriptofano. A seguir, a L-aminoacido aroméatico descarboxilase converte o 5-
hidroxitriptofano no neurotransmissor serotonina (MOHAMMAD et al.,, 2008). Os

neurbnios serotoninérgicos tém origem nos nucleos da rafe no sistema nervoso
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central, e seus axodnios chegam em diferentes estruturas cerebrais, incluindo a
amigdala e o hipocampo (CAREYA; DAMIANOPOULOS, 2015).

O sistema serotoninérgico exerce a sua acao através de quatorze receptores
diferentes que estdo agrupados em sete familias: 5-HT1 (5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D,
5-HT1E e 5-HT1F), 5-HT2 (5-HT2A, 5-HT2B e 5-HT2C), 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5 (5-
HT5A, 5-HT5B), 5-HT6 e 5-HT7, sendo que 13 desses receptores sdo metabotrépicos
acoplados a proteinas G e apenas o receptor 5-HT3 é ionotropico (GOTHERT, 2013;
MENESES, 2015; PITHADIA; JAIN, 2009). A serotonina exerce um papel importante
sobre o sistema motor, ciclo sono-vigilia, estabilidade respiratoria e desenvolvimento
embrionario (MOHAMMAD et al., 2008). Além disso, esse neurotransmissor esta
relacionado com diferentes aspectos cognitivos e distirbios psiquiatricos
(MOHAMMAD, 2008; BONAVENTURE et al., 2011; COWEN; SHERWOOD, 2013;
HARRELL; ALLAN, 2003; MENESES 1999; WILLIAMS et al., 2002). A 5-HT também
€ capaz de modular o estado de ansiedade, agressividade e impulsividade
(YOKOYAMA et al., 2015).

Estudos prévios demonstraram a participacdo de diferentes receptores
serotoninérgicos nos processos de consolidacdo, reconsolidacdo e extincdo de
memoéria de medo condicionado ao contexto (WELLMAN et al., 2007; HOMBERG,
2012; QUARTERMAIN; CLEMENT; SHEMER, 2013; KONDO et al., 2013; ZHANG et
al., 2013; SCHMIDT et al., 2016).

Entre os varios receptores de serotonina, os receptores 5-HT5A, 5-HT6 e 5-
HT7 foram os mais recentemente descritos (BARD et al., 1993; RUAT et al., 1993;
MATTHES et al., 1993). Esses receptores parecem estar relacionados com diferentes
processos envolvidos na formacdo de memdarias, que serdo discutidos posteriormente
neste trabalho (WOOLLEY et al., 2001; WOOLLEY et al., 2003; ERIKSON et al., 2012;
WOODS et al, 2012; GONZALEZ; CHAVEZ-PASCACIO; MENESES 2013;
RAMIREZ, 2013; QUIEDEVILLE et al., 2014; STIEDL et al., 2015; MENESES;
GASBARRI, 2016), entretanto as suas participacdes na extincdo da memaria de medo
condicionada ao contexto ainda n&o foram descritas.

O receptor 5-HT5A é um receptor metabotropico acoplado a proteina G, Carson
et al. demostrou em 1996 uma relacdo negativa entre a ativacao desse receptor e a
atividade da adenilato ciclase, diminuido a adenosina monofosfato ciclico (AMPc).
Varios outros pesquisadores confirmaram que a ativacao do receptor 5-HT5A inibiu a

atividade da adenilato ciclase e suprimiu aacumulagédo de AMPc (VOLK et al., 2010).
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Em 2003, Noda et al. demonstrou que os receptores 5-HT5 diminuia a adenosina
difosfato ciclico ribose (CADPR) e inositol (1,4,5)-trifosfato (IP3). A diminuicdo de
cADPR reduz o Ca2 + intracelular segundo mensageiro. Estudos imunohistoquimicos
de localizacdo de RNA mensageiro (MRNA) demonstraram que os receptores 5-HT5A
sdo amplamente expressos no sistema nervoso central, especialmente nos nucleos
da rafe e em outras areas do cérebro, como o cértex cerebral, o hipocampo e a
amigdala (OLIVER, KINSEY, WAINWRIGHT E SIRINATHSINGHJI, 2000). Esta
informacéo fornece suporte adicional que os receptores 5-HT5A estao distribuidos nas
areas do cérebro envolvidas na aprendizagem e memoria (THOMAS, 2006).

O receptor 5-HT6R também é metabotrdpico e acoplado a proteina G, que
nesse caso, estimula positivamente a atividade da adenilato ciclase. Esse estimulacao
resulta em um aumento da liberacdo de AMPc, que ativa proteina quinase A (PKA),
levando a fosforizacéo proteica. Entretanto, o 5-HT6R também tem sido associado a
varias outras vias de sinalizacao celular, incluindo a Fyn-tirosina quinase e canais de
K +. Mais recentemente, trés vias independentes da proteina G estavam envolvidas
na sinalizacéo do receptor 5-HT6: quinase 1/2 regulada por sinal extracelular (ERK1 /
2), que desempenha um papel importante na proliferacdo das células, sobrevivéncia
celular e morte celular; um segundo caminho levando a ativagdo do Jun; e mais
recentemente, via alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR), que desempenha um
papel importante no neurodesenvolvimento (KARILA et al, 2015). O receptor 5-HT6 &
principalmente localizado no sistema nervoso central, o que indica seu importante
papel na regulacéo de vérias atividades cerebrais, como a cogni¢cao e a memoéria (LIU
et al., 2016; WILKINSON, WINDFELD, & COLDING -JORGENSEN, 2014).

O receptor 5-HT7 também é acoplado a proteina G e propaga o seu sinal
através de uma via que inclui a ativacdo da adenilil ciclase e aumenta a producéo de
AMPc e ativando a PKA. Uma das primeiras cascatas de sinalizacdo a ser associada
ao 5-HT7 foi a ativacao da cascata por proteina mitdbgeno quinase (MAP). Também foi
visto na cultura de hipocampos de ratos a sinalizacdo extracelular (ERK1 / 2) via 5-
HT7. Estudos simultdneos e subsequentes demonstraram que a sinalizacao 5-HT7 é
muito mais complexa e envolve mudancas nas concentractes de Ca2 + intracelular
bem como mecanismos independentes de PKA (BLATTNER et al., 2018). O mRNA 5-
HT7 e a proteina receptora sdo amplamente expressos em varias regides cerebrais e,
particularmente, no coOrtex cerebral, no hipocampo, no talamo, na amigdala e no
hipotalamo (ROBERTS & HEDLUND, 2011; TAKEDA, TSUJI, MIYAGAWA E
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TAKEDA, 2017). A expressdao e distribuicdo similares de mRNA e proteinas para 0s
receptores 5-HT7 nas estruturas limbicas sugerem que esse receptor desempenha
um papel na regulacdo de fungbes como humor, processamento de memoria e a

associacdo emocional com a memoria (MENESES, 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a participacdo dos receptores serotoninérgico 5-HT5A, 5-HT6 e 5-
HT7 na extingdo da memadria de medo condicionado ao contexto.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar a participacao do receptor 5-HT5A, da regido CA1l do hipocampo e

da amigdala basolateral, na extincdo da memoéria de medo condicionado ao contexto.

Investigar a participacéo do receptor 5-HT6, da regido CA1 do hipocampo e da

amigdala basolateral, na extingdo da memaria de medo condicionado ao contexto.

Investigar a participacdo do receptor 5-HT7, da regido CA1 do hipocampo e da

amigdala basolateral, na extingdo da memaria de medo condicionado ao contexto.
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4 METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos CrlCembe: Wistar machos (N= 384), de
aproximadamente trés meses de idade, pesando em média 300-330 g, provenientes
do Centro de Modelos Biologicos Experimentais (CeMBE), os mesmos foram alojados
no biotério do Centro de Memodria localizado no prédio 64 da PUCRS. Os animais
foram mantidos em grupos de quatro por caixa moradia, com 4gua e comida a
vontade, com ciclo claro/escuro de 12/12 horas (luz a partir das 07:00 horas e escuro
a partir das 19:00 horas), com temperatura ambiente constante de 22°C + 1°C. As
caixas moradias foram trocadas trés vezes por semana pela equipe altamente
treinada do CeMBE. Todos os procedimentos foram realizados somente apds a
aprovacdo da Comisséo de Etica e Uso de Animais da PUCRS.

4.2 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Os animais alojados no biotério foram submetidos a cirurgia estereotaxica para
implantacéo bilateral de canulas guia de 0,2 mm de calibre posicionadas a 1,0 mm
acima da regidao CA1 do hipocampo dorsal (A -4,2; L+ 3,0; V -1,8 mm) ou da amigdala
basolateral (A -2,4; L+ 5,1; V -7,5mm), segundo as coordenadas do Atlas de Paxinos
e Watson (1986). Todo o procedimento foi realizado com os animais previamente
anestesiados com Ketamina (75 mg/Kg) juntamente com Xilazina (10 mg/Kg), ambos
administrados intraperitonealmente (i.p.). Como cuidado pds cirdrgico 0s animais
receberam Meloxican administrado via subcutanea de 12 em 12 horas nas primeiras
48 horas. Os animais tiveram 7 dias de recuperacédo ap0s o procedimento cirdrgico

antes de qualquer manipulagéo.

4.3 MANIPULACAO DOS ANIMAIS

Com o objetivo de evitar que os animais ficassem ansiosos e/ou estressados
guando manejados, eles foram submetidos a sessdes de manipulagéo 2 vezes ao dia
por 3 dias consecutivos. Durante cada sessao, os mesmos foram levados da sala de

alojamento até a sala onde os experimentos foram realizados, retirados da caixa
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moradia e manuseados. Apos 24 horas da Ultima sessédo de manipulacdo os animais

foram submetidos aos procedimentos comportamentais.

4.4 INTERVENCOES FARMACOLOGICAS

Para o tratamento farmacolégico foi utilizado uma micro-seringa Hamilton®
acoplada a um tubo de polietilieno com uma agulha de infusédo (0,05 mm de diametro).
As drogas ou o veiculo foram infundidos bilateralmente na regido CA1 do hipocampo
(1,0 pl/lado) ou na amigdala basolateral (0,5 pl/lado). Ao término, as agulhas de
infusdo foram mantidas no interior das canulas-guia por mais 60 segundos, a fim de
evitar refluxo de liquido. As drogas e as doses utilizadas (tabela 1) foram baseadas

em estudos prévios ja publicados do laboratério (SCHMIDT et al., 2016).

Tabela 1: Dose das drogas utilizadas

Mecanismo
de acao
Antagonista
SB-699551 do receptor 10 pg/lado

5-HT5A
Agonista do
WAY-208466 receptor 5- 0,04 pg/lado
HT6
Antagonista
SB-271046A do receptor 10 pg/lado
5-HT6
Agonista do
AS-19 receptor 5- 5 pg/lado
HT7
Antagonista
SB-269950 do receptor 5 pg/lado
5-HT7

Drogas Doses

4.5 TAREFAS COMPORTAMENTAIS

4.5.1 MEDO CONDICIONADO AO CONTEXTO
O aparato utilizado consiste de uma caixa de condicionamento (Figura 1) (35 x
35 x 35 cm), com a parte frontal em acrilico transparente, com um piso constituido por

barras paralelas metalicas, espacadas 0,8 mm entre elas (Panlab®). Essas barras sdo



23

capazes de conduzir corrente elétrica. Esta caixa encontra-se dentro de outra caixa
maior, que possui paredes com isolamente acustico. Nesta tarefa foi medido o tempo
total de imobilidade (freezing) do animal como resposta condicionada durante todas
as sessdes comportamentais (FIORENZA et al., 2012; SCHMIDT et al., 2016). O
tempo de imobilidade foi medido com o auxilio de um cronometro digital, por um
avaliador experiente. Todas as sessdes foram gravadas por uma camera digital da
marca GoPro®, em caso de qualquer eventualidade as imagens poderiam ser

reavaliadas.

Figura 1: Foto representativa do aparato experimental utilizado para a tarefa de
medo condicionado ao contexto

Fonte: dominio publico

4.5.1.1 PRoTOCOLO DE MEDO CONDICIONADO AO CONTEXTO

No dia 1 foi realizado a sesséo de treino do medo condicionado ao contexto, na
qual os animais foram individualmente colocados na caixa de condicionamento e apos
120 segundos receberam 3 estimulos elétricos de 0,5 mA por 2 segundos nas patas,
com intervalo de 30 segundos entre cada estimulo. Os animais foram recolocados na
caixa moradia 30 segundos apo0s o ultimo estimulo elétrico. Vinte quatro horas depois
(dia 2), os animais foram submetidos a uma sessao treino de extin¢gdo, na qual foram
recolocados na mesma caixa de condicionamento por 20 minutos, na auséncia do
estimulo elétrico. Para avaliacdo da memodria de longa duracdo os animais foram
submetidos a uma sessao de teste 24 horas depois da secdo de extingdo, com
duracdo de 180 segundos, na auséncia de estimulo elétrico. O comportamento de

imobilidade foi avaliado durante os primeiros 120 segundos da sessao de treino e
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durante toda a sessao de extin¢cao, entretando apenas 0s primeiros e 0s ultimos 3 min
foram utilizados na analise, e teste de retencéo (Figura 2)
Os animais receberam as infusbes farmacoldgicas (intra-CAl ou intra-ABL)

imediatamente ou 3 horas apos a sessao de extin¢cdo (SCHMIDT et al., 2016).

Figura 2. Representacdo do protocolo experimental

INFUSAO 0’ ou 180’

TREINO . TESTE
2 (3 estimulos > | TREWODEEXTINGAO| oy ES)

elétricos/2s)

Fonte: autor

4.6 AVALIACAO HISTOLOGICA DA REGIAO ESTUDADA

Apébs o término dos experimentos comportamentais, 0s animais previamente
operados, foram avaliados histologicamente quanto a posi¢do de suas canulas guias
nas regides cerebrais estudadas, visando assim garantir que apenas os dados
comportamentais de animais que efetivamente receberam a administracao correta das
drogas foram incluidos na analise estatistica final. Para este procedimento histolégico,
os animais foram submetidos a infuséo bilateral de uma solu¢cédo de azul de metileno
a 4% através das canulas guia; quinze minutos depois eutanasiados (Tiopental sédico
100 mg/Kg; i.p.) e entdo decapitados. Seus cérebros foram removidos e colocados em
uma solucédo de formol 4% por um periodo de quatro dias, a partir disso ocorreu a
andlise histologica, considerando somente os animais com a infusdo de azul de

metileno dentro de 2 mmZ2 dos locais alvos.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram organizados em uma tabela do programa Microsoft Office
Excel (versdo 2013) para o calculo da porcentagem de tempo de freezing. As analises

estatisticas foram realizadas com auxilio do programa GraphPad Prism 5.1. Os dados
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foram analisados utilizando ANOVA de uma via seguido de teste de comparacdes
multiplas Bonferroni ou test t ndo pareado. Os dados foram expressos como média *

erro padrdo. Valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

4.8 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos foram realizados com o maximo de cuidado para evitar
o desconforto e o sofrimento dos animais. Este projeto foi aprovado pela Comisséo de
Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Pontificia Universidade Catdlica do Estado
do Rio Grande do Sul e, apenas ap0s a sua aprovacdo foram iniciados o0s
procedimentos experimentais, 0s quais estdo de acordo com as normas regidas por

esta instituicdo. SIPESQ 8010.
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5 RESULTADOS

5.1. O ANTAGONISTA DO RECEPTOR 5-HT5A FACILITA A EXTINCAO DA
MEMORIA DE MEDO CONDICIONADO AO CONTEXTO SOMENTE NA ABL
IMEDIATAMENTE E 3 H APOS A EXTINCAO

Os animais que receberam a infusdo do antagonista do receptor 5-HT5A, SB-
699551 (10 pg/lado), na regido CA1 do hipocampo imediatamente, SB-699551-Veh
tao)= 1.583,p > 0.5 (Fig. 3A), ou 3 h, SB-699551-Veh tu1 = 0.267,p > 0.5 (Fig. 3B),
apés a extingdo, exibiram niveis semelhantes de freezing aos do grupo controle
durante o teste. Por outro lado, animais que receberam infusdo de SB-699551 (10
pg/lado) na regido ABL imediatamente, SB-699551-Veh tas) = 6.206, p < 0.001 (Fig.
3C), ou 3 h, SB-699551-Veh tu4)=4.738, p <0.001 (Fig. 3D), ap0s a extin¢do, exibiram
niveis mais baixos de freezing do que o grupo controle durante o teste. Estes
resultados sugerem que o antagonista do receptor 5-HT5A modula a extincdo da
memoria de medo condicionado ao contexto através da ABL, mas ndo da regidao CA1l

do hipocampo, facilitando a memaria de extingao.
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Figura 3 — Participagdo dos receptores 5-HT5A na extingdo da memdria de medo
condicionado ao contexto. Os animais foram submetidos ao protocolo de extingdo e imediatamente
(A) ou 3 h depois (B) receberam infusdo intra-CA1 ou imediatamente (C) ou 3 h depois (D) ap6s a
extingdo intra-ABL de Veh ou SB-699551 (10 pg/lado), e 24 h depois foram submetidos a um teste de
3 min. Os animais que receberam SB-699551 imediatamente e 3h apds a extingao intra-ABL
expressaram menos freezing em compara¢éo com os animais tratados com Veh durante o teste. Todos
os demais grupos apresentaram niveis semelhantes de freezing durante o teste comparado ao controle.
A figura mostra a porcentagem de tempo gasto em freezing durante o treino CFC, nos primeiros e
Gltimos 3 minutos da sesséo de extingdo e no teste. Os dados sdo expressos como média + EMP (n =
6-—9 animais por grupo). *** p <0,001 SB-699551 vs. Veh no teste, teste t ndo pareado.
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5.2. O ANTAGONISTA DO RECEPTOR 5-HT6 FACILITA A EXTINCAO DA
MEMORIA DE MEDO CONDICIONADO AO CONTEXTO SOMENTE NA ABL
IMEDIATAMENTE APOS A EXTINCAO

Os animais que receberam o agonista do receptor 5-HT6, WAY-208466 (0,04
pg/lado) e o antagonista do receptor 5-HT6, SB-271046 (10 pg/lado) intra-CAl
imediatamente, Fig. 4A: one-way ANOVA, F,15=1.075, Veh-WAY-208466 (p >0.05),
Veh-SB-271046 (p >0.05), ou 3 h, Fig. 4B: one-way ANOVA, F,18 =0.04851, Veh-
WAY-208466 (p >0.05), Veh-SB-271046 (p >0.05) apds a extingdo exibiram niveis
semelhantes de freezing aos do grupo controle durante o teste. Os animais que
receberam o agonista do receptor 5-HT6, WAY-208466 (0,04 ug/lado), intra-ABL
imediatamente, Fig. 4C: one-way ANOVA, F2,19) = 16.11, Veh-WAY-208466 (p >0.05),
ou 3 h, Fig. 4D: one-way ANOVA, F@216 = 0.774, Veh-WAY-208466 (p >0.05), apds a
extingdo também exibiram niveis semelhantes de freezing aos do grupo controle
durante o teste. No entanto, animais que receberam o antagonista do receptor 5-HT6,
SB-271046 (10 ug/lado), na regido ABL, imediatamente apos a extincdo, Fig. 4C: one-
way ANOVA, F¢,19=16.11, Veh-SB-271046 (p <0.001), exibiram niveis mais baixos
de freezing do que o grupo controle durante o teste, mas ndo quando infundido 3 h
apos a extingéo, Fig. 4D: one-way ANOVA, Fe,16)= 0.774, Veh-SB-271046 (p>0.05).
Estes resultados sugerem que o antagonista do receptor 5-HT6 modula a extin¢do da
memoria de medo condicionado ao contexto através da ABL , mas ndo da regido CAl

do hipocampo, facilitando a memaria de extingcao.



29

1009 6Al £ Veh 1007.CA1 3 Veh
B3 WAY-208466 E3 WAY-208466
E SB-271046 Hl SB-271046
754 754
g g
£ : 5 .
g 50 I o 50 T
'S
s <
25+ 25 t i
. CFC 0-3  17-20 Ext Test 0 CFC 03 17-20
Ext Tr Ext Tr

1007 BLA 3 Veh 1007 BLA 3 Veh
E3 WAY-208466 B3 WAY-208466
Il SB-271046 HR SB-271046
754 754
g £
N N
8 504 [l 3 504 ]
i ' i '
ES =® |
25+ } 254 ! )
' T
Fekdk
. CFC 0-3  17-20 Ext Test 0 CFC 0-3 17-20 Ext Test
Ext Tr Ext Tr

Figura 4 - Participacdo dos receptores 5-HT6 na extingdo da memodria de medo
condicionado ao contexto. Os animais foram submetidos ao protocolo de extingdo e imediatamente
(A) ou 3 h depois (B) receberam infuséo intra-CA1 ou imediatamente (C) ou 3h (D) apos a extingédo
intra-ABL de Veh ou WAY-208466 (0,04 pg/lado) ou SB-271046 (10 ug/lado), e 24 h depois foram
submetidos a um teste de 3 min. Os animais que receberam SB-271046 imediatamente apds a extingao
intra-ABL expressaram menos freezing em comparagdo com os animais tratados com Veh durante o
teste. Todos os demais grupos apresentaram niveis semelhantes de freezing durante o teste
comparado ao controle. A figura mostra a porcentagem de tempo gasto em freezing durante o treino
CFC, nos primeiros e ultimos 3 minutos da sessédo de extingdo e no teste. Os dados sdo expressos
como média + EMP (n = 5-8 animais por grupo). *** p <0,001 SB-271046 vs. Veh no teste, one-way
ANOVA seguido de Bonferroni.
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5.3. O ANTAGONISTA DO RECEPTOR 5-HT7 FACILITA A EXTINCAO DA
MEMORIA DE MEDO CONDICIONADO AO CONTEXTO SOMENTE NA ABL
IMEDIATAMENTE E 3H APOS A EXTINCAO

Os animais que receberam o agonista do receptor 5-HT7, AS-19 (5 ug/lado) e
0 antagonista do receptor 5-HT7, SB-269970 (5 pg/lado) intra-CA1l imediatamente,
Fig. 5A: one-way ANOVA, F,19) = 0.02506 ,Veh-AS-19 (p >0.05), Veh-SB-269970 (p
>0.05), ou 3 h, Fig. 5B: one-way ANOVA, F¢22 = 1.036, Veh-AS-19 (p >0.05), Veh-
SB-269970 (p >0.05), apds a extingado exibiram niveis semelhantes de freezing aos do
grupo controle durante o teste. Os animais que receberam o agonista do receptor 5-
HT7, AS-19 (5 pg/lado), intra-ABL imediatamente, Fig. 5C: one-way ANOVA, F21) =
9.501, Veh-AS-19 (p >0.05), ou 3h apés, Fig. 5D: one-way ANOVA, F,20= 7.589,
Veh-AS-19 (p >0.05), a extingdo também exibiram niveis semelhantes de freezing aos
do grupo controle durante o teste. No entanto, animais que receberam o antagonista
do receptor 5-HT7, SB-269970 (5 pg/lado), na regido ABL, imediatamente, Fig. 5C:
one-way ANOVA, F,21)=9.501, Veh-SB-269970 (p <0.001), ou 3h apés, Fig. 5D: one-
way ANOVA, F,20)= 7.589, Veh-SB-269970 (p <0.01), a extingéo exibiram niveis mais
baixos de freezing do que o grupo controle durante o teste. Estes resultados sugerem
que o antagonista do receptor 5-HT7 modula a extincdo da memdria de medo
condicionado ao contexto através da ABL, mas ndo da regido CA1l do hipocampo,

facilitando a memoaria de extingao.
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Figura 5 — Participacdo dos receptores 5-HT7 na extingdo da memoéria de medo

condicionado ao contexto. Os animais foram submetidos ao protocolo de extingdo e imediatamente

(A) ou 3 h depois (B) receberam infuséo intra-CA1 ou imediatamente (C) ou 3h (D) apds a extingéo
intra-ABL de Veh ou AS-19 (5 pg/lado) ou SB-269970 (5 pg/lado), e 24 h depois foram submetidos a
um teste de 3 min. Os animais que receberam SB-271046 imediatamente ou 3h apds a extin¢do intra-

ABL expressaram menos freezing em comparagdo com 0s animais tratados com Veh durante o teste.

Todos 0s demais grupos apresentaram niveis semelhantes de freezing durante o teste comparado ao

controle. A figura mostra a porcentagem de tempo gasto em freezing durante o treino CFC, nos

primeiros e ultimos 3 minutos da sesséo de extingdo e no teste. Os dados sdo expressos como média

+ EMP (n = 5-9 animais por grupo). **p < 0.01 e ***p < 0.001 for SB-269970 vs. Veh no teste, one-way

ANOVA seguido de Bonferroni.
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6 DISCUSSAO

Demonstramos aqui que o bloqueio dos receptores 5-HT5A, 5-HT6 e 5-HT7
na ABL, mas nado na regido CA1l do hipocampo, foi capaz de facilitar a memoria de
extincdo do CFC. A ABL é uma estrutura cerebral crucial no processamento de
memoérias e extincdo (IZQUIERDO, FURINI, & MYSKIW, 2016). Modulacdo e
armazenamento de memodrias ndo sao necessariamente funcdes mutuamente
exclusivas, e muitos estudos acreditam que o ABL exerce ambos (HERMANS et al.,
2014; IZQUIERDO et al., 2006; SUI et al., 2014). Ela opera em paralelo com a regiédo
CAl do hipocampo no processamento de memodrias (IZQUIERDO, FURINI, &
MYSKIW, 2016; QUILLFELDT et al., 1996). H& evidéncias de que a ABL promove a
aprendizagem de esquiva inibitoria independentemente do hipocampo, aumentando o
valor emocional do treinamento de esquiva inibitoria (Benetti et al., 2015).

A amigdala também é uma estrutura crucial para a ansiedade e a liberacéo
de 5-HT esta aumentada na amigdala na expressdo do medo condicionado
(KAWAHARA et al., 1993; ZANOVELI et al., 2009). Animais que foram tratados com
5,7-dihydroxytryptamine (um agente depletor de serotonina) injetados na ABL
mostraram aumento do tempo de interacdo social, sugestivo de reducdo do
comportamento de ansiedade, eles também apresentaram redu¢do da aquisicdo de
medo condicionado e reduc¢éo da evocac¢éo do medo (JOHNSON et al. 2015).

Os camundongos knockout do transportador 5-HT (5-HTTKO) tem os niveis
extracelulares de 5-HT aumentados (JENNINGS, LESCH, SHARP, & CRAGG, 2010;
MATHEWS et al., 2004) e um prejuizo na evocacdo da extincdo do medo em
comparacao aos controles (WELLMAN et al., 2007). Além disso, os camundongos 5-
HTTKO apresentaram densidade anémala da espinha dendritica nos principais
neurbnios da ABL (WELLMAN et al., 2007). Por outro lado, camundongos
superexpressando 5-HTT (5-HTTOE) tem niveis extracelulares de 5-HT diminuidos
em relacdo aos controles (JENNINGS et al., 2010) e exibiram prejuizo da
aprendizagem do medo (BOCCHIO et al., 2015; LINE et al., 2014; MCHUGH et al.,
2015; SANTANA, BULLIDO, RECUERO, VALDIVIESO, & ALDUDO, 2012). Em
resumo, estes resultados suportam uma correlacdo negativa entre niveis de 5-HT e
extincdo, mas uma correlagdo positiva com a aprendizagem das memoérias de medo,
provavelmente através da acéo de 5-HT fisiologicamente liberada na ABL (BOCCHIO,
MCHUGH, BANNERMAN, SHARP, & CAPOGNA, 2016).
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Lesdes nos terminais serotoninérgicos na amigdala induzidas por injecéo
local de 5,7-dihydroxytryptamine atenuaram a expressdo da memdria de medo
avaliado pelo medo condicionado ao contexto e aumentaram a evoca¢ao da memaoria
de extincdo, no entanto, uma lesdo serotonérgica no cortex pré-frontal medial nédo
mostrou quaisquer alteragdes comportamentais (IZUMI et al., 2012). Estes resultados
estdo de acordo com 0s nossos resultados, mostrando que 0s antagonistas dos
receptores serotoninérgicos, 5-HT5A, 5-HT6 e 5-HT7, quando infundidos no BLA,
foram capazes de facilitar a consolidacéo da extincao.

Apesar da regido CAl do hipocampo desempenhar papel importante na
consolidagdo da extincdo (FIORENZA, ROSA, IZQUIERDO, & MYSKIW, 2012;
IZQUIERDO, FURINI, & MYSKIW, 2016), a infusdo dos agonistas e antagonistas dos
receptores serotoninérgicos 5-HT5A, 5-HT6 e 5-HT7 ndo tiveram nenhum efeito na
consolidagéo da extincdo, pelo menos ndo nas doses e nos momentos de infuséo
utilizados neste trabalho. Mais estudos devem ser realizados para melhor elucidar o
papel desses receptores serotoninérgico na regido CAl e até mesmo em outras
regides do hipocampo durante a consolidacdo da extingcéo.

O receptor 5-HT5A provavelmente desempenha um papel inibitorio, uma vez
que a delecdo genética desse receptor resulta em um aumento inesperado nas
correntes inibidoras do receptor 5-HT1A (GOODFELLOW, BAILEY, & LAMBE, 2012).
Segundo Kassai et al. (2012), SB-699551-A, um antagonista do receptor 5-HT5A,
apresentou um papel ansiolitico no comportamento, enquanto A-843277, outro
antagonista de 5-HT5A, mostrou uma propriedade semelhante a um antidepressivo
(KASSAI et al., 2012). Além disso, Yamazaki demonstrou que os antagonistas de 5-
HT5A poderiam melhorar o déficit de memdéria e cognitivo associados a idade e o
déficit de memoaria induzido por escopolamina em modelos animais de esquizofrenia
(YAMAZAKI et al., 2014, 2015). Também foi descrito que a administragcdo sistémica
do antagonista de 5-HT5A prejudicava a memoéria de curto e longo prazo em uma
tarefa de aprendizagem associativa (GONZALEZ, CHAVEZ-PASCACIO, &
MENESES, 2013). Schmidt e colaboradores (SCHMIDT et al.,, 2017) verificaram
recentemente que o bloqueio do 5-HT5A causou um prejuizo na reconsolidacao da
memoria CFC quando infundido 3h pos-reativacdo na regidao CA1 do hipocampo.

Aqui, demonstramos que a administragao do antagonista de 5-HT5A na ABL
imediatamente ou 3 horas ap0s a sesséo de extingcéo leva a uma melhora da memaria

de extingdo do CFC. E importante ressaltar que a consolidacéo, reconsolidacdo e
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extingdo tém algumas semelhangas, mas o curso do tempo, as estruturas cerebrais e
0S mecanismos moleculares envolvidos podem ser diferentes (IZQUIERDO, FURINI,
& MYSKIW, 2016). Considerando que ndo ha agonistas seletivos dos receptores 5-
HT5A, mais estudos com compostos seletivos do 5-HT5A em tarefas
comportamentais sdo necessarios (VOLK et al., 2010).

Nossos resultados demonstram que a administracdo do antagonista 5-HT6
no ABL imediatamente ap0s a sessao de extingdo levou a uma melhora na memoéria
de extincdo, o que corrobora com trabalhos recentes que demonstraram que 0sS
antagonistas do receptor 5-HT6 melhoraram a cognicdo em diferentes tarefas de
memoria em ratos idosos (HIRST et al., 2006; MENESES, 2001) e ratos com déficits
induzidos por escopolamina (DA SILVA COSTA-AZE, QUIEDEVILLE, BOULOUARD,
& DAUPHIN, 2012; KING et al., 2004; MENESES, 2001; SCHREIBER et al., 2007;
WOODS, CLARKE, LAYFIELD, & FONE, 2012). Também pode ser um poderoso
candidato a drogas para o tratamento da doenca de Alzheimer (RAMIREZ, 2013) e da
esquizofrenia (KIKUCHI, 2006).

No entanto, existem alguns resultados discrepantes na literatura relacionados
ao receptor 5-HT6 e a memoria (GRAVIUS et al., 2011; LINDNER, 2003; RUSSELL
E DIAS, 2002; SCHMIDT et al., 2017). Uma das possiveis explicacdes para os efeitos
paradoxais dos agonistas e antagonistas do receptor 5-HT6 é que 0s agonistas atuam
nos poucos receptores 5-HT6 localizados diretamente nos neurdnios colinérgicos e
glutamatérgicos, recebendo apenas um pequeno estimulo serotoninérgico, enquanto
0s antagonistas podem atuar sobre o receptor 5-HT6 localizado nos interneurénios
gabaérgicos inibitérios, aumentando a entrada de 5-HT que desinibe a liberacédo de
acetilcolina e glutamato (WOODS et al., 2012). Também €é importante considerar que
essas diferencas podem estar relacionadas ao uso de diferentes antagonistas,
condicbes experimentais e instrumentos para medir o comportamento (MENESES,
2013). Alem disso, o antagonista do receptor 5-HT6 tem o seu impacto mais limitado
pelo tempo do que os antagonistas dos receptores 5-HT5A e 5-HT7.

O receptor 5-HT7 é um dos subtipos de receptores mais recentemente
descobertos para 0 5-HT. Schmidt et al. Verificaram recentemente que o bloqueio dos
receptores 5-HT7 facilitou a consolidacdo e a reconsolidacdo da memoria CFC
(SCHMIDT et al., 2017). Além disso, Takeda mostrou que tanto o condicionamento do
medo dependente do contexto quanto do tom sdo modulados pelos receptores 5-HT7
(TAKEDA et al., 2017).
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No presente estudo, os achados dos receptores 5-HT7 foram semelhantes
aos apresentados aqui para 5-HT5A e 5-HT6. Estes resultados indicam que o
antagonista dos receptores 5-HT7 modula a extincdo da memoria CFC no ABL, mas
ndo na regido CAl do hipocampo, facilitando a memodria de extingao.
Tem sido sugerido que a amigdala pode ser uma importante interface sensorio-
motora para ambos os tipos de condicionamento do medo (TAKEDA et al., 2017) e é
consistente com a hipotese de que os ligantes do receptor 5-HT7 também podem
melhorar a aprendizagem contextual e a memdria através de um mecanismo
independente do hipocampo (ZAREIFOPOULOS & PAPATHEODOROPOULOS,
2016). Anatomicamente, foi demonstrado que o receptor 5-HT7 estd presente em
todas as partes do hipocampo (BONAVENTURE et al., 2004). Curiosamente, as
maiores densidades foram observadas na regido CA3 do hipocampo e no giro
denteado, regibes do hipocampo que se mostraram envolvidas na resposta a
mudancgas no ambiente (GOODRICH-HUNSAKER, HUNSAKER, & KESNER, 2008;
HUNSAKER, ROSENBERG E KESNER, 2008). A ativacéo do receptor 5-HT7 na area
CA3 aumenta a corrente de cations induzida pela hiperpolarizacdo (OHMURA et al.,
2016), que diminui os potenciais poés-sinapticos excitatérios, reduzindo a
excitabilidade neuronal. O bloqueio deste efeito inibitério do receptor 5-HT7 pode
explicar os efeitos benéficos dos antagonistas de 5-HT7 na cognicdo e memoria
(CIRANNA & CATANIA, 2014). Sua ampla densidade na regido CA3 também reforca
a necessidade de estudar seu papel em outras regides do hipocampos.

Varias revisbes (MENESES, 2015; ZAREIFOPOULOS &
PAPATHEODOROPOULOQOS, 2016), tém sido publicadas recentemente sobre o papel
dos receptores 5-HT7, com grande énfase no seu papel modulatério em relacdo a
memoria e outras fungdes cognitivas superiores. Eles resumem estudos em animais,
observando os resultados inconclusivos e muitas vezes conflitantes, um vez que 0s
mesmo abordam o paradoxo de que tanto os agonistas quanto os antagonistas do
receptor 5-HT7 tém efeitos pré-aminésicos e pré-cognitivos (MENESES, 2015).

Existem algumas explicacbes possiveis para isso. Uma é que o0s receptores
5-HT7 podem interagir funcionalmente com outros receptores 5-HT e alterar a valéncia
de suas acbes comportamentais. Stiedl et al. descreveram interacdes entre 0s
receptores 5-HT7 e 5-HT1A, incluindo os autoreceptores 5-HT1A, que podem alterar
afuncdo de ambos (STIEDL, 2015). Além disso, a infusédo hipocampal de 8-OH-DPAT,

agonista duplo do receptor 5-HT1A e 5-HT7, impediu o aprendizado de esquiva
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inibitéria através da ativacéo do receptor 5-HT1A no hipocampo, enquanto o receptor
5-HT7 parece facilitar os processos de memdria principalmente através do cortéx e
outras estruturas pertencentes ao sistema limbico, e ndo apenas do hipocampo
(ERIKSSON et al., 2012).

Como mostrado aqui, o0 agonista do receptor 5-HT7 né&o teve efeito nas duas
estruturas estudadas. Uma explicacao para isso pode ser o fato de que os estudos
sobre as funcfes dos receptores 5-HT7 foram principalmente prejudicados pela falta
de ligantes seletivos, especialmente agonistas. Os agonistas de 5-HT7, AS-19 e LP-
44 parecem ter baixas poténcias agonistas in vivo (ERIKSSON et al., 2012; ROBERTS
& HEDLUND, 2011).

Concluindo, o bloqueio dos receptores 5-HT5A, 5-HT6 e 5-HT7 na ABL,
mas nao na regido CA1l do hipocampo, foi capaz de facilitar a consolidacdo da
extincdo da memoria do medo condicionado ao contexto, logo, um novo papel desses
receptores foi descrito aqui. Levando em conta suas possiveis aplicacdes
terapéuticas, estudos adicionais devem ser conduzidos para melhor elucidar seu
papel nos processos de memoadria. Em resumo, 0s receptores serotoninérgicos 5-
HT5A, 5-HT6 e 5-HT7 exercem um importante papel na ABL durante a extin¢géo, o que
nos leva a uma nova perspectiva sobre esse mecanismo de memoaria, fornecendo
novas evidéncias na pesquisa sobre essa vasta area de conhecimento e estimulando

novas linhas de investigacao.
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Abstract

Extinction is the learned inhibition of retrieval. It is the mainstay of exposure
therapy, which is widely used to treat drug addiction, phobias and fear-related
pathologies such as post-traumatic stress disorder. The serotonin (5-HT) system is
positioned to modulate the extinction circuitry via ascending 5-HT projections that
innervate certain brain structures including the hippocampus and the basolateral
amygdala (BLA). The most recently described serotoninergic receptors 5-HT5A, 5-
HT6, 5-HT7 affect different memory processes and so are putative therapeutic targets
for disorders related to cognition; however, their role in the extinction of contextual fear
conditioning (CFC) has not been studied yet. Here we investigate the role of these
receptors in the CA1 region of the hippocampus and the BLA in the extinction of CFC.
For this, male rats were implanted with cannulae in the CA1 or in the BLA region
through which they received immediately or 3 h after extinction training of CFC
infusions of SB699551 (10 ug/side), 5-HT5A antagonist; WAY-208466 (0.04 ug/side),
5-HT6 agonist; SB-271046A (10 ug/side), 5-HT6 antagonist; AS-19 (5 ug/side), 5-HT7
agonist; SB-269950 (5 ug/side), 5-HT7 antagonist. After 24 h, animals were submitted
to a 3 min extinction test. Results show that the infusion immediately after extinction
training of 5-HT5A, 5-HT6 and 5-HT7 antagonists, and 3 h after extinction training of
5-HT5A and 5-HT7 antagonists in the BLA region, but not in CAl, facilitates the

extinction of CFC memory.

Key words: extinction; 5-HT5A; 5-HT6; 5-HT7; hippocampus; basolateral amygdala

Highlights

e The serotoninergic receptors modulate extinction of CFC in BLA but not in CA1.

e 5-HT5A antagonists facilitate extinction of CFC immediately and 3 h after
session.

e 5-HT6 antagonists facilitate extinction of CFC immediately after session.

e 5-HT7 antagonists facilitate extinction of CFC immediately and 3 h after
session.

e 5-HT5A, 5-HT6 and 5-HT7 agonists have no effects on extinction of CFC.

Introduction
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Fear memories are essential to survival. However, their expression out of
context can lead to anxiety, phobias or to the incapacitating condition known as post-
traumatic stress disorder (PTSD) [1]. One of the main options of treatment for these
disorders is exposure therapy, which is based on the extinction learning of fear
memories [2,3].

Extinction is the inhibition of retrieval of a previously acquired memory through
overlapping of a new memory [4]. One way to study the extinction memory is through
the Pavlovian fear conditioning in which subjects are presented to a neutral
conditioned stimulus (CS), paired with an aversive unconditioned stimulus (US),
leading to a conditioned fear response (CR). The continuous presentation of the CS
without the US will lead to the gradual decrease, or extinction, of the CR [2,3]. It is well
documented that fear extinction process requires the CA1 region of the hippocampus
and the basolateral amygdala (BLA) [5-7].

The serotonin (5-HT) system is positioned to modulate the extinction circuitry
via ascending 5-HT projections arising from midbrain raphe nuclei that innervate
certain brain structures including the BLA, the hippocampus, the medial prefrontal
cortex and the bed nucleus of the stria terminalis [8]. Research has largely focused on
the role of 5-HT1A, 5-HT2 and 5-HT3 serotoninergic receptors on fear extinction [9].
However, the role of other 5-HT receptors on the extinction have not been broadly
explored. For example, the most recently described serotoninergic receptors 5-HT5A,
5-HT6 and 5-HT7 affect different mechanisms of memory in several behavioral tasks,
such as water maze, novel object recognition, T-maze, hole-board and fear
conditioning [10-13], however, their roles on the extinction of contextual fear
conditioning (CFC) have not been studied so far. Furthermore, recent studies have
demonstrated an involvement of these receptors in pathophysiological processes,
such as Alzheimer's disease and schizophrenia, thus highlighting their therapeutic
possibilities [14-21].

The clinical application of extinction reinforces the need to better understand its
processes, especially those related to its modulation by pharmacological agents
[2,5,9,22]. Serotonergic dysfunctions are known to be implicated in the pathogenesis
of anxiety related pathologies [23] and there is a general endorsement by clinical

practice guidelines of selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) as first-line
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agents in treating these disorders [24], howsoever, the mechanisms through which the
therapeutic effect takes place and if it is related to extinction have not been properly
explored.

Therefore, here we investigate whether the most recently described
serotoninergic receptors, 5-HT5A, 5-HT6 and 5-HT7 in the CAl region of the
hippocampus and in the BLA participate on the consolidation of extinction of CFC,
through local administration of agonists and antagonists of these receptors. Two
different time points of infusion were chosen in order to investigate the time of action
of these receptors in the consolidation of extinction. The time points of infusion were
chosen based on previous works which have shown that memory formation and cCAMP
rat hippocampal production in passive avoidance learning task have been detected
immediately or 3 hours following training [25] and that these three serotoninergic
receptors in the CA1 region of the hippocampus are involved in the consolidation
and/or reconsolidation of CFC memory when agonists or antagonists were infused

immediately or 3 hours after consolidation or reconsolidation of CFC memory [26].

Materials and Methods

Animals

Male Wistar rats (CrlCembe:WI; 3 months-old, 300—-330 g) purchased from
Centro de Modelos Biolégicos Experimentais (CeMBE) of the Pontifical Catholic
University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil, were housed four to a cage and
kept with free access to food and water, under a 12-h light/dark cycle (lights on at 7:00
a.m.) and temperature of the animals’ room maintained at 22— 23°C. All experimental
procedures were performed in accordance with Animal Committee on Ethics in the
Care and Use of Laboratory Animals of the Pontifical Catholic University of Rio Grande
do Sul.

Surgery

Under deep anesthesia (75 mg/kg ketamine plus 10 mg/kg xylazine;
intraperitoneally) animals were bilaterally implanted with stainless steel 22gauge guide
cannulae aimed 1 mm above the CA1 region of the dorsal hippocampus (anterior, —4.2

mm; lateral, £3.0 mm; ventral, —1.8 mm; from bregma) or the BLA (anterior, -2.4 mm;
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lateral, £5.1 mm; ventral, —=7.5 mm; from bregma) and fixed to the skull with dental
acrylic [27]. Animals were allowed to recover from surgery for 7 days and then were

handled once a day for 3 consecutive days before experimental procedures.

Contextual fear conditioning apparatus

The CFC apparatus was a chamber within a ventilated sound-attenuating box
(Panlab®, Barcelona, Spain) with aluminum walls (35 x 35 x 35 cm), a transparent
plastic front lid and a floor of parallel stainless-steel grid bars connected to a device to
deliver the footshocks. The chamber was cleaned with 70% ethanol and completely
dried between the sessions for each animal. Freezing behavior (defined as the
absence of all visible movement except for respiratory-related movements) was

scored and converted into a percentage of time.

Behavioral procedure

On Day 1 (CFC training session), animals were placed into the conditioning
chamber for 2 min. Then three electrical footshocks (0.5 mA, 2 s) were delivered with
a 30 s interval between them. Animals were removed from the conditioning chamber
30 s after the last footshock and placed back in their home cages. On Day 2, animals
were placed in the same conditioning chamber for a 20 min CFC extinction training
(Ext Tr), without the footshocks. On Day 3, animals were placed once more in the
same apparatus for a 3 min extinction test (Ext Test) without footshocks. After Ext Tr,
animals were randomly divided in vehicle (Veh) or drug groups. Drug administration
into the CAL1 region of the hippocampus or into the BLA occurred immediately or 3

hours after the extinction session.

Pharmacological treatments

The animals were gently restrained by hand, and an infusion needle (30 gauge)
was fitted tightly into the guides, extending 1 mm from the tip of the guide cannulae.
The infusion needle was attached to a polyethylene tubing (PE10, Plastics One)
connected to a 10 yl Hamilton syringe, and infusion was performed at a rate of 1.0
ul/60 s. The infusion needle was left in place for one additional minute after the infusion
in order to minimize backflow, and then carefully withdrawn and placed on the other

side. All treatments were bilateral. The drugs were freshly dissolved in sterile saline
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0.9% and the drugs and doses used were SB-699551 (10 pg/side), 5-HT5A
antagonist; WAY-208466 (0.04 ug/side), 5-HT6 agonist; SB-271046A (10 ug/side), 5-
HT6 antagonist; AS-19 (5 ug/side), 5-HT7 agonist; SB-269950 (5 ug/side), 5-HT7
antagonist, infused in a volume of 1.0 ul per side into the CAL1 region and 0.5 pl per

side into the BLA. The doses were based on a previous paper from our group [26].

Cannulae placements

Correct cannulae placements were verified 2 to 4 days after the end of the last
behavioral procedure. Animals were infused with a 4% methylene blue solution over
30 s into the CAL1 region of the dorsal hippocampus (1.0 pl/side) and BLA (0.5 pl/side)
at the coordinates mentioned above. After 30 min, the animals were sacrificed by
excess anesthesia and the brains were removed and kept in 10% formalin. The
extension of the spread of the dye was considered to represent an estimation of the
amount of drug infused. Cannulae placement was considered correct when the spread

was <1 mm from the intended infusion site; this occurred in 98% of the animals.

Statistical analysis

The obtained data were expressed as mean + SEM and analyzed statistically
by unpaired t-test or one-way ANOVA followed by Bonferroni test using GraphPad
Prism software. Differences between groups below p < 0.05 were considered

statistically significant.

Results

Participation of the 5-HT5A receptors on the extinction of the contextual fear
conditioning memory

As shown in Fig. 1, animals that received the antagonist of the 5-HT5A
receptors, SB-699551 (10 pg/side), into the CAl region of the hippocampus
immediately (Fig. 1A) or 3h (Fig. 1B) after the extinction training (Ext Tr), exhibited
similar levels of freezing to the Veh group during the extinction test (Ext Test)
(unpaired t-test: Fig. 1A, SB-699551-Veh tuo= 1.583, p > 0.5; Fig. 1B, SB-699551-
Veh tay = 0.267, p > 0.5). On the other hand, animals that received infusions of SB-
699551 (10 ug/side) into the BLA immediately (Fig. 1C) or 3h (Fig. 1D) after the Ext
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Tr, exhibited lower levels of freezing than the Veh group during the Ext Test (unpaired
t-test: Fig. 1C, SB-699551-Veh tue) = 6.206,p < 0.001; Fig. 1D, SB-699551-Veh
taa) =4.738, p < 0.001). These results indicate that the blockade of 5-HT5A receptors
in the BLA but not in the CAL1 region of the hippocampus modulates the extinction of

the CFC memory facilitating this process.

Participation of the 5-HT6 receptors in the extinction of the contextual fear
conditioning memory

As shown in Fig. 2, animals that received the agonist of the 5-HT6 receptors,
WAY-208466 (0.04 pg/side) or the antagonist of the 5-HT6 receptors, SB271046 (10
pg/side), intra-CA1l immediately (Fig. 2A) or 3 h (Fig. 2B) after the Ext Tr exhibited
similar levels of freezing as the Veh group during the Ext Test (one-way ANOVA: Fig.
2A, Fr,15=1.075, Veh-WAY-208466 (p >0.05), Veh-SB-271046 (p >0.05); Fig. 2B,
F.18=0.04851, Veh-WAY-208466 (p >0.05), VehSB-271046 (p >0.05)). Likewise,
animals that received WAY-208466 (0.04 ug/side) intra-BLA immediately (Fig. 2C) or
3 h (Fig. 2D) after the Ext Tr exhibited similar levels of freezing as the Veh group during
the Ext Test (oneway ANOVA: Fig. 2C, Fe19 = 16.11, Veh-WAY-208466 (p >0.05);
Fig. 2D, F16)= 0.774, Veh-WAY-208466 (p >0.05)). Although, animals that received
SB-271046 (10 pg/side), into the BLA, immediately (Fig. 2C) after the Ext Tr exhibited
lower levels of freezing than the Veh group during the Ext Test (oneway ANOVA: Fig.
2C, F(2,190=16.11, Veh-SB-271046 (p <0.001 )). When the SB-271046 (10 ug/side)
was infused 3 h after the extinction training (Fig. 2D) the animals exhibited similar
levels of freezing as the Veh group during the Ext Test (one-way ANOVA: Fig. 2D,
Fe,16 = 0.774, Veh-SB-271046 (p>0.05)). These results indicate that the blockade of
5-HT6 receptors in the BLA but not in the CA1 region of the hippocampus modulates
the extinction of the CFC memory facilitating this process.

Participation of the 5-HT7 receptors in the extinction of the contextual fear
conditioning memory

As demonstrated in Fig. 3, animals that received the agonist of the 5-HT7
receptors, AS-19 (5 ug/side) or the antagonist of the 5-HT7 receptors, SB269970 (5
pg/side), intra-CAl immediately (Fig. 3A) or 3 h (Fig. 3B) after the Ext Tr exhibited
similar levels of freezing as the Veh group during the Ext Test (one-way ANOVA: Fig.
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3A, F,19 = 0.02506 ,Veh-AS-19 (p >0.05), Veh-SB269970 (p >0.05); Fig. 3B, Fe.22) =
1.036, Veh-AS-19 (p >0.05), Veh-SB-269970 (p >0.05)). Likewise, animals that
received AS-19 (5 pg/side), intra-BLA immediately (Fig. 3C) or 3 h (Fig. 3D) after the
Ext Tr exhibited similar levels of freezing as the Veh group during the Ext Test (one-
way ANOVA: Fig. 3C, Fe21)= 9.501, Veh-AS-19 (p >0.05); Fig. 3D, F,20) = 7.589,
Veh-AS-19 (p >0.05)). However, animals that received the SB-269970 (5 pg/side), into
the BLA, immediately (Fig. 3C) or 3 h (Fig. 3D) after the Ext Tr exhibited lower levels
of freezing than the Veh group during the Ext Test (one-way ANOVA: Fig. 3C, F@21)=
9.501, Veh-SB-269970 (p <0.001); Fig. 3D, F,20)= 7.589, Veh-SB269970 (p <0.01)).

These results indicate that the blockade of 5-HT7 receptors in the BLA but not
in the CAL1 region of the hippocampus modulates the extinction of the CFC memory

facilitating this process.

Discussion

Concerning whether the CA1 and BLA serotoninergic 5-HT5A, 5-HT6 and 5-
HT7 receptors play a role in extinction of CFC memory, our findings show that the
blockade of these receptors in the BLA but not in the CA1 region of the hippocampus
subserves the consolidation of extinction of CFC memory in different time frames. The
BLA is a crucial brain structure in processing aversive memory and extinction [1].
Modulation and storage are not necessarily mutually exclusive functions, and many
studies believe that the BLA exerts both [25,28,29]. It operates to a certain extent in
parallel with the CA1 region in memory processing [1,30], but there is evidence that
BLA promotes learning, such as inhibitory avoidance, independently of hippocampus
by increasing the emotional value of the training [31]. Animals treated 5,7-
dihydroxytryptamine (a serotonin-depleting agent) injected into the BLA shown
increased duration of social interaction time, suggestive of reduced anxiety-like
behavior, reduced acquisition of fear during conditioning and reduced fear retrieval
[32].

5-HT transporter knockout (5-HTTKO) mice have increased extracellular 5-HT
levels and an impairment on retrieval of fear extinction in comparison to wild-type
controls [33,34]. In addition, 5-HTTKO mice shown anomalous dendritic spine density
in the principal neurons of the BLA [35]. Furthermore, serotonergic terminal lesions in
the amygdala induced by local injection of 5,7-dihydroxytryptamine attenuated

memory-dependent fear assessed by conditioned fear and enhanced the retrieval of
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extinction memory [36]. In summary, these studies support the negative correlation
between 5-HT levels and consolidation of extinction seen in our results, seeing that
the infusion of 5-HT5A, 5-HT6 and 5HT7 antagonists in the BLA was able to reduce
freezing expression, thus facilitating the consolidation of extinction.

Despite the important role played by the CA1 region of the hippocampus in the
consolidation of extinction [1,5] and the substantial expression of 5-HT5A, 5-HT6 and
5-HT7 receptors in this region [13,37-39], the infusion of both agonist and antagonist
of these receptors do not affect this process, at least not at the doses and time points
shown in this paper. This could be an indication that these receptors might hold an
influence on many emotional-related memories but is not specifically related to the
consolidation of extinction memory itself. Withal, more studies should be conducted to
better elucidate the function of the 5-HT5A, 5-HT6 and 5-HT7 serotoninergic receptors
in the CA1l region and perhaps other hippocampal regions during extinction
consolidation.

The 5-HT5A receptor is supposed to hold an inhibitory role, since the deletion
of this receptor’s gene results in an unexpected increase in inhibitory 5-HT1A currents
[40]. According to Kassai and collaborators, SB-699551-A, a 5HT5A antagonist,
presented an anxiolytic-like influence in behavior, while A843277, another 5-HT5A
antagonist, has shown an antidepressant-like property [16]. Also, Yamazaki
demonstrated that 5-HT5A antagonists could ameliorate memory and cognitive
impairments associated with age and scopolamine-induced memory deficit in animal
models of schizophrenia [19,20]. It was also described that the systemic administration
of 5-HT5A antagonist impaired short- and long-term memory in an associative learning
task [10]. Here we demonstrate that the administration of a 5-HT5A antagonist in the
BLA immediately or 3 hours after extinction session leads to an improvement of
extinction memory of CFC, unlike what is seen in reconsolidation and in CA1 region
of the hippocampus, for instance, in which the blockade of 5-HT5A caused an
impairment in the reconsolidation of CFC memory [26]. This pattern highlights the fact
that consolidation, reconsolidation and extinction have some similarities but the time
course, the brain structures and molecular mechanisms involved might differ [1]. Still,
considering that so far there are no selective 5-HT5A receptors agonists, further
studies with selective 5-HT5A compounds in behavioral tasks are necessary [41].

The 5-HT6 receptor is almost exclusively located in the central nervous system,

which is a significant indicator of their important role in the regulation of several brain
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activities, such as cognition and memory [12,42]. Our results demonstrate that the
administration of 5-HT6 antagonist in the BLA immediately after extinction session led
to an improvement on extinction memory, which corroborates with previous works
showing that 5-HT6 receptor antagonists enhanced cognitive properties in different
memories tasks in aged rat [11] and with scopolamine-induced deficits [43—-47]. It also
broadens interesting possibilities of drug development for the treatment of Alzheimer's
disease [48] and schizophrenia [49]. However, there is some discrepant results in the
literature related to the 5-HT6 receptor and memory [26,50-52]. One of the possible
explanation to the paradoxical effects of 5-HT6 receptor agonists and antagonists is
that the agonists act on the few 5-HT6 receptors located directly on the cholinergic
and glutamatergic neurons, receiving only a little tonic serotonergic input, whereas the
antagonists may act on the 5-HT6 receptor located in the upstream inhibitory
GABAergic interneurons, receiving 5-HT input that disinhibits acetylcholine and
glutamate release [47]. It is also important to consider that these differences could be
related to the use of different antagonists, experimental conditions and instruments for
measuring behavior [53]. Furthermore, the 5-HT6 receptor antagonist has its impact
more time-limited than the 5-HT5A and 5-HT7 receptors antagonists.

The 5-HT7 receptor is one of the most recently discovered receptor subtypes
for 5-HT. The similar expression and distribution of mMRNA and proteins for 5-HT7
receptors in the limbic structures supports the notion that they play a role in the
regulation of functions like mood, memory processing, and emotional association with
memory [54]. Indeed, Schmidt and collaborators verified that the blockade of 5-HT7
receptors facilitated the consolidation and reconsolidation of CFC memory [26]. In the
present study, the findings of 5-HT7 receptors were similar to those shown here for 5-
HT5A, indicating that the antagonism of 5-HT7 receptors improves the extinction of
the CFC memory on the BLA but not the CA1 region of the hippocampus. It has been
suggested that the amygdala may be an important sensorimotor interface for both
context- and tone-dependent fear conditioning [13] and is consistent with the
hypothesis that the 5-HT7 receptor ligands can also improve contextual learning and
memory through a mechanism independent of the hippocampus [21]. Furthermore,
the highest density of this receptor in the hippocampus was observed in the CA3
region and the dentate gyrus, areas known to be involved in the response to changes
in the environment [55]. 5-HT7 activation in the CA3 area enhances hyperpolarization

induced cation current [56], which decreases excitatory post-synaptic potentials thus
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reducing neuronal excitability. The blockade of this inhibitory effect of the 5-HT7
receptor may explain the beneficial effects of its antagonists on cognition and memory
[57]. Another possible explanation is that the 5-HT7 receptors may interact functionally
with other 5-HT receptors and change the valence of their behavioral actions. Stied|
and collaborators described interactions between 5-HT7 and 5-HT1A receptors,
including 5-HT1A autoreceptors, which may alter the function of both [58]. In addition,
hippocampal infusion of 8-OHDPAT, a dual 5-HT1A and 5-HT7 receptor agonist,
impaired passive avoidance through hippocampal 5-HT1A receptor activation, while
5-HT7 receptor appears to facilitate memory processes in a broader cortico-limbic
network and not the hippocampus alone [59].

Further research is clearly necessary to better explore the manipulation of the
serotoninergic system, once studies on 5-HT receptors are still hampered by the lack
of selective binders, especially agonists. The 5-HT5A receptor still lacks an
acknowledged agonist, while 5-HT7 agonists such as AS-19 used in this experiment
appear to have low in vivo agonist potencies [39,59]. This might explain the absence

of agonist responses in both structures in this study.

Conclusion

The antagonism of 5-HT5A, 5-HT6 and 5-HT7 receptors in BLA is beneficial for
the consolidation of extinction memory in different time-points, an effect not seen in the
CALl region of the dorsal hippocampus. Specific time-related effects of serotonin on
extinction unfold new prospects regarding the operation of this system and widens the
range of possible therapeutic approaches, begetting new evidences in memory

research that encourage new lines of investigation.
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Figures captions

Fig. 1. Participation of the 5-HT5A receptors of the CA1 region of the
hippocampus and BLA on the extinction of CFC.

Animals were trained in the CFC task. After 24 h, animals were submitted to an
extinction training session (Ext Tr) and received bilateral intra-CAl infusion
immediately (A) or 3 h (B) later or intra-BLA infusion immediately (C) or 3 h (D) later
of Veh (saline 0.9%) or SB-699551 (10 pg/side). Twenty-four hours later, animals were
subjected to a 3-min Ext Test. The figure shows the percentage of time spent freezing
in the first 2 min of the CFC, in the first 3 min and last 3 min of the Ext Tr and in the
Ext Test. Data are presented as mean £ SEM of the percentage of time spent freezing.
***n < 0.001 for SB-699551 vs. Veh group on the extinction test. Unpaired t-test; n =

6 - 9 animals per group.
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Fig. 2. Participation of the 5-HT6 receptors of the CA1l region of the
hippocampus and BLA on the extinction of CFC. Animals were trained in the CFC
task. After 24 h, animals were submitted to an extinction training session (Ext Tr) and
received bilateral intra-CAl infusion immediately (A) or 3 h (B) later or intra-BLA
infusion immediately (C) or 3 h (D) later of Veh (saline 0.9%), WAY-208466 (0.04
pg/side) or SB-271046 (10 pg/side). Twenty-four hours later, animals were subjected
to a 3-min Ext Test. The figure shows the percentage of time spent freezing in the first
2 min of the CFC, in the first 3 min and last 3 min of the Ext Tr and in the Ext Test.
Data are presented as mean + SEM of the percentage of time spent freezing. ***p <
0.001 for SB-271046 vs. Veh group on the extinction test. Bonferroni-test after one-

way ANOVA; n =5 - 8 animals per group.
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Fig. 3. Participation of the 5-HT7 receptors of the CA1l region of the
hippocampus and BLA on the extinction of CFC. Animals were trained in the CFC
task. After 24 h, animals were submitted to an extinction training session (Ext Tr) and
received bilateral intra-CAl infusion immediately (A) or 3 h (B) later or intra-BLA
infusion immediately (C) or 3 h (D) later of Veh (saline 0.9%) or AS-19 (5 pg/side) or
SB-269970 (5 ug/side). Twenty-four hours later, animals were subjected to a 3-min
Ext Test. The figure shows the percentage of time spent freezing in the first 2 min of
the CFC, in the first 3 min and last 3 min of the Ext Tr and in the Ext Test. Data are
presented as mean = SEM of the percentage of time spent freezing. **p < 0.01 and
***n < 0.001 for SB-269970 vs. Veh group on the extinction test. Bonferroni-test after
one-way ANOVA; n =5 - 9 animals per group.
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