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PARTE I



Resumo

A ubiquitinagdo esta envolvida na plasticidade sinaptica ¢ na memoria, mas o envolvimento
das ligases HECT E3 nesses processos ainda ndo foi estabelecido. Aqui, infundimos
bilateralmente a heclina, um inibidor especifico de algumas dessas ligases, no hipocampo
dorsal de ratos Wistar machos que foram treinados no condicionamento contextual ao medo.
A heclina melhorou a memoria de curta duragdo, ¢ a consolidagdo, evocacao e reconsolidacao
de memoria de longa duracdo quando administrada imediatamente apds o treino, antes do
teste ou apos a reativacdo da memoria, respectivamente. Além disso, prejudicou a extingdo de
memoria quando administrada antes de uma sessdo de reativacdo longa. A infusdo de heclina
também foi testada para avaliar a atividade locomotora e o comportamento semelhante ao da
ansiedade em uma arena circular, mas nenhum efeito foi observado. Tomados em conjunto,
esses resultados indicam que as ligases HECT E3 do hipocampo modulam a meméria do

medo, sendo que a inibigdo destas enzimas reforga o trago de memoria.



Abstract

Ubiquitination is involved in synaptic plasticity and memory, but the involvement of HECT
E3 ligases in these processes has not yet been established. Here, we bilaterally infused heclin,
a specific inhibitor of some of these ligases, into the dorsal hippocampus of male Wistar rats
that were trained in a contextual fear conditioning. Heclin improved short-term memory,
consolidation, retrieval, and reconsolidation of long-term memory when administered
immediately post training, prior to testing, or after memory reactivation, respectively. In
addition, it impaired memory extinction when administered prior to a long reactivation
session. Heclin infusion was also tested for locomotor activity and anxiety-like behavior in a
circular arena, but no effect was seen. Taken together, these results indicate that hippocampal
HECT E3 ligases modulate fear memory, and the inhibition of these enzymes reinforces the

memory trace.

10



Lista de abreviaturas

AKAP79/150
AMP
AMPAR
APCCdh1l
ATP

CAl

Ca2+
CAC/CFC
CaMKII
CI-AMPAR
CP-AMPAR
CREB
CREBI1b
D-APV
DUB
Dunc-13
E-LTP
Eps15

LTF
FMRFa
GKAP
GluAl
HECT
HPCd
UCH-Ap
IkappaB
K+

L-LTP

Proteina de ancoramento da cinase A 79/150
adenosina monofosfato
Receptor alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico
Proteina ativadora APC/C CDH1
adenosina trifosfato
Regido hipocampal CA1
fon calcio
Condicionamento aversivo ao contexto
Célcio calmodulina cinase 11
Receptor AMPA impermeavel ao calcio
Receptor AMPA permeavel ao calcio
Ligante de Elemento Responsivo a Célcio cAMP
Subunidade CREB 1 beta
2-amino-5-fosfopentanoato
Enzimas deubiquitinantes
Proteina Drosophila UNC-13
LTP precoce
Substrato da via do receptor do fator de crescimento epidérmico 15
Facilitagdo de longa duragao
FMRF amida
Proteina associada a guanilato-ciclase
Subunidade do receptor de glutamato A1l
Hoémologo ao Terminal C
Hipocampo dorsal
Hidrolase C-terminal de ubiquitina
Cinase IxB
fon potassio

LTP tardia
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LTD
LTM
LTP
Lys-48
Lys-63
MG132
mRNA
Na+
NMDAR
PI3K-Akt
PKA
PSD95
RIM1
RING
RNF167
Smurf2
STM
TRIM2
TRIM3
UPP
USP46
USP8
HPV
WWP1

Depressao de longa duracao
Memoria de Longa duracao
Potenciagdo de longa duragio
Lisina 48
Lisina 63
Inibidor do proteassoma MG132
RNA mensageiro
fon sodio
Receptor N-metil-D-aspartato
Fosfoinositideo 3-quinase
Proteina kinase A
Densidade pés-sinaptica 95
Proteina de ligacdo ao DNA de fita simples RIM1
Ligase de ubiquitina E3 “Gene Interessante Realmente Novo”
Proteina RING FINGER 167
Ligase de ubiquitina E3 SMURF 2
Memoria de curta duracao
Proteina 2 Contendo Motivo Tripartido
Proteina 3 Contendo Motivo Tripartido
Via Ubiquitina-Proteassoma
Hidrolase 46 do terminal carboxila da ubiquitina
Hidrolase 8 do terminal carboxila da ubiquitina
Papilomavirus Humano

Proteina ligase E3--1 da Ubiquitina contendo Dominio WW
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1. Introducio

Proteodlise ¢ a quebra de proteinas em polipeptideos menores ou aminoacidos, sendo
tipicamente catalisada por enzimas celulares chamadas proteases, mas também podendo
ocorrer por digestdo intramolecular. A protedlise ndo ocorre aleatoriamente, mas depende de

processos subjacentes, que indiquem quais as proteinas a serem degradadas (Varshavsky,

2001).

Existem diversos tipos de proteodlise intracelular, entre eles: a degradacdo pelas calpainas,
degradacdo pela cascata de caspases, degradagdo de oligopeptideos pelas peptidases, a
proteolise via lissosomal, e a degradacdo de proteinas dependente de ATP (via ubiquitina-

proteassoma) (Glickman, 2002; Hershko & Ciechanover, 1998). Esta ultima ¢ o foco deste

trabalho, sendo detalhada a seguir.

1.1. Memoria

A memoria permite o armazenamento de informacdes adquiridas ao longo do tempo,
tornando possivel ser evocada posteriormente. Ela tem grande importancia adaptativa, pois
permite os animais modificar seus comportamentos ¢ interagir de maneira progressivamente

mais eficiente e segura com o ambiente (Haubrich et al., 2015).

1.1.1. Tipos de meméria

As memorias sao usualmente classificadas em (i) explicitas ou declarativas e (ii) implicitas
ou de procedimento. As memorias declarativas requerem a consciéncia, ao contrario das de
procedimento. Memorias declarativas sdo dependentes de estruturas como o hipocampo ¢ o
neocortex. J& memorias implicitas requerem a atividade de estruturas como o cerebelo e os

nucleos da base (Kandel, Dudai, & Mayford, 2014).
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1.1.2. Fases da memdria

A memoria compreende uma sequéncia de processos divididos nas fases de aquisicao,
consolidagdo, evocagdo, reconsolidagdo ¢ extingdo (Dudai, Karni, & Born, 2015; Kandel,
Dudai, & Mayford, 2014; Lee, 2009; Nader & Einarsson, 2010; Nader, Schafe, & Le Doux,
2000).

A consolidacdo da memoéria € um processo que depende da sintese de novas proteinas e da
subsequente reorganiza¢cdo macromolecular em neurdnios excitatdrios em diferentes regides
do Sistema Nervoso Central (SNC), como hipocampo e complexo basolateral da amigdala

(Kandel, 2001).

Entretanto, a evocagdo ou recuperacdo, ¢ uma fase na qual a memoria pode ser reativada e

levada a um estado instavel e passivel de sofrer interferéncias (Nader et al., 2000). Uma delas

¢ a reconsolidacdo da memoria que ¢ um processo cujo papel ¢ manter e/ou acrescentar novas

informagdes a memoria original, atualizando-a (Crestani et al., 2015; Haubrich et al., 2015;

Nader, Schafe, & Le Doux, 2000), enquanto o papel da extingdo ¢ de formar uma nova

associacdo com significado oposto da memoria original, suprimindo a resposta da memoria

formada originalmente (Quirk & Mueller, 2008)

Os processos previamente descritos sdo produtos de uma dindmica molecular conhecida
como plasticidade sinaptica, que basicamente ¢ a capacidade de mudanca da sinapse ao longo

do tempo, seja fortalecendo-se ou debilitando-se (Hughes, 1958).

1.2 Ubiquitinac¢io

A ubiquitina¢do ¢ uma modificacdo pds-traducional reversivel que regula uma infinidade de

processos fisiologicos, incluindo degradacao de proteinas, endocitose, classificacdo e trafego

de proteinas transmembranas (Hershko & Ciechanover, 1998). Envolve a ligagcdo covalente
de uma molécula de ubiquitina de 76 aminoacidos altamente conservada (monoubiquitina¢ao)
ou cadeias poliméricas de ubiquitina (poliubiquitinagao) a um residuo de lisina de uma

proteina de substrato (Hershko & Ciechanover, 1998).

14



Na via ubiquitina-proteassoma (UPP), os substratos proteicos sdo marcados por uma ligagdo
covalente a ubiquitina para degradagdo por um enorme complexo proteolitico chamado
proteassoma. A ubiquitina ¢ uma pequena proteina de 76 aminoacidos que ¢ altamente
conservada ao longo da evolugdo. Nesta via proteolitica, a ubiquitina se liga seletiva e
covalentemente ao substrato. O processo enzimatico de ligagdo da ubiquitina aos substratos ¢
chamado de ubiquitinacdo ou conjugacdo de ubiquitina e depende da acdo de trés classes
diferentes de enzimas, E1, E2 e E3. Primeiro, a ubiquitina ¢ ativada por E1 para formar um
intermediario de ubiquitina-AMP. A ubiquitina ativada ¢ passada para E2 (Hershko &

Ciechanover, 1998). A E2 transfere a ubiquitina para uma E3 (ubiquitina ligase), que liga a

ubiquitina ativada ao substrato. A ubiquitina, que esta ligada a um substrato, outra ubiquitina
se liga e, assim, por meio de ligagdes sucessivas de ubiquitina, uma cadeia de poliubiquitina ¢é
formada. Os substratos poliubiquitinados sdo degradados por uma unidade proteolitica 26S
chamada complexo proteassoma em uma reacdo ATP-dependente. O nticleo catalitico ¢ a
parte que divide a proteina ubiquitinada em pequenos peptideos, com trés a 32 aminoacidos.
E provavel que os peptideos gerados hidrolisem ainda mais para gerar aminoécidos livres por
outras proteases ¢ amino peptidases (Hegde, 2010; Marques, Palanimurugan, Matias, Ramos,

& Dohmen, 2009)(Fig. 1).

A ubiquitina ndo ¢ degradada, mas a cadeia da poliubiquitina ¢ quebrada e a ubiquitina ¢
reciclada pelas enzimas desubiquitinantes (DUB). Antes de acontecer a degradagdo pelo
proteassoma, a ubiquitinacdo ¢ reversivel. Os DUBs podem desmontar a cadeia de

poliubiquitina se um substrato estiver incorretamente ubiquitinado e impedir a degradacao do

substrato (Hegde, 2010).

E3s sdo as enzimas que ligam a ubiquitina a substratos especificos. As E3s podem ser
proteinas individuais ou complexos proteicos. Algumas E3s podem aceitar moléculas de
ubiquitina das E2 por meio de ligacdes de tioéster (ver fig. 1) e ligam a molécula de
ubiquitina ao substrato, enquanto outras E3s ligam as E2 e os substratos e facilitam a
transferéncia de ubiquitina para os substratos. Existem duas classes principais de E3: (1) E3s
do dominio HECT (homdlogos ao terminal carboxila E6-AP) e (2) RING (“gene realmente
novo”) FINGER E3s (Hegde, 2010).
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Figura 1. A via ubiquitina-proteassoma (UPP). Mais informacdes encontram-se no texto.

Figura foi adaptada de (Hegde, 2010).
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1.3 Riqueza combinatoria no controle da ubiquitinaciao

As evidéncias disponiveis indicam que a conjuga¢do da ubiquitina em um substrato ¢ uma
reacdo altamente especifica. As Els fornecem algum grau de especificidade para uma reagao
de ubiquitinagdo. As E2s preferem interagir com algumas E3s, mas ndo com todas. As E2s
interagem com as E3s por meio de duas voltas (chamadas L1 e L2) e uma hélice a -N-
terminal 1 na estrutura tridimensional da E2. Pequenas variagdes na sequéncia de
aminoacidos nesses elementos estruturais contribuem para a especificidade da ligagdo da E2 a

E3 (Ye & Rape, 2009). Inicialmente, pensava-se que existia uma E3 especifica para cada

substrato. No entanto, ter uma E3 dedicada para cada substrato seria insustentavel devido a
carga de codificagdo que imporia ao genoma. Um estudo estimou que o genoma humano

contém 617 genes que codificam E3 (W. Li et al., 2008). E2s, E3s e substratos geram um

grande numero de combinagdes para '"codificar" a especificidade de uma reagdo de
ubiquitinagdo. Ocasionalmente, uma E2 pode interagir com mais de uma E3, e uma E3 pode
ubiquitinar mais de um substrato. Essas interagdes ainda sdao especificas porque
provavelmente ocorrem por meio de diferentes dominios de reconhecimento nessas
moléculas. Além das combinagdes Unicas de E2-E3, a especificidade pode ser gerada pelo
status do substrato (vulneravel ou resistente a degradag¢do), bem como pela regulacdo da E3

por meio de modificagdes pos-traducionais, como a fosforilagado(Hegde, 2010; Hegde &

DiAntonio, 2002). Portanto, a maquinaria de conjugacao de ubiquitina pode ser altamente

especifica para um determinado substrato. Vale ressaltar que as proteinas ubiquitinadas
podem sofrer degradacdo pelo proteassoma ou endocitose ou a ubiquitinacdo pode ter um

papel nao proteolitico (Hegde, 2010).

1.4 Ligases E3 com dominio HECT

A primeira E3 descoberta nesta classe ¢ chamada E6-AP, que liga a ubiquitina a proteina
supressora de tumor p53 (Fig. 2A) em células infectadas pelo virus do papiloma humano

(VPH) (Beer-Romero, Glass, & Rolfe, 1997). E6 ¢ uma proteina codificada por cepas

oncogénicas do VPH. A E6 estd associada a uma proteina celular denominada proteina
associada ao E6 (E6-AP). A regido C-terminal da E6-AP contém o dominio catalitico da

ubiquitina ligase (Huibregtse, Scheffner, & Howley, 1993). Estudos posteriores descobriram

que existe uma familia de proteinas ubiquitina ligase homologas ao dominio catalitico E6-AP.

Essas ligases de ubiquitina foram nomeadas homologas as E3s do dominio E3-AP do
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terminal carboxila (HECT) (Huibregtse, Scheffner, Beaudenon, & Howley, 1995). Uma

caracteristica das HECT ligases ¢ que elas aceitam ubiquitina ativada de um E2 e formam
uma ligacdo intermedidria ubiquitina-tioéster com a E3 (Scheffner, Nuber, & Huibregtse,

1995).

Até o momento, foi demonstrado que quatro E3 ligases diferentes, o gene 4-1 expresso em
células precursoras neurais (Nedd4-1), Nedd4-2, RNF167 e APCCdhl, demonstraram mediar
a ubiquitinacdo de AMPARs em neurdnios centrais de mamiferos sob diferentes condigdes de
estimulagdo (Fu et al., 2011; Lin et al., 2011; Lussier et al., 2012; Schwarz, Hall, & Patrick,
2010; Zhu et al., 2017).

A familia Nedd4 de ligases E3 ¢ caracterizada pela presenga do dominio homoélogo ao

terminal carboxila E6-AP (HECT) (Scheffner & Kumar, 2014). Essas ligases formam

preferencialmente cadeias de poliubiquitina ligadas a K63 em seus substratos (Kim et al.

2007). Nedd4-1 foi a primeira ligase E3 que demonstrou interagir e facilitar a ubiquitinagao

de GIuAl nos neurdnios (Schwarz et al., 2010). Um fato importante ¢ que Nedd4-1 ¢

rapidamente redistribuido para sinapses apos a ativagdo do AMPAR (Hou, Gilbert, & Man,
2011; Scudder et al., 2014).

1.5 Ubiquitinac¢io e receptores glutamatérgicos

A ligagdo do glutamato aos receptores do 4cido o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionico (AMPARs) medeia a transmissdo excitatoria no sistema nervoso central
dos mamiferos. O genoma de mamiferos codifica quatro subunidades AMPAR, GluA1-4.
Estes se combinam como um dimero de dimeros para formar tetrameros funcionais que
geralmente sdo permeaveis apenas aos ions Na™ ¢ K*, com exce¢ao dos AMPARSs, que ndo
apresentam GIuA2, e que também conduzem ions de calcio (Ca?") adicionais em espinhas

dendriticas (Sukumaran, Penn, & Greger, 2012). Os AMPARSs sdo endocitados e exocitados

da membrana plasmatica neuronal em condi¢des basais e esses padrdes de trafego podem ser
modulados rapida e dinamicamente de maneira dependente da atividade. O trafego dinamico
de AMPARs ¢ um dos principais mecanismos subjacentes a varias formas de plasticidade

sindptica, incluindo a hebbiana e a plasticidade homeostatica (Huganir & Nicoll, 2013; Pozo

& Goda, 2010). Esses processos sdo fortemente regulados pela acdo orquestrada das proteinas
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de ligacdo a AMPARs, bem como por modificacdes pos-traducionais reversiveis que ocorrem
nos dominios do terminal carboxila das subunidades de AMPAR (Anggono & Huganir, 2012;
Lu & Roche, 2012).

Ap6s a ativacdo de AMPARSs, aumento de Ca2 + intracelular e ativagdo das ligases E3, por
meio da translocagdo da Nedd4-1 para a membrana plasmatica e / ou fosforilagao direta do
Nedd4 e RNF167 por CaMKII, os AMPARs seriam internalizados sem ubiquitina¢do e a
seguir ubiquitinados nos endossomos ou a sua ubiquitinacdo recrutaria a ligacdo de um
adaptador endocitico, Eps15, facilitando a internalizagdo. A ativagdo dos NMDARs pode
recrutar o USPS8 e, potencialmente, o USP46, para desubiquitinar os AMPARs e promover
sua reciclagem. Por meio de um mecanismo desconhecido, os AMPARs ubiquitinados
também podem ser degradados por meio do sistema proteassoma (J. Widagdo, Guntupalli,

Jang, & Anggono, 2017).

A ubiquitinacdo de AMPARs ¢ inicialmente desencadeada pela ligacdo do ligante aos
receptores. Todas as quatro subunidades de AMPARs sofrem ubiquitinacdo dependente de
atividade quando os neur6nios sdo estimulados com AMPA ou bicuculina (Lussier, Nasu-

Nishimura, & Roche, 2011; Schwarz et al., 2010; Jocelyn Widagdo et al., 2015). Além da

ligacdo do ligando aos AMPARs, também ¢ necessaria despolarizacdo subsequente da
membrana pds-sindptica para a ubiquitinagdo do AMPAR. Isso permite que o segundo
mensageiro Ca? " entre no compartimento pds-sinaptico por meio dos canais Ca** dependentes
de voltagem do tipo L (L-VGCCs) e ative uma cascata de sinalizagdo dependente de Ca2 +

que envolve a ativagdo da cinase II dependente de Ca?>" (CaMKII) (Lussier et al., 2011;

Jocelyn Widagdo et al., 2015). O papel da CaMKII na regulagdo da ubiquitinagdo por

AMPAR ¢ atualmente desconhecido, mas acredita-se que a CaMKII esteja envolvida na
fosforilacdo direta e / ou na ativacdo da(s) ligase(s) E3 que agiriam na ubiquitina¢do das
subunidades do AMPAR (Lussier et al., 2011; Schwarz et al., 2010; Jocelyn Widagdo et al.,
2015).
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Figura 2.

Codificagdo combinatoria da especificidade na conjugagdo de ubiquitina. Mais informagdes

encontram-se no texto. Figura foi adaptada da literatura (Hegde, 2010).
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1.6 Ubiquitinacéo, plasticidade sinaptica e memoria

A primeira descoberta da degrada¢do mediada por ubiquitina-proteassoma de um substrato
relevante para a plasticidade sinaptica no sistema nervoso foi a das subunidades regulatorias

de PKA (Hegde, Goldberg, & Schwartz, 1993). Desde entdo, varios substratos de UPP foram

identificados no sistema nervoso (Hegde, 2010).

Como as subunidades regulatdrias inibem a atividade das subunidades cataliticas da PKA,
alguns estudos sugerem que a UPP trabalha para remover as restricdes inibitorias na

formagao da memoria a longa duragdo (Chain et al., 1999; Hegde et al., 1997). Por outro lado,

(Lopez-Salon et al., 2001) demonstraram que a infusdo bilateral de lactacistina na regido CA1

do hipocampo do rato causa amnésia retrograda total na tarefa de esquiva inibitéria de uma
sessdo, bem como que a ubiquitinagdo total aumenta no hipocampo 4 h depois do treino.
Estes resultados sdo consistentes com a ideia de que uma diminui¢do em algumas proteinas
inibidoras ¢ critica para a formacdo da memoria de longa duracdo e mediada pela UPP (Abel,

1998).

Apbs a descoberta da degradacdo das subunidades regulatorias da PKA mediada por
ubiquitina-proteassoma, foi achado um papel crucial na facilitacdo de longa duragdo (LTF, da
sigla em inglés) da hidrolase ubiquitina C-terminal da Aplysia (UCH-Ap, da sigla em inglés).
Estudos recentes expandiram o papel da UCH-Ap e do proteassoma na Aplysia na depressao
a longa duracdo (LTD, da sigla em inglés). Na Aplysia, as sinapses entre os neurdnios
sensoriais ¢ motores possuem LTD dependente da transcrigdo em resposta ao tratamento com
o neuropeptideo Phe-Met-Arg-Phe-NH2 (FMRFa). A aplicagdo do inibidor de proteassoma
lactacistina bloqueou a LTD induzida por FMRFa (Fioravante, Liu, & Byrne, 2008).

Um papel do proteassoma na plasticidade sindptica de curta duragdo também foi obtido por
meio de experimentos com LTP. Um tipo de LTP chamada LTP de fase inicial (E-LTP, da
sigla em inglés), que ¢ independente da sintese de proteinas, ¢ potencializado pela pré-
incubagao de fatias de hipocampo com o inibidor de proteassoma - lactona (Dong, Upadhya,

Ding, Smith, & Hegde, 2008).

Além do grande numero de papéis na fun¢do sindptica normal, a UPP também tem sido

associada ao mau funcionamento sinaptico observado em muitas doengas e distarbios
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cerebrais. Acredita-se que os defeitos da UPP tenham um papel no desenvolvimento da
doenca de Alzheimer (DA) (Devrij, Fischer, Vanleeuwen, & Hol, 2004), da doenga de
Parkinson (S. Upadhya & Hegde, 2005) e da doenca de Huntington (Rubinsztein, 2006).

Também foram encontradas evidéncias de envolvimento da UPP na neurodegeneragdo por

autofagia (Olzmann & Chin, 2008). Por outro lado, varios estudos mostraram o envolvimento

da ubiquitina¢do de subunidades GluA1/2 no escalonamento sindptico homeostatico (Fu et al.,

2011; Hou et al., 2011; Jewett, Zhu, & Tsai, 2015; Scudder et al., 2014) e o envolvimento de

Nedd4-1 e Nedd4-2 neste processo (Hou et al., 2011). A reducao homeostatica das sinapses

excitatorias também foi observada “in vivo” durante o sono, um processo essencial para a

consolidacdo da memoria (Diering et al., 2017).

O envolvimento da ubiquitinagdo ja foi demonstrado na consolidagdo da memoria emocional

(Jarome, Werner, Kwapis, & Helmstetter, 2011; S. H. Lee et al., 2008; Lopez-Salon et al.,

2001). Além disso, a ubiquitinacdo estd envolvida na desestabilizagdo e subsequente
reconsolida¢ao da memoria recuperada do medo (Jarome, Ferrara, Kwapis, & Helmstetter,

2016; J. L. Lee, 2008; S. H. Lee et al., 2008).

A consolidagdo, a reconsolidagdo e a extincdo dependem ou sdo alteradas pela plasticidade
sindptica dependente da atividade, como Hebbiana e a plasticidade homeostatica. A
plasticidade sinaptica, por sua vez, depende do trafego dindmico adequado de receptores

glutamatérgicos AMPAR na sinapse (Huganir & Nicoll, 2013; Makino & Malinow, 2009;

Pozo & Goda, 2010), que ¢ modulado pelas proteinas de ligagdo ao AMPAR e modificagdes
pos-traducionais reversiveis dos AMPARs (Anggono & Huganir, 2012; Lu & Roche, 2012).

Nedd4 tem varios alvos que regulam a via PI3K-Akt (Hsia et al., 2014; A. Sun et al., 2017;

Trotman et al., 2007), autofagia (Kuang, Qi, & Ronai, 2013) e o intercambio sinaptico de

proteinas (Lin et al., 2011). Esses processos também estdo envolvidos na consolidagao da

memoria (Shehata et al., 2018; Shehata & Inokuchi, 2014) ¢ na reconsolidacao (Jarome et al.

2016; J. L. Lee, 2008; S. H. Lee et al., 2008), bem como na evocagdo da memoria (Chen et al.,

2005) e extingao (Kuang et al., 2013). A endocitose do AMPAR também medeia a expressao

do aprendizado da extingdo (Dalton, Wang, Floresco, & Phillips, 2008). Portanto, ha

evidéncias indiretas para indicar que as E3 ligases da familia HECT também estejam
envolvidas na evocacdo e extingdo da memodria do medo, e que o uso da heclina possa

fornecer mais informagdes para esclarecer esse envolvimento.
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2. Objetivos

2.1 Gerais

2.1.1 Determinar os efeitos da inibi¢cdo das E3 ligases da familia HECT no hipocampo e

na amigdala sobre memorias aversivas e ndo aversivas.

2.2 Especificos

2.2.1 Verificar o efeito da infusdo bilateral de heclina intra-CA1l imediatamente apos o

treinamento sobre a consolidacdo da memoéria adquirida no CAC;

2.2.2 Verificar o efeito da infusdo bilateral de heclina intra-CA1 antes de uma reativacao

curta sobre a evocagao da memoria recente adquirida no CAC;

2.2.3 Verificar o efeito da infusdo bilateral de heclina intra-CA1 antes de uma sessdo de

exposicao ao Campo Aberto sobre a locomogdo e o comportamento tipo ansioso;

2.2.4 Verificar o efeito da infusdo bilateral de heclina intra-CA1 2 horas apds o treino

sobre a consolidacdo da memoria de curta duracao (STM) adquirida no CAC;

2.2.5 Verificar o efeito da infusdo bilateral de heclina intra-CA1 apds uma reativagdo

curta sobre a reconsolidacdo da memoria recente adquirida no CAC;

2.2.6 Verificar o efeito da infusdo bilateral de heclina intra-CA1 antes de uma reativacao

longa sobre a extingdo da memoria recente adquirida no CAC.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords Ubiquitination is involved in synaptic plasticity and memory, but the involvement of HECT E3 ligases in these
Ubiquitin ligase processes has not yet been established. Here, we bilaterally infused heclin, a specific inhibitor of some of these lig-
Heclin ases, into the dorsal hippocampus of male Wistar rats that were trained in a contextual fear conditioning, Heclin
Rat improved short-term memory, consolidation, retrieval, and reconsolidation when administered immediately post

Fear conditioning
Memory

training, prior to testing, or after memory reactivation, respectively. In addition, it impaired memory extinction
when administered prior to a long reactivation session. Heclin infusion was also tested for locomotor activity and

anxiety-like behavior in a circular arena, but no effect was seen. Taken together, these results indicate that HECT
E3 ligases are involved in the modulation of fear memory.

1. Introduction

Memory consolidation is a process that takes several hours, during
which newly acquired information is stored and can be strengthened or
weakened. (Izquierdo, Barros et al., 1998, McGaugh, 2000). Reex-
posure only to the training environment may trigger memory reconsol-
idation (Nader, Schafe et al., 2000, De Oliveira Alvares, Crestani
et al., 2013, Haubrich, Crestani et al., 2015) or extinction, if it
takes longer (Pavlov, 1927, Quirk & Mueller, 2008).

Ubiquitination is a reversible post-translational protein modifica-
tion that may induce proteolysis and, in the case of transmembrane
proteins, their endocytosis, sorting, and/er trafficking (Glickman &
Ciechanover, 2002). E3 ligases catalyze the transfer of ubiquitin to
the protein substrate (Hershko & Ciechanover, 1998) and can largely
contribute to substrate-specificity of ubiquitination because of their
wide variety (Hegde, 2010). The neural precursor cell expressed de-
velopmentally down-regulated protein 4 (Nedd4) family belongs to the
class of E3 ligases that has a homolog to the E6-AP Carboxyl Termi-
nus (HECT) domain. Among the enzymes that belong to this family,
there are Nedd4, Smurf2, and WWP1 (Scheffner & Kumar, 2014),
which are specifically inhibited by heclin (IC values are 6.3, 6.8, and
6.9 pM, respectively) (Mund, 2014), making this molecule an interest-

ing pharmacological tool to investigate the role of these ligases in mem-
ory processes.

There is compelling evidence to indicate that memory strength is re-
lated to surface hippocampal glutamatergic AMPA receptors (AMPAR)
levels (Wenthold, Petralia et al.,, 1996, Song & Huganir, 2002,
Isaac, Ashby et al., 2007, Shepherd & Huganir, 2007, Makino
& Malinow, 2009). To date, four E3 ligases mediate neuronal AM-
PAR ubiquitination, including Nedd4, and this ubiquitination may re-
duce surface AMPAR via endocytosis and mediate homeostatic synap-
tic downscaling (Schwarz, Hall et al., 2010, Fu, Hung et al.,
2011, Hou, Gilbert et al., 2011, Lin, Hou, Gilbert, & Man, 2011,
Lussier, Herring et al., 2012, Scudder, Goo et al., 2014, Zhu, Lee
et al., 2017).

Therefore, it is interesting to evaluate the effect of a Nedd4 inhibitor
on memory consolidation due to its role in modulating AMPAR surface
levels.

Some inhibitors of ubiquitination are amnesic when acting on con-
solidation (Lopez-Salon, Alonso et al.,, 2001, Lee, Choi et al.,
2008, Jarome, Werner et al.,, 2011) or reconsolidation of emo-
tional memory (Lee, 2008, Lee, Choi et al., 2008, Jarome, Fer-
rara et al., 2016, Widagdo, Guntupalli et al., 2017). It is known that
the proteasome degrades transcription repressors involved in memory
consolidation (Hegde, 2010), such as CREB1b (Upadhya, Smith et
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al., 2004), and that proteasome inhibitor administration into hip-
pocampal slices prior to LTP induction increases the magnitude of the
early, induction phase, but inhibits its late, maintenance phase (Dong,
Upadhya et al., 2008). Therefore, it is worth to elucidate the role
in memory of the HECT E3 ligases that are inhibited by heclin, and
whether there is a differential effect of this inhibitor on short- and
long-term memory (STM and LTM, respectively).

Nedd4 has several targets that regulate the PI3K-Akt pathway
(Wang, Trotman et al., 2007, Hsia, Kumar et al., 2014, Sun, Wei
et al., 2017), autophagy (Kuang, Qi et al., 2013), and synaptic pro-
tein turnover (Lin, Hou et al., 2011). These processes are also in-
volved in memory consolidation (Shehata & Inokuchi, 2014, She-
hata, Abdou et al., 2018) and reconsolidation (Lee, 2008, Lee, Choi
et al., 2008, Jarome, Ferrara et al., 2016), as well as in memory
retrieval (Chen, Garelick et al., 2005) and extinction (Kuang, Qi et
al., 2013). AMPAR endocytosis also mediates the expression of extine-
tion learning (Dalton, Wang et al., 2008). Therefore, there is indirect
evidence to indicate that HECT E3 ligases are also implicated in fear
memory retrieval and extinction, and that the use of heclin may give
more information to clarify this involvement.

Since the involvement of Nedd4 in memory processes is currently
unknown and this molecule is involved in ubiquitination, autophagy,
synaptic plasticity, synaptic protein turnover, and AMPAR trafficking,
the aim of the present work was to verify whether hippocampal HECT
E3 ubiquitin ligases are involved in STM and in the consolidation, re-
consolidation, retrieval, and extinction of fear conditioned LTM in rats
by the hippocampal administration of heclin.

2. Material and methods
2.1. Subjects

Male Wistar rats (2-3 months old, 300-350 g) from the Center for
Reproduction and Experimentation of Laboratory Animals at Federal
University of Rio Grande do Sul(UFRGS) were used and housed 4-5
per cage with free access to food and water in the Biophysics Depart-
ment at UFRGS. The housing room was maintained on a 12 h:12 h light/
dark cycle (lights on from 7 am to 7 pm) under controlled tempera-
ture (21 = 2 °C) and humidity. Procedures were carried out within the
Brazilian ethical guidelines for animal research and approved by the
Ethics Committee of UFRGS (number 33253).

2.2. Stereotaxic surgery, cannula placement, and histology

Animals were anesthetized by intraperitoneal injection with keta-
mine (75 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) and secure in a Kopf stereo-
taxic apparatus. Bilateral 22-gauge guide cannulae were targeted for
placement directly above the CA1 region of the dorsal hippocampus (AP
—4.0 mm from bregma, LL + 3.0 mm, DV —1.6 mm). Meloxicam (1 mg/
Kg; via subcutaneous) was administered 20 min before surgery and once
a day in the following two days. Animals were allowed 5-7 days to re-
cover for behavioral procedures. After that, animals were euthanized
and had their brains dissected and preserved in 10% formaldehyde to
verify accurate cannula placement. Five animals with inaccurate can-
nula position were excluded from statistical analysis combining all ex-
periments.

2.3. Drugs, microinfusion, and experimental designs

Experimental designs are shown in Figs. 1-4. Different cohorts of
animals were used for behavioral tests.

Heclin (Sigma-Aldrich), a HECT E3 ligase inhibitor (0.425, 4.25,
42.5, and 425 pg/side) or its vehicle alone (DMSO 10%) was bilaterally
infused into CA1 region of the dorsal hippocampus through a 27-gauge
needle that was fit into the cannulae, with its tip protruding 1.0 mm be-
yond. Infusions (0.5 pL/side) were administered in 60 s, and 30 addi-
tional seconds were waited before removing the infusion needle.

Neurobiology of Learming and Memory xxx (xxxx} xxx-xxx

2.4. Contextual fear conditioning (CFC)

The conditioning chamber consisted of an illuminated Plexiglas box
with a 25 cm % 25 em grid of parallel 0.1-cm caliber stainless steel
bars spaced 1 em apart. In the training session, rats were individually
placed in the conditioning chamber for 3 min before receiving two 2-s,
0.7-mA foot shocks separated by a 30-s interval. They were kept in the
conditioning context for additional 30 s before returning to their home
cage. A 4-min re-exposition was performed in any test session without
foot-shock.

In order to evaluate the effect of heclin on STM and on memory con-
solidation, heclin was infused immediately after training and animals
were tested 2 or 48 h later (Fig. 1D and 1A), respectively. In order to
evaluate the effect of heclin on LTM retrieval, heclin was infused twenty
minutes before a test session carried out 24 h after training (Fig. 2A).

Between training and test session, animals were re-exposed to the
same conditioning chamber without receiving foot-shock for 5 or 30 min
for evaluation of the effects of heclin on reconsolidation or extinction,
respectively. Reactivation and test sessions occurred 24 and 48 h after
conditioning, respectively (Figs. 3A and 4A). Heclin infusion occurred
immediately after or 20 min before these sessions, respectively. This in-
fusion occurred at the same post-training time in a control experiment in
which there was no 5-min reactivation session (Fig. 3E). Another 4-min
test session was carried out 21 days after conditioning for evaluating
spontaneous recovery in the extinetion experiment (Fig. 4A).

Freezing behavior was defined as the total cessation of all move-
ments except those required for respiration (Blanchard & Blanchard,
1969), and its duration was measured with a stopwatch in real time by
an experienced observer that was unaware of the experimental condi-
tions. Data were obtained considering the corresponding session dura-
tion as 100% (except for the 30-min reactivation session, which was di-
vided into 5-min intervals), and used as memory index for reactivation
or test session, which is indicated as FB from now on.

2.5. Locomotor activity and anxiety-like behavior evaluation

Locomotor activity and anxiety-like behavior were assessed in an ap-
paratus consisted of a 90-em diameter circular arena with walls 50-em
high. The floor was subdivided into 12 quadrants and 3 concentric zones
(periphery, intermediary and center). The animals were placed in the
apparatus for 5 min. The diameter of the central region is 18 cm, and the
periphery zone was the complementary region between it and the wall.
The time spent on the periphery zone (thigmotaxis) and the number of
crossings between quadrants were measured. The experimental design is
shown in Fig. 2D.

2.6. Statistical analysis

Data are expressed as mean + SEM. Statistical analyses were per-
formed using two-tailed Student's unpaired t-test, or one or two-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's or Bonferroni's post
hoc test whenever necessary. P values < 0,05 were considered statisti-
cally significant.

3. Results

Immediate posttraining heclin administration (at 4.25, 42.5, and 425
but not 0.425 ng/side) increased FB in the test session cairied out 48 h
after training (One-way ANOVA: F (4, 37) = 15.68 and p < 0.0001;
Tukey's post hoc test: p = 0.0002, p < 0.0001, p = 0.0002, and
p = 0.9765, respectively; Fig. 1B). N per group was 11, 6, 11, 7
and 7 for control and heclin groups, respectively. This indicates that
HECT ligase inhibition facilitates memory consolida-
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Fig. 1. Memory consolidation and STM are facilitated by postraining hippocampal heclin adninistration immediately after mraining. Experimental designs (A and D), positions of the cannula tips
(C and F), and graphs showing {reezing behavior (B and E) in the evaluation of memory consolidation and STM, respectively, are shown. Bars and error bars indicate FB mean + SEM,
and scattered geometric figures represent each individual freezing behavior in the test session. For memory consolidation: one-way ANOVA F(4, 37) = 15.68, p = 0.0001, and double and
triple asterisk indicates p =< 0.01 and = 0.001, respectively (Tukey’s post hoc test). For STM evaluation, double asterisk indicates p < 0.01 (Student’s { test). Group sizes are shown in the
text. Drawings at the coronal plane —4.16 mm were adapted from the literature (Paxinos, 1998).

tion. Then, we used the dose of 4.25 ng/side in the following experi-
ments sinee it was the minimum effective dose on memory consolidation

Immediate posttraining heclin administration also increased FB in
the test session carrled out 2h after training (Student's t test;
ti7y = 7.01; p < 0.001; Fig. 1E). N was 10 and 9 for heclin and con-
trol, respectively. This result indicates that HECT ligases are involved in
STM.

Animals treated with heclin 20 min before CFC test session car-
ried out 24 h after training expressed more freezing levels than con-
trols (Student’s t test; t = 3.74; p = 0.0044; Fig. 2B). N per group was

7. This result indicates that HECT ligases are involved in memory re-
trieval.

As shown in Fig. 2E, no between-group difference was found in
crossings (Student’s ¢ test; tys) = 0.19; p = 0.85) or in the time spent
in the central region of the circular arena (Fig. 2F) (Student’s t test;
tae = 1.20; p = 0.25), indicating that the effect on retrieval may not
be due to effects on locomotion or anxiety. N per group was 10 and 8 in
controls and treated animals, respectively.

In a 5-min reactivation CFC session, there was no between-group dif-
ference in FB (Student’s ¢ test; tp5) = 1.52; p = 0.1584; Fig. 3
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Fig. 2. Hippocampal heclin administration (4.25 ng/side) facilitates rerrieval bur does nor change locomotor acrivity and amxiery-fike behavior. Fxperimental designs (A and 1)) and positions
of cannula tips (C and G) for CFC memory retrieval and circular arena evaluation, respectively, are shown. (B) Bars and error bars indicate TR mean + SFM, and scattered geomefric
figures represent each individual freezing behavior in CFC test session. For the exploratory behavior in the circular arena, bars and error bars indicate crossings (E) and thigmotaxis (F)

mean *+ SEM, and scattered geometric figures represent respective individual values. Double asterisk indicates p < 0.01. Group sizes are shown in the text. Drawings at the coronal plane
—4.16 mm were adapted from the literature (Paxinos, 1998).

B). Animals treated with heclin immediately after the CFC reactiva- 6. However, if animals received heclin at the same time (24 h after train-

tion test expressed more freezing levels than controls in the test session ing) without reactivating CFC memory, no between-group difference in
(Student’s t test; t10y = 9.17; p < 0.0001; Fig. 3C). N per group was FB was found in the test session (Student’s ¢ test; tys) = 0.39;
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Fig. 3. Hippocampal heclin (4.25 ng/side) administered 24 h after raining increases freezing behavior only after a 5-min reactivation session. Fxperimental designs (A and E), positions of the
cannula tips (D and G), and graphs showing freezing behavior (B, C and F) in the evaluation of memory reconsolidation are shown. Bars and error bars indicate FB mean + SEM, and
scattered geometric figures represent each individual FB in the reactivation (B) and test session (C) of the first experiment, or in the test session carried out without previous reactivation
(F). Triple asterisk indicates p < 0.001 (Student’s ¢ test). Group sizes are shown in text. Drawings at the coronal plane —1.16 mm were adapted from the literature (Paxinos, 1998).

p = 0.6964; Fig. 3F). N per group was 9 and 8 for control and heclin sure two-way ANOVA: F (1, 13) = 71, p < 0.0001 and F(5, 65) = 8.1;

groups, respectively. These results indicate that HECT ligases are in- p < 0.0001, respectively). There was also an interaction between fac-

volved in fear memory reconsolidation. tors (F(5, 65) = 5.856; p = 0.0002), and all time points revealed a be-

There was a main GROUP and a main TIME effect of heclin infu- tween-group difference (see Fig. 4B for more details). Treated animals

sion 20 min before a 30-min reactivation session on FB (repeated-mea- expressed more freezing levels than controls in the CFC test session car-
5
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Fig. 4. Hippocampal heclin (4.25 ng/side) adninistration infubits memory extinction. (A) Experimental design for extinction. (B) Geomelric figures and error bars indicate FB mean + SEM
from 5 min intervals in a 30 min reactivation session. Bars and error bars mdicate FB mean + SEM, and scaltered geometrie figures represent individual FB in test sessions carried out
24 1 (C) and 19 days (D) after the extinetion session, the latter being a spontaneous recovery of 4 min. (E) Drawings adapted from the literature (Paxinos, 1998) show the positions of
cannula tips at the coronal plane —4.16 mm. Single and triple asterisk indicates p < 0.01 and < 0.001, respectively (B -~ Bonferroni’s post hoc test; C - Student’s ¢ test). Group sizes are

shown in text.

ried out 24 h after the extinction session (Student’s t test; Ty = 14.96;
p < 0.0001; Fig. 4C) and in the spontaneous recovery test session
carried out 19 days after the extinction session (Student’s t test;
Tuay = 4.44; p < 0.001; Fig. 4D), since they maintained high freezing
levels. N per group was 9 and 6 for control and heclin groups, respec-
tively. These results indicate that HECT ligase inhibition impairs fear
memory extinction.

Schematic drawings (Fig. 1C, 1F, 2C, 2G, 3D, 3G and 4E) adapted
from the literature (Paxinos, 1998) show the position of the cannula
tips in each experiment.

4. Discussion

To our knowledge, this is the first study that evaluates the effeet of
an ubiquitin-protein HECT E3 ligase inhibitor on contextual fear mem-
ory. Our results show that intrahippocampal heclin infusion improves
STM and memory consolidation, retrieval, and reconsolidation. In ad-
dition, it impairs extinction and has no effect on locomotor activity or
anxiety-like behavior.

Memory relies on activity-dependent synaptic plasticity that changes
the dynamic trafficking of synaptic AMPAR (Makino & Malinow,
2009, Pozo & Goda, 2010, Huganir & Nicoll, 2013) and post-trans-
lational modifications (Anggono & Huganir, 2012, Lu & Roche,
2012). Neuronal activity-induced ubiquitination is invelved in both
synaptic formation and elimination (DiAntonio & Hicke, 2004,
Hamilton, Oh et al., 2012, Erturk, Wang et al., 2014). There is
compelling evidence to indicate that memory strength relies on surface
hippocampal AMPAR levels (Wenthold, Petralia et al., 1996, Song
& Huganir, 2002, Isaac, Ashby et al., 2007, Shepherd & Huganir,
2007, Makino & Malinow, 2009). Since Nedd4 reduces surface AM-
PAR by promoting its endocytosis via ubiquitination (Schwarz, Hall
et al.,, 2010, Lin, Hou et al.,, 2011, Scudder, Goo et al., 2014,
Widagdo, Chai et al., 2015, Widagdo, Guntupalli et al., 2017),
the expected result of Nedd4 inhibition would be the increase of surface
AMPAR levels and, then, memory facilitation.

Here we show that intrahippocampal heclin infusion enhances STM.
Similarly, synaptic proteolysis inhibition enhances an early phase of
LTP through the stabilization of proteins locally translated from pre-ex-
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isting mRNAs (Dong, Upadhya et al., 2008). According to our re-
sults, intrahippocampal heclin administration not only improved STM
but also memory consolidation. It is important to mention that protea-
some inhibition blocks the late, maintenance phase of LTP in Aplysia
(Upadhya, Smith et al., 2004, Dong, Upadhya et al., 2008), since
nuclear repressor proteolysis is essential for promoting gene expression
and, then, LTM (Dong, Upadhya et al., 2008). Therefore, it is un-
likely that heclin induced nuclear repressor proteolysis, such as that
of CREB1b, the PKA regulatory subunit, or TkappaB, otherwise mem-
ory would be impaired. For instance, the proteolysis of IkappaB occurs
when the proteasome inhibitor lactacystin is infused into the rat hip-
pocampus and impairs memory consolidation in an inhibitory avoidance
task (Lopez-Salon, Alonso et al., 2001). All of this suggests a com-
plex role played by the ubiquitin system in memory. Synaptic proteol-
ysis inhibition may enhance STM and LTM by increasing surface AM-
PAR levels. Inhibiting autophagy might also contribute to keep AMPAR
levels elevated, since these processes seem to be associated (Shehata &
Inokuchi, 2014, Shehata, Abdou et al., 2018). Interestingly, Nedd4
malfunction leads to a defective or downregulated autophagic process
(Li, Zhang et al., 2015). Therefore, it is likely that heclin strengthened
memory consolidation by inhibiting Nedd4-mediated AMPAR endocyto-
sis and/or inhibiting autophagy. It is important to mention that contex-
tual fear memory enhancement is also found in mice lacking the ubiqui-
tin ligase TRIM3 (Trim3-/-), but it occurs 2 but not 24 h after training
(Schreiber, Vegh et al., 2015).

There is compelling evidence to indicate that memory retrieval is not
as passive as traditionally thought (Szapiro, Izquierdo et al., 2000,
Abel & Lattal, 2001, Hall, Thomas et al., 2001, Lopez, Gamache
et al., 2015). AMPAR activation in the hippocampus and amygdala is
necessary for memory retrieval (Izquierdo, Quillfeldt et al., 1997,
Ben Mamou, Gamache et al., 2006). Protein synthesis inhibitors such
as anisomyein and rapamyein infused into the amygdala 10 min be-
fore memory retrieval transiently impairs memory expression, an effect
that is prevented by AMPAR endocytosis inhibition (Lopez, Gamache
et al., 2015). This indicates that such a 10-min interval is enough to
affect memory retrieval and that AMPAR turnover is surprisingly fast
(Bats, Groc et al., 2007, Choquet, 2010, Lopez, Gamache et al.,
2015). In addition, surface NMDAR regulation by Nedd4-1 might re-
quire a shorter time scale than that of AMPAR (Goo, Scudder et al.,
2015). This might also be the case for other synaptic proteins. There-
fore, it is likely that heclin strengthened memory retrieval by inhibiting
receptor endocytosis and/or modulating the PI3K/Akt pathway and au-
tophagy. Further studies may clarify this.

Our results also show that heclin strengthens memory reconsolida-
tion, but only when there is a short reactivation session before its ad-
ministration. Ubiquitination increases at synapses during reconsolida-
tion (Orsi, Devulapalli et al., 2018), affecting intracellular trafficking
(Sun & Chen, 2004, Erpapazoglou, Walker et al., 2014, Akutsu,
Dikic et al., 2016). During reconsolidation an abrupt exchange of AM-
PAR that are impermeable (CI-AMPAR) to those that are permeable to
Ca'? (CP-AMPAR) occurs, making memory labile again (Hong, Kim
et al., 2013). Considering that memory strengthening induced by re-
consolidation requires AMPAR trafficking (Rao-Ruiz, Rotaru et al.,
2011) and that Nedd4 induces CP-AMPAR endocytosis (Lin, Hou et
al., 2011, Mund, 2014), it is possible that one of the effects of heclin
in reconsolidation is the increase of surface AMPAR levels. Heclin-medi-
ated autophagy inhibition might also be involved, since it can also act in
AMPAR trafficking regulation (Shehata & Inokuchi, 2014, Shehata,
Abdou et al., 2018).

In fear memory extinetion, a new memory is formed in order to
antagonize the previous fear memory (Morgan, Romanski et al.,
1993, Quirk & Mueller, 2008). The balance between both memo-
ries determines behavior, and freezing levels tend to return to be rel-
atively high during a spontaneous recovery session carried out weeks
later. Heclin impaired memory extinction when administered before the
30-min reactivation (extinction) session, since treated animals presented
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higher levels of freezing relative to controls not only in this session,
but also in the test sessions carried out 1 or 20 days later. Interest-
ingly, AMPA receptor endocytosis blockade also impairs memory ex-
tinction (Dalton, Wang et al., 2008). It is worth to mention that the
involvement in memory extinction of another E3 ligase, APC/C-Cdh1,
has already been shown in neuron-specific enolase-Cdhl knockout mice
(Pick, Wang et al., 2013).

The lack of effect of heclin administration into the hippocampus
on locomotor activity or anxiety-like behavior indicates the notion that
memory rather than other processes are affected by hippocampal E3
ligases. Other studies directly or indirectly reinforce this notion, since
Trim3~/~ and Trim2~/~ mice also do not show any of these alterations
(Schreiber, Vegh et al., 2015), as well as blockade of AMPAR en-
docytosis does not induce anxiety-like behavior (Dalton, Wang et al.,
2008). Therefore, putative Nedd4-mediated effects on dendritic remod-
eling or surface AMPAR levels may be related to memory rather than to
other cognitive functions.

As already mentioned, heelin also inhibits HECT E3 ubiquitin ligases
Smurf2 and WWPL. Therefore, we may not rule out the involvement of
these ligases in fear memory. However, there is sparse if any direct evi-
dence to indicate this. Smurf2 and WWP1 are involved in cell develop-
ment or in the immune response (Pan, Li et al., 2014, Nyati, Masuda
et al., 2017), however their involvement in synaptic plasticity in ma-
ture neurons is not yet known. It might happen considering, for instance,
the role of the immunological system in memory consolidation (Rachal
Pugh, Fleshner et al., 2001, Yirmiya & Goshen, 2011). However,
such a body of very indirect evidence indicates that it is very likely that
the effects on memory found here are due to an effect of heclin on Nedd4
rather than on Smurf2 and WWP1.

It is interesting to mention that the involvement of Nedd4 is not re-
stricted to memory, but also occurs in chronic stress (Wei, Xiong et al.,
2016), epilepsy (Wu, Peng et al., 2015, Zhu, Lee et al., 2017), or
may also occurs in degenerative diseases, such as Alzheimer’s, since AM-
PAR ubiquitination mediates synaptic depression induced by insoluble
aggregates of extracellular beta-amyloid peptides (Rodrigues, Scudder
et al., 2016, Guntupalli, Jang et al., 2017).

In summary, our results show that heclin, an ubiquitin-protein HECT
E3 ligase, improves STM and consolidation, retrieval, and reconsolida-
tion of fear conditioning memory, but impairs its extinction and has no
effect on locomotor activity or anxiety-like behavior when infused into
the hippocampus. Our work also opens new interesting possibilities to
investigate the underlying mechanisms involved in the effect of heclin
on memory and to relate them to other subjects of clinical relevance.
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3. Discussao

Para nosso conhecimento, este ¢ o primeiro estudo que avalia o efeito de um inibidor da
ubiquitina-proteina HECT E3 ligase na memoria de medo contextual. Nossos resultados
mostram que a infusdo intra- hipocampal da heclina melhora a consolidacdo, reconsolidagdo
e evocagdo da memoria de longa duragdo, bem como a de curta duracdo. Além disso,

prejudica a exting@o e ndo afeta a atividade locomotora ou o comportamento do tipo ansioso.

A UPP, além de moléculas reguladoras como a PKA, também afeta a transmissao sinaptica e
a plasticidade sinaptica a curta duracdo, atuando sobre a proteina Dunc-13 em Drosophila

(Speese, Trotta, Rodesch, Aravamudan, & Broadie, 2003) e outras proteinas sinapticas

vesiculares como sintaxina 1 e RIM1 o (Chin, Vavalle, & Li, 2002). Muitas das evidéncias

dos papéis pos-sinapticos da UPP na plasticidade sinaptica sdo indiretas. A UPP modula
receptores de neurotransmissores, proteinas estruturais e moléculas reguladoras no
compartimento pos-sinaptico. A endocitose ¢ mediada principalmente pela ligacdo de uma

unica molécula de ubiquitina (monoubiquitina¢cdo) ou uma cadeia de poliubiquitina ligada a

Lys-63 (Hegde, 2010).

Existem evidéncias convincentes indicando que a memoria ¢ fortalecida pelo aumento do

AMPAR na membrana celular no hipocampo (Makino & Malinow, 2009; Shepherd &

Huganir, 2007; Song & Huganir, 2002) e enfraquecida pela diminuicdo desses receptores

(Isaac, Ashby, & McBain, 2007; Wenthold, Petralia, Blahos, & Niedzielski, 1996). O

AMPAR ¢ modificado pelas cadeias de poliubiquitina ligadas a Lys-63 na presenga de
AMPA e D-APV, um antagonista de NMDAR, e o Nedd4 reduz o AMPAR de superficie
promovendo sua endocitose via ubiquitinagdo (Lin et al., 2011; Schwarz et al., 2010; Scudder

et al., 2014; Jocelyn Widagdo et al., 2015; J. Widagdo et al., 2017). Portanto, é muito

provavel que a heclina fortalega a consolidacao da memoria inibindo a endocitose AMPAR

mediada por Nedd4.

No hipocampo dos mamiferos, a inibi¢do do proteassoma com MG132 bloqueia a endocitose

induzida pelos agonistas do receptor AMPA (Patrick, Bingol, Weld, & Schuman, 2003).

Além disso, a internalizagdo do receptor AMPA induzida por NMDA ¢ impedida pela

inibicdo de proteassoma. Como os agonistas do NMDA e do AMPA estimulam a
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internalizacdo, que por sua vez ¢ inibida pelo proteassoma, ¢ provavel que este seja um caso
de internalizagdo passiva. Em apoio a esta ideia, foi demonstrado que uma proteina de
densidade pods-sindptica PSD-95 ¢ regulada pela degradacio mediada pelo sistema UPP

(Colledge et al., 2003). A PSD-95 ¢ um componente pds-sindptico importante, que por meio

da interacdo com outra proteina chamada stargazina fornece um local de acoplamento para os

receptores AMPA (Schnell et al., 2002). A degradacdo do PSD-95 leva a internalizacdo do

receptor AMPA e mutagdes que bloqueiam a ubiquitinagdo da PSD-95 bloqueiam a

endocitose dos receptores AMPA induzida por NMDA (Colledge et al., 2003), apoiando

ainda mais a papel do proteassoma na diminui¢do do nimero de receptores AMPA nos locais
sindpticos. Esta bem estabelecido que a ativacdo de AMPARs na auséncia de atividade de
NMDAR induz a internalizacdo e classificagdo de AMPAR para endossomos tardios para

posterior degradagdo por lisossomos (Ehlers, 2000). Juntamente com o fato de que apenas os

receptores de superficie sofrem ubiquitinacdo induzida por agonista (Jocelyn Widagdo et al.,

2015), ¢ plausivel que a ubiquitinagdo de AMPARs esteja envolvida tanto na endocitose
quanto na classificagao pds-endocitica desses receptores em direcdo a endossomos tardios.
Porém, o papel direto da ubiquitina na degradacdo endocitica regulada dos receptores AMPA
permanece como uma questdo em aberto. A UPP provavelmente desempenha um papel
amplo na regulacdo dos receptores de neurotransmissores, tais como os receptores NMDA

(Kato, Rouach, Nicoll, & Bredt, 2005) e também Shank, GKAP ¢ AKAP79 / 150 (Ehlers

2003). Ha evidéncias que a UPP regule o formato do espinho dendritico, reorganizando o

citoesqueleto de actina (Pak & Sheng, 2003).

Existem varias evidéncias que apoiam a ideia de que a ubiquitinacdo de GluA1 atue como um
sinal endocitico para AMPARs. Isso inclui: (a) a superexpressdo de Nedd4-1 nos neur6nios,
que aumenta a ubiquitinagdo de GluAl, causa uma redu¢do no nimero de AMPARs na

membrana plasmatica (Lin et al., 2011; Schwarz et al., 2010); (b) “knockdown” mediado por

shRNA (short hairpin RNA, da sigla em inglés) de Nedd4-1 aumenta a taxa de internalizacao
GluA1 (Schwarz et al., 2010); (c) a superexpressao do USP46, que regula negativamente a

ubiquitinagdo de GluA1 (Huo et al., 2015); e (d) a superexpressdo de mutantes deficientes em

ubiquitina GluA1-4KR bloqueia a internalizacdo de GluA1 induzida por AMPA (Lin et al.

2011; Schwarz et al., 2010). Juntos, esses dados sustentam a no¢ao de que a ubiquitinagio de

AMPARS ¢ necessaria e ocorre antes da internaliza¢ao do receptor (J. Widagdo et al., 2017).
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No mesmo neurdnio, ¢ provavel que o proteassoma execute tarefas diferentes em diferentes
compartimentos subcelulares, resultando em diferentes consequéncias fisioldgicas. Portanto,
o bloqueio de diferentes fun¢des do proteassoma durante a indu¢ao da memoria levaria a
efeitos até opostos na forga sindptica (Hegde, 2010). Alguns experimentos mostraram que,
tanto no sistema nervoso da Aplysia quanto no cérebro do rato, a atividade do proteassoma
nos terminais sindpticos € significativamente maior do que a do proteassoma no nucleo

(Djakovic, Schwarz, Barylko, DeMartino, & Patrick, 2009; S. C. Upadhya, Ding, Smith, &

Hegde, 2006).

A aplicacao do inibidor de proteassoma nas fatias de hipocampo antes da indugdo de LTP

causa um aumento na magnitude da fase inicial de inducdo, mas uma inibicdo da fase de

manuteng¢do tardia (Dong et al., 2008). O aumento na fase inicial da LTP tardia (L-LTP, da
sigla em inglés) causada pela B- lactona também ¢ impedido pela aplicacdo anterior da

rapamicina (Gingras, 2001). Essas evidéncias sugerem que a inibicdo do proteassoma

melhora a fase inicial da L-LTP estabilizando proteinas traduzidas localmente a partir de

mRNAs preexistentes (Dong et al., 2008). Outra possibilidade é que a UPP normalmente

ajude na degradagdo dos repressores transcricionais. Portanto, a inibi¢do do proteassoma

resultaria no acumulo desses repressores, bloqueando assim a transcri¢ao (Dong et al., 2008).

Esses estudos também revelaram a mudanga do papel do proteassoma, mesmo em dendritos,
por meio da progressdo da L-LTP. A aplicacdo de B-lactona em dendritos isolados também
produz o bloqueio da L-LTP dendritica. Sob essas condi¢des, ndo ha suprimento de RNAm
recém-transcrito do corpo celular. Se o inibidor da tradu¢do da anisomicina for aplicado apds
a aplicacdo de PB-lactona nas fatias de hipocampo, a inibi¢do da fase de manutengdo ¢

resgatada (Dong et al., 2008).

Entre outras proteinas sindpticas, os receptores AMPAR, NMDAR e glutamatérgicos

metabotropicos sdo diferencialmente ubiquitinados pelas ligases E3 (Tsai, 2014). A

ubiquitina¢do induzida pela atividade neuronal esta envolvida na formacdo e eliminagdo de

sinapses (DiAntonio & Hicke, 2004; Erturk, Wang, & Sheng, 2014; Hamilton et al., 2012).

Portanto, a coordenagdo da atividade do proteassoma em neurdnios e sinapses ¢ outra forma
de regulacdo proteica (Tsai, 2014), e isso pode ser obtido pela grande variedade de ligases E3

(Akutsu, Dikic, & Bremm, 2016; Nakayama & Nakayama, 2006; L. Sun & Chen, 2004). Isso

explica por que agir na ubiquitinagdo usando diferentes agentes pode resultar em efeitos

diferentes e até opostos. Por exemplo, a inibi¢do do proteassoma do hipocampo pela
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lactacistina prejudica a consolidacdo da memoria em uma tarefa de esquiva inibitéria (Lopez-

Salon et al., 2001), um efeito oposto a memoria emocional que foi encontrada aqui. Parece

que uma acdo mais ampla nas ligases E3 tende a ser mais perturbadora, enquanto a a¢do em
certas ligases E3 especificas pode facilitar a memoria, conforme indicado pelos nossos
resultados. De fato, outro efeito facilitador ¢ encontrado em camundongos sem a ubiquitina
ligase TRIM3 (Trim3 - / -), que estd envolvida no controle dos niveis de actina. No entanto, a
facilitagdo da memoria de medo contextual ocorre quando esta ¢ evocada duas, mas ndo 24

horas apos o treinamento (Schreiber et al., 2015), indicando que atuar em Nedd4 (ou Smurf2

e WWPI) tem um efeito mais longo que o TRIM3.

A memoria depende da plasticidade sindptica dependente de atividade que altera o trafego
dindmico do AMPAR sinaptico (Huganir & Nicoll, 2013; Makino & Malinow, 2009; Pozo &
Goda, 2010), modificacdes poés-traducionais (Anggono & Huganir, 2012; Lu & Roche, 2012).

A ubiquitinacao induzida pela atividade neuronal esta envolvida na formagao e eliminacao

sindpticas (DiAntonio & Hicke, 2004; Erturk et al., 2014; Hamilton et al., 2012). Ha

evidéncias convincentes para indicar que a forca da memoria depende dos niveis de AMPAR
na membrana plasmatica do neurdnios do hipocampo (Isaac et al., 2007; Makino & Malinow,

2009; Shepherd & Huganir, 2007; Song & Huganir, 2002; Wenthold et al., 1996). Como o

Nedd4 reduz os AMPAR da membrana ao promover sua endocitose via ubiquitinac¢ao (Lin et

al., 2011; Schwarz et al., 2010; Scudder et al., 2014; Jocelyn Widagdo et al., 2015; J.

Widagdo et al., 2017), o resultado esperado da inibicdo da Nedd4 seria o aumento dos niveis

de AMPAR na superficie neuronal e, portanto, a facilitagdo da memoria .

Aqui, mostramos que a infusdo intra- hipocampal da heclina melhora a STM. Da mesma
forma, a inibi¢do da proteodlise sinaptica melhora uma fase inicial da LTP por meio da
estabilizacdo de proteinas traduzidas localmente a partir de mRNAs preexistentes (Dong et al.,
2008). De acordo com nossos resultados, a administra¢ao intra-hipocampal da heclina nao
apenas melhorou a STM, mas também a consolidagio da meméria. E importante mencionar
que a inibicdo do proteassoma bloqueia a fase tardia de manutencdo da LTP em Aplysia

(Dong et al., 2008; S. C. Upadhya, Smith, & Hegde, 2004), pois a protedlise do repressor

nuclear ¢ essencial para promover a expressdo génica e, entdo, LTM (Dong et al., 2008).

Portanto, ¢ improvavel que a protedlise do repressor nuclear seja induzida por heclina, como
a do CREBID, a subunidade reguladora da PKA ou a cinase IkappaB, caso contrario, a

memoria seria prejudicada. Por exemplo, a proteolise de IkappaB ocorre quando o inibidor de
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proteassoma lactacistina ¢ infundido no hipocampo de ratos e prejudica a consolidagdo da

memoria em uma tarefa de esquiva inibitdria (Lopez-Salon et al., 2001). Tudo isso sugere um

papel complexo desempenhado pelo sistema de ubiquitina na memoria. A inibi¢do da
proteolise sindptica pode melhorar STM e LTM aumentando os niveis de AMPAR na
membrana celular, como anteriormente discutido. Inibir a autofagia também pode contribuir
para manter os niveis de AMPAR elevados, uma vez que esses processos parecem estar

associados (Shehata et al., 2018; Shehata & Inokuchi, 2014). Curiosamente, 0 mau

funcionamento do Nedd4 leva a um processo autofagico defeituoso ou enfraquecido (Y. Li et
al., 2015), o que pode indicar o envolvimento da Nedd4 na regulacdo da autofagia.. Portanto,
¢ provavel que a heclina tenha fortalecido a consolidacdo da memoria ao inibir a endocitose
do AMPAR mediada por Nedd4 ou ao inibir a autofagia. E importante relembrar que a
facilitacdo da memoria contextual de medo também ¢é encontrada em camundongos sem a

ubiquitina ligase TRIM3 (Trim3 -/ -) (Schreiber et al., 2015).

Até o momento, podemos apenas especular quais processos de plasticidade sinaptica estao
envolvidos nesse fortalecimento da consolidagdo da memoria. A inibicdo da depressdo a
longa duragdo (LTD) ou despotenciacdo parece ser forte candidata aos processos mediados
por Nedd4, uma vez que a Nedd-4 esta envolvida na reducao homeostatica da forca sinaptica

(Fu et al., 2011; Hou et al., 2011; Jewett et al., 2015; Scudder et al., 2014). Além disso, a

regulacdo dos AMPAR de membrana pelas ligases E3 é promovida pelo RNF167 a curta
durag¢do e por Nedd4-1 e APCCdhl em uma escala de tempo mais longa (Goo, Scudder, &

Patrick, 2015). Uma vez que sdo encontrados efeitos opostos da inibi¢do do proteassoma na
LTP hipocampal (Dong et al., 2008; Fonseca, Vabulas, Hartl, Bonhoeffer, & Nagerl, 2006;
Karpova, Mikhaylova, Thomas, Knopfel, & Behnisch, 2006), os ratos Trim3 -/ - tém a LTP

aumentada (Schreiber et al., 2015) e, o mais importante, os ratos nocaute para Nedd4

apresentaram prejuizo a LTP (Camera et al., 2016), ainda ¢ prematuro excluir um efeito da

heclina na LTP.

Existem evidéncias convincentes para indicar que a evocagdo da memoria ndo € tdo passiva
quanto se pensava tradicionalmente (Abel & Lattal, 2001; Hall, Thomas, & Everitt, 2001;
Lopez, Gamache, Schneider, & Nader, 2015; Szapiro et al., 2000). A ativacao do AMPAR no

hipocampo e na amigdala ¢ necessaria para a evocagdo da memoria (Ben Mamou, Gamache,

& Nader, 2006; Izquierdo et al., 1997). Inibidores da sintese de proteinas, como anisomicina

e rapamicina, infundidos na amigdala 10 minutos antes da evoca¢do da memoria, prejudicam
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transitoriamente a expressdo da memoria, um efeito que ¢ impedido pela inibigdo da

endocitose da AMPAR (Lopez et al., 2015). Isso indica que esse intervalo de 10 minutos ¢

suficiente para afetar a evocagdo da memoria e que a rotatividade da AMPAR ¢

surpreendentemente rapida (Bats, Groc, & Choquet, 2007; Choquet, 2010; Lopez et al., 2015).

Além disso, a regulacio NMDAR de superficie por Nedd4-1 pode exigir uma escala de

tempo menor que a de AMPAR (Goo et al., 2015). Esse também pode ser o caso de outras

proteinas sinapticas. Portanto, ¢ provavel que a heclina tenha fortalecido a evocagdo da
memoria inibindo a endocitose do receptor e/ou modulando a via PI3K/Akt e a autofagia.

Estudos adicionais podem esclarecer isso.

Nossos resultados também mostram que a heclina fortalece a reconsolidacdo de memoria,
mas somente quando ha uma breve sessdo de reativacdo antes de sua administragdo. A

ubiquitinagdo aumenta nas sinapses durante a reconsolidagdo (Orsi et al., 2018), afetando o

trafego intracelular (Akutsu et al., 2016; Erpapazoglou, Walker, & Haguenauer-Tsapis, 2014;

L. Sun & Chen, 2004). Durante a reconsolidagdo, ocorre uma troca abrupta de AMPAR que

sd0 impermeaveis (CI-AMPAR) por aquelas que s3o permeaveis a Ca™? (CP-

AMPAR), tornando a memoria instavel novamente (Hong et al., 2013). Considerando que o

fortalecimento da memoria induzido pela reconsolidacdo requer trafego de AMPAR (Rao-

Ruiz et al., 2011) e que Nedd4 induz endocitose por CP-AMPAR (Lin et al., 2011; Mund,

2014), € possivel que um dos efeitos da heclina na reconsolidagdo seja o aumento dos niveis
de AMPAR na superficie. A inibicdo da autofagia mediada por heclina também pode estar
envolvida, uma vez que também pode atuar na regulamentacdo do trafego de AMPAR

(Shehata et al., 2018; Shehata & Inokuchi, 2014).

Na extin¢do da memoria do medo, uma nova memoria € formada para antagonizar a memoria

do medo (Morgan, Romanski, & LeDoux, 1993; Quirk & Mueller, 2008). O equilibrio entre

as duas memorias determina o comportamento, e os niveis de congelamento tendem a voltar a
ser relativamente altos durante uma sessao de evocacao espontanea realizada semanas depois.
Heclina prejudicou a extingdo de memoria quando administrado antes da sessdo de reativacao
(extingdo) de 30 minutos, uma vez que os animais tratados apresentaram niveis mais altos de
congelamento em relagdo aos controles, ndo apenas na sessdo, mas também nas sessdes de
teste realizadas 1 ou 20 dias depois. Em acréscimo, o bloqueio da endocitose no receptor

AMPA também prejudica a extingdo da memoria (Dalton et al., 2008). Vale ressaltar que o
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envolvimento na extingdo de memoria de outra ligase E3, a APC / C-Cdhl, ja foi
demonstrado nos neurdnios de camundongos nocaute para enolase-Cdhl (Pick, Wang,

Mayfield, & Klann, 2013).

A falta de efeito da administra¢do da heclina no hipocampo sobre a atividade locomotora ou
o comportamento tipo ansioso indica a no¢ao de que a memoria, em vez de outros processos,
¢ afetada pelas ligases E3 do hipocampo. Outros estudos reforcam direta ou indiretamente
essa no¢ao, ja que os ratos TRIM3 - / - e TRIM2 - / - também ndo apresentam nenhuma

dessas alteragdes (Schreiber et al., 2015), assim como o bloqueio da endocitose AMPAR nao

induz comportamento do tipo ansioso (Dalton et al., 2008). Portanto, efeitos presumiveis

mediados por Nedd4 no remodelamento dendritico ou nos niveis superficiais de AMPAR

poderiam estar relacionados @ memoria e ndo a ansiedade, por exemplo.

Como ja mencionado, a heclina também inibe Smurf2 e WWPI, outros membros da familia
HECT de ligases E3 de ubiquitina. Portanto, ndo podemos descartar o envolvimento dessas
ligases na memoria do medo. No entanto, existem poucas evidéncias diretas para indicar isso.
Smurf2 e WWPI estdo envolvidos no desenvolvimento celular ou na resposta imune (Nyati

et al., 2017; Pan et al., 2014), no entanto, seu envolvimento na plasticidade sindptica em

neurdnios maduros ainda nao ¢ conhecido. Isso pode acontecer considerando, por exemplo, o

papel do sistema imunolégico na consolidagdo da memoria (Rachal Pugh, Fleshner, Watkins,

Maier, & Rudy, 2001; Yirmiya & Goshen, 2011). No entanto, esse corpo de evidéncias muito

indiretas indica que ¢ muito provavel que os efeitos na memoria encontrados aqui sejam

devidos a um efeito da heclina na Nedd4, ¢ ndo na Smurf2 e WWP1.

E interessante mencionar que o envolvimento de Nedd4 ndo se restringe a memoria, mas

também ocorre em estresse cronico (Wei et al., 2016), epilepsia (Wu et al., 2015; Zhu et al.,

2017), ou também pode ocorrer em doengas degenerativas, como a doenca de Alzheimer,
uma vez que a ubiquitinacio AMPAR medeia a depressdo sinaptica induzida por agregados
insoluveis de peptideos beta-amildides extracelulares (Guntupalli et al., 2017; Rodrigues,

Scudder, Goo, & Patrick, 2016).

Em resumo, nossos resultados mostram que a heclina, um inibidor de certas enzimas
pertencentes a familia HECT de ligases E3 de ubiquitina, melhora a STM e a consolidagao,

evocacao e reconsolidagdo da memoria de medo condicionado, mas prejudica sua extingdo e
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nao afeta a atividade locomotora ou o comportamento tipo ansioso quando infundida no
hipocampo. Nosso trabalho também abre novas possibilidades interessantes para investigar os
mecanismos subjacentes envolvidos no efeito da heclina na memoria e relaciona-los com

outros assuntos de relevancia clinica.

4. Conclusoes

4.1 A dose mais efetiva do inibidor das E3 ligases da familia HECT, heclina foi 42.5

ng/lado, produzindo um efeito facilitatorio na consolidacdo da memoria de medo;

4.2 A inibicao das HECT ligases teve um efeito facilitatorio na evocagao da memoria de

medo;

4.3 A heclina nao teve efeito sobre a atividade locomotora ou o comportamento tipo

ansioso;

4.4 As HECT E3 ligases modulam a consolidacdo da memoria de curta dura¢dao (STM)
adquirida no CAC;

4.5 A inibicao das HECT E3 ligases durante o processo de reconsolidagdo fortalece a

memoria de medo evocada mais adiante;

4.6 A inibicao das HECT E3 ligases causou um prejuizo na formagao e consolidacao da

memoria de extingdo, esse efeito foi duradouro até 20 dias depois da infusao.
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Fase da memoria Efeito

Consolidacao longa duracio 1 (até 12h)
Memoria curta duragao 1
Evocacao 1

Comp. Tipo ansioso e locomoc¢ao --

Reconsolidacio 1
Extin¢ao !
Consolidacao BLA 1
Generalizacio -

Consolidacio memoria neutra --

Tabela 1. Resumo dos resultados mostrados acima. A seta 1 indica facilitagdo da memoria,
a seta | indica prejuizo e os tragos indicam que nenhum efeito foi observado.
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5. Perspectivas

5.1 Verificar o efeito da infusdo bilateral de heclina intra-CA1 sobre a desestabilizacdo da

memoria aversiva;

5.2 Verificar o efeito da heclina na LTP e LTD por meio de eletrofisiologia;

5.3 Verificar o efeito da heclina sobre o crescimento de espinhos dendriticos mediante a

técnica de Dil;

5.4 Verificar se o efeito da heclina na consolidagdo de memorias aversivas se mantém

quando infundida em outras estruturas encefalicas.

5.5 Verificar os niveis de receptores AMPA na membrana ap6s infusdo da heclina.
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Figure 1. Heclin facilitates memory consolidation when administered into the
hippocampus 8 or 12 hours after training. We show the experimental design (A), graphs
indicating the freezing behavior (B and C for 8 and 12 h, respectively), and the position of the
cannula tips (D and E for 8 and 12 h, respectively). Bars and error bars indicate FB mean +
SEM, and scattered geometric figures represent individual freezing behavior in the test
session. The double and triple asterisk indicates p<0.01 and 0.001, respectively (Student’s t-

test). N = 6 (control group, 8 hours) and 8 for any other group.
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Figure 2
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Figure 2. Memory remains precise for 40 days because of hippocampal heclin
administration immediately after training. We show the experimental design (A), graphs
indicating freezing behavior 48 hours (B) and 40 days (C) after training in the evaluation of
memory generalization, and position of the cannula tips (D, E). Bars and error bars indicate
FB mean = SEM, and scattered geometric figures represent individual freezing behavior in
the test session. For 48-hour test: F(1,24) = 39.13, 289.1, and 23.42 for treatment, context,
and interaction effect, respectively (two-way ANOVA; p < 0.001); n=7 and 6 in context A,
and 7 and 8 in context B for control and heclin group, respectively. For 40-day test: F(1,34) =
73.28, 1302, and 110.8 for treatment, context, and interaction effect, respectively (two-way
ANOVA; p < 0.001); n=10 and 9 in context A, and 9 and 10 in context B for control and
heclin group, respectively. The triple asterisk indicates some of the p <0.001 (Bonferroni’s

post hoc test); ns indicates otherwise.
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Figure 3. Heclin facilitates the consolidation of memory for auditory fear conditioning
when administered into the basolateral amygdala immediately after training. We show the
experimental design (A), a graph indicating freezing behavior (B), and position of the
cannula tips (C) for the evaluation of memory consolidation for auditory fear conditioning.
Bars and error bars indicate FB mean + SEM, and scattered geometric figures represent
individual freezing behavior in the test session. The triple asterisk indicates p<0.001

(Student’s t-test; n=9 for control and heclin group).
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Figure 4
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Figure 4. Heclin might affect the consolidation of memory for the Object Location Task when
administered into the hippocampus 48 hours or seven days after training. We show the
experimental design (A), graphs indicating the exploration index (B), and the position of
cannula tips (C, D) for the evaluation of memory consolidation for the object location task.
Bars and error bars indicate exploration index mean + SEM in the test session. The asterisk
indicates p<0.05 (one sample t-test). N= 6 for both groups in the 48-h experiment and 7 and 6

for control and heclin group, respectively, in the 7-d experiment.

Dudai, Y., Karni, A., & Born, J. (2015). The Consolidation and Transformation of Memory.
Neuron, 88(1), 20-32. doi:10.1016/j.neuron.2015.09.004

Kandel, E. R., Dudai, Y., & Mayford, M. R. (2014). The molecular and systems biology of
memory. Cell, 157(1), 163-186. doi:10.1016/j.cell.2014.03.001

Lee, J. L. (2009). Reconsolidation: maintaining memory relevance. Trends Neurosci, 32(8),

413-420. doi:10.1016/j.tins.2009.05.002

Nader, K., & Einarsson, E. O. (2010). Memory reconsolidation: an update. Ann N Y Acad Sci,
1191, 27-41. doi:NYAS5443 [pii]
10.1111/.1749-6632.2010.05443 x

Nader, K., Schafe, G. E., & Le Doux, J. E. (2000). Fear memories require protein synthesis in

the amygdala for reconsolidation after retrieval. Nature, 406(6797), 722-726.
doi:10.1038/35021052

67



	Resumo
	Abstract
	Lista de abreviaturas
	1. Introdução
	1.1. Memória
	1.1.1. Tipos de memória
	1.1.2. Fases da memória

	1.2 Ubiquitinação
	1.3 Riqueza combinatória no controle da ubiquitina
	1.4 Ligases E3 com domínio HECT 
	1.5 Ubiquitinação e receptores glutamatérgicos
	 1.6 Ubiquitinação, plasticidade sináptica e memór

	2. Objetivos
	2.1 Gerais
	2.2 Específicos

	PARTE II
	Capítulo 1
	Hippocampal HECT E3 Ligase inhibition facilitates 


	PARTE III
	3. Discussão
	4. Conclusões
	5. Perspectivas

	Referências 
	Apêndice

