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Resumo

A ubiquitinação está envolvida na plasticidade sináptica e na memória, mas o envolvimento

das ligases HECT E3 nesses processos ainda não foi estabelecido. Aqui, infundimos

bilateralmente a heclina, um inibidor específico de algumas dessas ligases, no hipocampo

dorsal de ratos Wistar machos que foram treinados no condicionamento contextual ao medo.

A heclina melhorou a memória de curta duração, e a consolidação, evocação e reconsolidação

de memória de longa duração quando administrada imediatamente após o treino, antes do

teste ou após a reativação da memória, respectivamente. Além disso, prejudicou a extinção de

memória quando administrada antes de uma sessão de reativação longa. A infusão 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 memória do

medo, sendo que a inibição destas enzimas reforça o traço de memória.
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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.
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Lista de abreviaturas

AKAP79/150 Proteína de ancoramento da cinase A 79/150

AMP adenosina monofosfato

AMPAR Receptor alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiónico

APCCdh1 Proteína ativadora APC/C CDH1

ATP adenosina trifosfato

CA1 Região hipocampal CA1

Ca2+ Íon cálcio

CAC/CFC Condicionamento aversivo ao contexto

CaMKII Cálcio calmodulina cinase II

CI-AMPAR Receptor AMPA impermeável ao cálcio

CP-AMPAR Receptor AMPA permeável ao cálcio

CREB Ligante de Elemento Responsivo a Cálcio cAMP

CREB1b Subunidade CREB 1 beta

D-APV 2-amino-5-fosfopentanoato

DUB Enzimas deubiquitinantes

Dunc-13 Proteína Drosophila UNC-13

E-LTP LTP precoce

Eps15 Substrato da via do receptor do fator de crescimento epidérmico 15

LTF Facilitação de longa duração

FMRFa FMRF amida

GKAP Proteína associada à guanilato-ciclase

GluA1 Subunidade do receptor de glutamato A1

HECT Hómologo ao Terminal C

HPCd Hipocampo dorsal

UCH-Ap Hidrolase C-terminal de ubiquitina

IkappaB Cinase IκB

K+ Íon potássio

L-LTP LTP tardia
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LTD Depressão de longa duração

LTM Memória de Longa duração

LTP Potenciação de longa duração

Lys-48 Lisina 48

Lys-63 Lisina 63

MG132 Inibidor do proteassoma MG132

mRNA RNA mensageiro

Na+ Íon sódio

NMDAR Receptor N-metil-D-aspartato

PI3K-Akt Fosfoinositídeo 3-quinase

PKA Proteína kinase A

PSD95 Densidade pós-sináptica 95

RIM1 Proteína de ligação ao DNA de fita simples RIM1

RING Ligase de ubiquitina E3 “Gene Interessante Realmente Novo”

RNF167 Proteína RING FINGER 167

Smurf2 Ligase de ubiquitina E3 SMURF 2

STM Memória de curta duração

TRIM2 Proteína 2 Contendo Motivo Tripartido

TRIM3 Proteína 3 Contendo Motivo Tripartido

UPP Via Ubiquitina-Proteassoma

USP46 Hidrolase 46 do terminal carboxíla da ubiquitina

USP8 Hidrolase 8 do terminal carboxíla da ubiquitina

HPV Papilomavírus Humano

WWP1 Proteína ligase E3--1 da Ubiquitina contendo Domínio WW
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1. Introdução

Proteólise é a quebra de proteínas em polipeptídeos menores ou aminoácidos, sendo

tipicamente catalisada por enzimas celulares chamadas proteases, mas também podendo

ocorrer por digestão intramolecular. A proteólise não ocorre aleatoriamente, mas depende de

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

2001).

Existem diversos tipos de proteólise intracelular, entre eles: a degradação pelas calpaínas,

degradação pela cascata de caspases, degradação de oligopeptídeos pelas peptidases, a

proteólise via lissosomal, e a degradação de proteínas dependente de ATP (via ubiquitina-

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

trabalho, sendo detalhada a seguir.

1.1. Memória

A memória permite o armazenamento de informações adquiridas ao longo do tempo,

tornando possível ser evocada posteriormente. Ela tem grande importância adaptativa, pois

permite os animais modificar seus comportamentos e interagir de maneira progressivamente

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

1.1.1. Tipos de memória

As memórias são usualmente classificadas em (i) explícitas ou declarativas e (ii) implícitas

ou de procedimento. As memórias declarativas requerem a consciência, ao contrário das de

procedimento. Memórias declarativas são dependentes de estruturas como o hipocampo e o

neocórtex. Já memórias implícitas requerem a atividade de estruturas como o cerebelo e os

núcleos da base (Kandel, Dudai, & Mayford, 2014).
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1.1.2. Fases da memória

A memória compreende uma sequência de processos divididos nas fases de aquisição,

consolidação, evocação, reconsolidação e extinção (Dudai, Karni, & Born, 2015; Kandel,

Dudai, & Mayford, 2014; Lee, 2009; Nader & Einarsson, 2010; Nader, Schafe, & Le Doux,

2000).

A consolidação da memória é um processo que depende da síntese de novas proteínas e da

subsequente reorganização macromolecular em neurônios excitatórios em diferentes regiões

do Sistema Nervoso Central (SNC), como hipocampo e complexo basolateral da amígdala

(Kandel, 2001).

Entretanto, a evocação ou recuperação, é uma fase na qual a memória pode ser reativada e

levada a um estado instável e passível de sofrer interferências (Nader et al., 2000). Uma delas

é a reconsolidação da memória que é um processo cujo papel é manter e/ou acrescentar novas

informações à memória original, atualizando-a (Crestani et al., 2015; Haubrich et al., 2015;

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

associação com significado oposto da memória original, suprimindo a resposta da memória

formada originalmente (Quirk & Mueller, 2008) .

Os processos previamente descritos são produtos de uma dinâmica molecular conhecida

como plasticidade sináptica, que basicamente é a capacidade de mudança da sinapse ao longo

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

1.2 Ubiquitinação

A ubiquitinação é uma modificação pós-traducional reversível que regula uma infinidade de

processos fisiológicos, incluindo degradação de proteínas, endocitose, classificação e tráfego

de proteínas transmembranas (Hershko & Ciechanover, 1998). Envolve a ligação covalente

de uma molécula de ubiquitina de 76 aminoácidos altamente conservada (monoubiquitinação)

ou cadeias poliméricas de ubiquitina (poliubiquitinação) a um resíduo de lisina de uma

proteína de substrato (Hershko & Ciechanover, 1998).
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Na via ubiquitina-proteassoma (UPP), os substratos proteicos são marcados por uma ligação

covalente à ubiquitina para degradação por um enorme complexo proteolítico chamado

proteassoma. A ubiquitina é uma pequena proteína de 76 aminoácidos que é altamente

conservada ao longo da evolução. Nesta via proteolítica, a ubiquitina se liga seletiva e

covalentemente ao substrato. O processo enzimático de ligação da ubiquitina aos substratos é

chamado de ubiquitinação ou conjugação de ubiquitina e depende da ação de três classes

diferentes de enzimas, E1, E2 e E3. Primeiro, a ubiquitina é ativada por E1 para formar um

intermediário de ubiquitina-AMP. A ubiquitina ativada é passada para E2 (Hershko &

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

ubiquitina ativada ao substrato. À ubiquitina, que está ligada a um substrato, outra ubiquitina

se liga e, assim, por meio de ligações sucessivas de ubiquitina, uma cadeia de poliubiquitina é

formada. Os substratos poliubiquitinados são degradados por uma unidade proteolítica 26S

chamada complexo proteassoma em uma reação ATP-dependente. O núcleo catalítico é a

parte que divide a proteína ubiquitinada em pequenos peptídeos, com três a 32 aminoácidos.

É provável que os peptídeos gerados hidrolisem ainda mais para gerar aminoácidos livres por

outras proteases e amino peptidases (Hegde, 2010; Marques, Palanimurugan, Matias, Ramos,

& Dohmen, 2009)(Fig. 1).

A ubiquitina não é degradada, mas a cadeia da poliubiquitina é quebrada e a ubiquitina é

reciclada pelas enzimas desubiquitinantes (DUB). Antes de acontecer a degradação pelo

proteassoma, a ubiquitinação é reversível. Os DUBs podem desmontar a cadeia de

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

substrato (Hegde, 2010).

E3s são as enzimas que ligam a ubiquitina a substratos específicos. As E3s podem ser

proteínas individuais ou complexos proteicos. Algumas E3s podem aceitar moléculas de

ubiquitina das E2 por meio de ligações 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

transferência de ubiquitina para os substratos. Existem duas classes principais de E3: (1) E3s

do domínio HECT (homólogos 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 informações encontram-se no texto.

Figura foi adaptada de (Hegde, 2010).
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1.3 Riqueza combinatória no controle da ubiquitinação

As evidências disponíveis indicam que a conjugação da ubiquitina em um substrato é uma

reação altamente específica. As E1s fornecem algum grau de especificidade para uma reação

de ubiquitinação. As E2s preferem interagir com algumas E3s, mas não com todas. As E2s

interagem com as E3s por meio de duas voltas (chamadas L1 e L2) e uma hélice α -N-

terminal 1 na estrutura tridimensional da E2. Pequenas variações na sequência de

aminoácidos nesses elementos estruturais contribuem para a especificidade da ligação da E2 a

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

substrato. No entanto, ter uma E3 dedicada para cada substrato seria insustentável devido à

carga de codificação 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 número de combinações para "codificar" a especificidade de uma reação de

ubiquitinação. Ocasionalmente, uma E2 pode interagir com mais de uma E3, e uma E3 pode

ubiquitinar mais de um substrato. Essas interações ainda são específicas porque

provavelmente ocorrem por meio de diferentes domínios de reconhecimento nessas

moléculas. Além das combinações únicas de E2-E3, a especificidade pode ser gerada pelo

status do substrato (vulnerável ou resistente à degradação), bem como pela regulação da E3

por meio de modificações pós-traducionais, como a fosforilação(Hegde, 2010; Hegde &

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

específica para um determinado substrato. Vale ressaltar que as proteínas ubiquitinadas

podem sofrer degradação pelo proteassoma ou endocitose ou a ubiquitinação pode ter um

papel não proteolítico (Hegde, 2010).

1.4 Ligases E3 com domínio HECT

A primeira E3 descoberta nesta classe é chamada E6-AP, que liga a ubiquitina à proteína

supressora de tumor p53 (Fig. 2A) em células infectadas pelo vírus do papiloma humano

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

oncogênicas do VPH. A E6 está associada a uma proteína celular denominada proteína

associada ao E6 (E6-AP). A região C-terminal da E6-AP contém o domínio catalítico da

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

que existe uma família de proteínas ubiquitina ligase homólogas ao domínio catalítico E6-AP.

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

característica das HECT ligases é que elas aceitam ubiquitina ativada de um E2 e formam

uma ligação intermediária 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 APCCdh1, demonstraram mediar

a ubiquitinação de AMPARs em neurônios centrais de mamíferos sob diferentes condições de

estimulação (Fu et al., 2011; Lin et al., 2011; Lussier et al., 2012; Schwarz, Hall, & Patrick,

2010; Zhu et al., 2017).

A família Nedd4 de ligases E3 é caracterizada pela presença do domínio homólogo 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 ubiquitinação

de GluA1 nos neurônios (Schwarz et al., 2010). Um fato importante é que Nedd4-1 é

rapidamente redistribuído para sinapses após a ativação do AMPAR (Hou, Gilbert, & Man,

2011; Scudder et al., 2014).

1.5 Ubiquitinação e receptores glutamatérgicos

A ligação do glutamato aos receptores do ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolepropiônico (AMPARs) medeia a transmissão excitatória no sistema nervoso central

dos mamíferos. O genoma de mamíferos codifica quatro subunidades AMPAR, GluA1–4.

Estes se combinam como um dímero de dímeros para formar tetrâmeros funcionais que

geralmente são permeáveis apenas aos íons Na+ e K+, com exceção dos AMPARs, que não

apresentam GluA2, e que também conduzem íons de cálcio (Ca2+) adicionais em espinhas

dendríticas (Sukumaran, Penn, & Greger, 2012). Os AMPARs são endocitados e exocitados

da membrana plasmática neuronal em condições basais e esses padrões de tráfego podem ser

modulados rápida e dinamicamente de maneira dependente da atividade. O tráfego dinâmico

de AMPARs é um dos principais mecanismos subjacentes a várias formas de plasticidade

sináptica, incluindo a hebbiana e a plasticidade homeostática (Huganir & Nicoll, 2013; Pozo

& Goda, 2010). Esses processos são fortemente regulados pela ação orquestrada das proteínas
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de ligação a AMPARs, bem como por modificações pós-traducionais reversíveis que ocorrem

nos domínios do terminal carboxila das subunidades de AMPAR (Anggono & Huganir, 2012;

Lu & Roche, 2012).

Após a ativação de AMPARs, aumento de Ca2 + intracelular e ativação das ligases E3, por

meio da translocação da Nedd4-1 para a membrana plasmática e / ou fosforilação direta do

Nedd4 e RNF167 por CaMKII, os AMPARs seriam internalizados sem ubiquitinação e a

seguir ubiquitinados nos endossomos ou a sua ubiquitinação recrutaria a ligação de um

adaptador endocítico, Eps15, facilitando a internalização. A ativação dos NMDARs pode

recrutar o USP8 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 ubiquitinação de AMPARs é inicialmente desencadeada pela ligação do ligante aos

receptores. Todas as quatro subunidades de AMPARs sofrem ubiquitinação dependente de

atividade quando os neurônios são estimulados com AMPA ou bicuculina (Lussier, Nasu-

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

ligação do ligando aos AMPARs, também é necessária despolarização subsequente da

membrana pós-sináptica para a ubiquitinação do AMPAR. Isso permite que o segundo

mensageiro Ca2 + entre no compartimento pós-sináptico por meio dos canais Ca2+ dependentes

de voltagem do tipo L (L-VGCCs) e ative uma cascata de sinalização dependente de Ca2 +

que envolve a ativação da cinase II dependente de Ca2+ (CaMKII) (Lussier et al., 2011;

Jocelyn Widagdo et al., 2015). O papel da CaMKII na regulação da ubiquitinação por

AMPAR é atualmente desconhecido, mas acredita-se que a CaMKII esteja envolvida na

fosforilação direta e / ou na ativação da(s) ligase(s) E3 que agiriam na ubiquitinação das

subunidades do AMPAR (Lussier et al., 2011; Schwarz et al., 2010; Jocelyn Widagdo et al.,

2015).
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Figura 2.

Codificação combinatória da especificidade na conjugação de ubiquitina. Mais informações

encontram-se no texto. Figura foi adaptada da literatura (Hegde, 2010).



21

1.6 Ubiquitinação, plasticidade sináptica e memória

A primeira descoberta da degradação mediada por ubiquitina-proteassoma de um substrato

relevante para a plasticidade sináptica no sistema nervoso foi a das subunidades regulatórias

de PKA (Hegde, Goldberg, & Schwartz, 1993). Desde então, vários substratos de UPP foram

identificados no sistema nervoso (Hegde, 2010).

Como as subunidades regulatórias inibem a atividade das subunidades catalíticas da PKA,

alguns estudos sugerem que a UPP trabalha para remover as restrições inibitórias na

formação da memória a longa duração (Chain et al., 1999; Hegde et al., 1997). Por outro lado,

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

do hipocampo do rato causa amnésia retrógrada total na tarefa de esquiva inibitória de uma

sessão, bem como que a ubiquitinação total aumenta no hipocampo 4 h depois do treino.

Estes resultados são consistentes com a ideia de que uma diminuição em algumas proteínas

inibidoras é crítica para a formação da memória de longa duração e mediada pela UPP (Abel,

1998).

Após a descoberta da degradação das subunidades regulatórias da PKA mediada por

ubiquitina-proteassoma, foi achado um papel crucial na facilitação de longa duração (LTF, da

sigla em inglês) da hidrolase ubiquitina C-terminal da Aplysia (UCH-Ap, da sigla em inglês).

Estudos recentes expandiram o papel da UCH-Ap e do proteassoma na Aplysia na depressão

a longa duração (LTD, da sigla em inglês). Na Aplysia, as sinapses entre os neurônios

sensoriais e motores possuem LTD dependente da transcrição em resposta ao tratamento com

o neuropeptídeo Phe-Met-Arg-Phe-NH2 (FMRFa). A aplicação do inibidor de proteassoma

lactacistina bloqueou a LTD induzida por FMRFa (Fioravante, Liu, & Byrne, 2008).

Um papel do proteassoma na plasticidade sináptica de curta duração também foi obtido por

meio de experimentos com LTP. Um tipo de LTP chamada LTP de fase inicial (E-LTP, da

sigla em inglês), que é independente da síntese de proteínas, é potencializado pela pré-

incubação de fatias de hipocampo com o inibidor de proteassoma β- lactona (Dong, Upadhya,

Ding, Smith, & Hegde, 2008).

Além do grande número de papéis na função sináptica normal, a UPP também tem sido

associada ao mau funcionamento sináptico observado em muitas doenças e distúrbios
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cerebrais. Acredita-se que os defeitos da UPP tenham um papel no desenvolvimento da

doença de Alzheimer (DA) (Devrij, Fischer, Vanleeuwen, & Hol, 2004), da doença de

Parkinson (S. Upadhya & Hegde, 2005) e da doença de Huntington (Rubinsztein, 2006).

Também foram encontradas evidências de envolvimento da UPP na neurodegeneração por

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

da ubiquitinação de subunidades GluA1/2 no escalonamento sináptico homeostático (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 redução homeostática das sinapses

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

consolidação da memória (Diering et al., 2017).

O envolvimento da ubiquitinação já foi demonstrado na consolidação da memória emocional

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

2001). Além disso, a ubiquitinação está envolvida na desestabilização e subsequente

reconsolidação da memória recuperada do medo (Jarome, Ferrara, Kwapis, & Helmstetter,

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

A consolidação, a reconsolidação e a extinção dependem ou são alteradas pela plasticidade

sináptica dependente da atividade, como Hebbiana e a plasticidade homeostática. A

plasticidade sináptica, por sua vez, depende do tráfego dinâmico adequado de receptores

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

Pozo & Goda, 2010), que é modulado pelas proteínas de ligação ao AMPAR e modificações

pós-traducionais reversíveis dos AMPARs (Anggono & Huganir, 2012; Lu & Roche, 2012).

Nedd4 tem vários 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 sináptico de

proteínas (Lin et al., 2011). Esses processos também estão envolvidos na consolidação da

memória (Shehata et al., 2018; Shehata & Inokuchi, 2014) e na reconsolidação (Jarome et al.,

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

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

do aprendizado da extinção (Dalton, Wang, Floresco, & Phillips, 2008). Portanto, há

evidências indiretas para indicar que as E3 ligases da família HECT também estejam

envolvidas na evocação e extinção da memória do medo, e que o uso da heclina possa

fornecer mais informações para esclarecer esse envolvimento.
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2. Objetivos

2.1 Gerais

2.1.1 Determinar os efeitos da inibição das E3 ligases da família HECT no hipocampo e

na amígdala sobre memórias aversivas e não aversivas.

2.2 Específicos

2.2.1 Verificar o efeito da infusão bilateral de heclina intra-CA1 imediatamente após o

treinamento sobre a consolidação da memória adquirida no CAC;

2.2.2 Verificar o efeito da infusão bilateral de heclina intra-CA1 antes de uma reativação

curta sobre a evocação da memória recente adquirida no CAC;

2.2.3 Verificar o efeito da infusão bilateral de heclina intra-CA1 antes de uma sessão de

exposição ao Campo Aberto sobre a locomoção e o comportamento tipo ansioso;

2.2.4 Verificar o efeito da infusão bilateral de heclina intra-CA1 2 horas após o treino

sobre a consolidação da memória de curta duração (STM) adquirida no CAC;

2.2.5 Verificar o efeito da infusão bilateral de heclina intra-CA1 após uma reativação

curta sobre a reconsolidação da memória recente adquirida no CAC;

2.2.6 Verificar o efeito da infusão bilateral de heclina intra-CA1 antes de uma reativação

longa sobre a extinção da memória recente adquirida no CAC.



24

PARTE II



25

Capítulo 1

Hippocampal HECT E3 Ligase inhibition facilitates consolidation, retrieval, and

reconsolidation, and inhibits extinction of contextual fear memory
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3. Discussão

Para nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que avalia o efeito de um inibidor da

ubiquitina-proteína HECT E3 ligase na memória de medo contextual. Nossos resultados

mostram que a infusão intra- hipocampal da heclina melhora a consolidação, reconsolidação

e evocação da memória de longa duração, bem como a de curta duração. Além disso,

prejudica a extinção e não afeta a atividade locomotora ou o comportamento do tipo ansioso.

A UPP, além de moléculas reguladoras como a PKA, também afeta a transmissão sináptica e

a plasticidade sináptica a curta duração, atuando sobre a proteína Dunc-13 em Drosophila

(Speese, Trotta, Rodesch, Aravamudan, & Broadie, 2003) e outras proteínas sinápticas

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

dos papéis pós-sinápticos da UPP na plasticidade sináptica são indiretas. A UPP modula

receptores de neurotransmissores, proteínas estruturais e moléculas reguladoras no

compartimento pós-sináptico. A endocitose é mediada principalmente pela ligação de uma

única molécula de ubiquitina (monoubiquitinação) ou uma cadeia de poliubiquitina ligada à

Lys-63 (Hegde, 2010).

Existem evidências convincentes indicando que a memória é fortalecida pelo aumento do

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

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

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

AMPAR é modificado pelas cadeias de poliubiquitina ligadas à Lys-63 na presença de

AMPA e D-APV, um antagonista de NMDAR, e o Nedd4 reduz o AMPAR de superfície

promovendo sua endocitose via ubiquitinação (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

provável que a heclina fortaleça a consolidação da memória inibindo a endocitose AMPAR

mediada por Nedd4.

No hipocampo dos mamíferos, a inibição do proteassoma com MG132 bloqueia a endocitose

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

Além disso, a internalização do receptor AMPA induzida por NMDA é impedida pela

inibição de proteassoma. Como os agonistas do NMDA e do AMPA estimulam a
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internalização, que por sua vez é inibida pelo proteassoma, é provável que este seja um caso

de internalização passiva. Em apoio a esta ideia, foi demonstrado que uma proteína de

densidade pós-sináptica PSD-95 é regulada pela degradação mediada pelo sistema UPP

(Colledge et al., 2003). A PSD-95 é um componente pós-sináptico importante, que por meio

da interação com outra proteína chamada stargazina fornece um local de acoplamento para os

receptores AMPA (Schnell et al., 2002). A degradação do PSD-95 leva à internalização do

receptor AMPA e mutações que bloqueiam a ubiquitinação da PSD-95 bloqueiam a

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

ainda mais a papel do proteassoma na diminuição do número de receptores AMPA nos locais

sinápticos. Está bem estabelecido que a ativação de AMPARs na ausência de atividade de

NMDAR induz a internalização e classificação de AMPAR para endossomos tardios para

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

receptores de superfície sofrem ubiquitinação induzida por agonista (Jocelyn Widagdo et al.,

2015), é plausível que a ubiquitinação de AMPARs esteja envolvida tanto na endocitose

quanto na classificação pós-endocítica desses receptores em direção a endossomos tardios.

Porém, o papel direto da ubiquitina na degradação endocítica regulada dos receptores AMPA

permanece como uma questão em aberto. A UPP provavelmente desempenha um papel

amplo na regulação dos receptores de neurotransmissores, tais como os receptores NMDA

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

2003). Há evidências que a UPP regule o formato do espinho dendrítico, reorganizando o

citoesqueleto de actina (Pak & Sheng, 2003).

Existem várias evidências que apoiam a ideia de que a ubiquitinação de GluA1 atue como um

sinal endocítico para AMPARs. Isso inclui: (a) a superexpressão de Nedd4-1 nos neurônios,

que aumenta a ubiquitinação de GluA1, causa uma redução no número de AMPARs na

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

shRNA (short hairpin RNA, da sigla em inglês) de Nedd4-1 aumenta a taxa de internalização

GluA1 (Schwarz et al., 2010); (c) a superexpressão do USP46, que regula negativamente a

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

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

2011; Schwarz et al., 2010). Juntos, esses dados sustentam a noção de que a ubiquitinação de

AMPARs é necessária e ocorre antes da internalização do receptor (J. Widagdo et al., 2017).
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No mesmo neurônio, é provável que o proteassoma execute tarefas diferentes em diferentes

compartimentos subcelulares, resultando em diferentes consequências fisiológicas. Portanto,

o bloqueio de diferentes funções do proteassoma durante a indução da memória levaria a

efeitos até opostos na força sináptica (Hegde, 2010). Alguns experimentos mostraram que,

tanto no sistema nervoso da Aplysia quanto no cérebro do rato, a atividade do proteassoma

nos terminais sinápticos é significativamente maior do que a do proteassoma no núcleo

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

Hegde, 2006).

A aplicação do inibidor de proteassoma nas fatias de hipocampo antes da indução de LTP

causa um aumento na magnitude da fase inicial de indução, mas uma inibição da fase de

manutenção tardia (Dong et al., 2008). O aumento na fase inicial da LTP tardia (L-LTP, da

sigla em inglês) causada pela β- lactona também é impedido pela aplicação anterior da

rapamicina (Gingras, 2001). Essas evidências sugerem que a inibição do proteassoma

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

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

ajude na degradação dos repressores transcricionais. Portanto, a inibição do proteassoma

resultaria no acúmulo desses repressores, bloqueando assim a transcrição (Dong et al., 2008).

Esses estudos também revelaram a mudança do papel do proteassoma, mesmo em dendritos,

por meio da progressão da L-LTP. A aplicação de β-lactona em dendritos isolados também

produz o bloqueio da L-LTP dendrítica. Sob essas condições, não há suprimento de RNAm

recém-transcrito do corpo celular. Se o inibidor da tradução da anisomicina for aplicado após

a aplicação de β-lactona nas fatias de hipocampo, a inibição da fase de manutenção é

resgatada (Dong et al., 2008).

Entre outras proteínas sinápticas, os receptores AMPAR, NMDAR e glutamatérgicos

metabotrópicos são diferencialmente ubiquitinados pelas ligases E3 (Tsai, 2014). A

ubiquitinação induzida pela atividade neuronal está envolvida na formação e eliminação de

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

Portanto, a coordenação da atividade do proteassoma em neurônios e sinapses é outra forma

de regulação 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 ubiquitinação usando diferentes agentes pode resultar em efeitos

diferentes e até opostos. Por exemplo, a inibição do proteassoma do hipocampo pela
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lactacistina prejudica a consolidação da memória em uma tarefa de esquiva inibitória (Lopez-

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

que uma ação mais ampla nas ligases E3 tende a ser mais perturbadora, enquanto a ação em

certas ligases E3 específicas pode facilitar a memória, conforme indicado pelos nossos

resultados. De fato, outro efeito facilitador é encontrado em camundongos sem a ubiquitina

ligase TRIM3 (Trim3 - / -), que está envolvida no controle dos níveis de actina. No entanto, a

facilitação da memória de medo contextual ocorre quando esta é evocada duas, mas não 24

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

e WWP1) tem um efeito mais longo que o TRIM3.

A memória depende da plasticidade sináptica dependente de atividade que altera o tráfego

dinâmico do AMPAR sináptico (Huganir & Nicoll, 2013; Makino & Malinow, 2009; Pozo &

Goda, 2010), modificações pós-traducionais (Anggono & Huganir, 2012; Lu & Roche, 2012).

A ubiquitinação induzida pela atividade neuronal está envolvida na formação e eliminação

sinápticas (DiAntonio & Hicke, 2004; Erturk et al., 2014; Hamilton et al., 2012). Há

evidências convincentes para indicar que a força da memória depende dos níveis de AMPAR

na membrana plasmática do neurônios 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 ubiquitinação (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 inibição da Nedd4 seria o aumento dos níveis

de AMPAR na superfície neuronal e, portanto, a facilitação da memória .

Aqui, mostramos que a infusão intra- hipocampal da heclina melhora a STM. Da mesma

forma, a inibição da proteólise sináptica melhora uma fase inicial da LTP por meio da

estabilização de proteínas traduzidas localmente a partir de mRNAs preexistentes (Dong et al.,

2008). De acordo com nossos resultados, a administração intra-hipocampal da heclina não

apenas melhorou a STM, mas também a consolidação da memória. É importante mencionar

que a inibição do proteassoma bloqueia a fase tardia de manutenção da LTP em Aplysia

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

nuclear é essencial para promover a expressão gênica e, então, LTM (Dong et al., 2008).

Portanto, é improvável que a proteólise do repressor nuclear seja induzida por heclina, como

a do CREB1b, a subunidade reguladora da PKA ou a cinase IkappaB, caso contrário, a

memória seria prejudicada. Por exemplo, a proteólise de IkappaB ocorre quando o inibidor de
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proteassoma lactacistina é infundido no hipocampo de ratos e prejudica a consolidação da

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

papel complexo desempenhado pelo sistema de ubiquitina na memória. A inibição da

proteólise sináptica pode melhorar STM e LTM aumentando os níveis de AMPAR na

membrana celular, como anteriormente discutido. Inibir a autofagia também pode contribuir

para manter os níveis de AMPAR elevados, uma vez que esses processos parecem estar

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

funcionamento do Nedd4 leva a um processo autofágico defeituoso ou enfraquecido (Y. Li et

al., 2015), o que pode indicar o envolvimento da Nedd4 na regulação da autofagia.. Portanto,

é provável que a heclina tenha fortalecido a consolidação da memória ao inibir a endocitose

do AMPAR mediada por Nedd4 ou ao inibir a autofagia. É importante relembrar que a

facilitação da memória 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 sináptica estão

envolvidos nesse fortalecimento da consolidação da memória. A inibição da depressão a

longa duração (LTD) ou despotenciação parece ser forte candidata aos processos mediados

por Nedd4, uma vez que a Nedd-4 está envolvida na redução homeostática da força sináptica

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

regulação dos AMPAR de membrana pelas ligases E3 é promovida pelo RNF167 a curta

duração e por Nedd4-1 e APCCdh1 em uma escala de tempo mais longa (Goo, Scudder, &

Patrick, 2015). Uma vez que são encontrados efeitos opostos da inibição do proteassoma na

LTP hipocampal (Dong et al., 2008; Fonseca, Vabulas, Hartl, Bonhoeffer, & Nägerl, 2006;

Karpova, Mikhaylova, Thomas, Knöpfel, & Behnisch, 2006), os ratos Trim3 - / - têm a LTP

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

apresentaram prejuízo à LTP (Camera et al., 2016), ainda é prematuro excluir um efeito da

heclina na LTP.

Existem evidências convincentes para indicar que a evocação da memória não é tão passiva

quanto se pensava tradicionalmente (Abel & Lattal, 2001; Hall, Thomas, & Everitt, 2001;

Lopez, Gamache, Schneider, & Nader, 2015; Szapiro et al., 2000). A ativação do AMPAR no

hipocampo e na amígdala é necessária para a evocação da memória (Ben Mamou, Gamache,

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

e rapamicina, infundidos na amígdala 10 minutos antes da evocação da memória, prejudicam
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transitoriamente a expressão da memória, um efeito que é impedido pela inibição da

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

suficiente para afetar a evocação da memória e que a rotatividade da AMPAR é

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

Além disso, a regulação NMDAR de superfície 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

proteínas sinápticas. Portanto, é provável que a heclina tenha fortalecido a evocação da

memória 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 reconsolidação de memória,

mas somente quando há uma breve sessão de reativação antes de sua administração. A

ubiquitinação aumenta nas sinapses durante a reconsolidação (Orsi et al., 2018), afetando o

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

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

são impermeáveis   (CI-AMPAR) por aquelas que são permeáveis   a Ca+2 (CP-

AMPAR), tornando a memória instável novamente (Hong et al., 2013). Considerando que o

fortalecimento da memória induzido pela reconsolidação requer tráfego de AMPAR (Rao-

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

2014), é possível que um dos efeitos da heclina na reconsolidação seja o aumento dos níveis

de AMPAR na superfície. A inibição da autofagia mediada por heclina também pode estar

envolvida, uma vez que também pode atuar na regulamentação do tráfego de AMPAR

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

Na extinção da memória do medo, uma nova memória é formada para antagonizar a memória

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

as duas memórias determina o comportamento, e os níveis de congelamento tendem a voltar a

ser relativamente altos durante uma sessão de evocação espontânea realizada semanas depois.

Heclina prejudicou a extinção de memória quando administrado antes da sessão de reativação

(extinção) de 30 minutos, uma vez que os animais tratados apresentaram níveis mais altos de

congelamento em relação aos controles, não apenas na sessão, mas também nas sessões de

teste realizadas 1 ou 20 dias depois. Em acréscimo, o bloqueio da endocitose no receptor

AMPA também prejudica a extinção da memória (Dalton et al., 2008). Vale ressaltar que o
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envolvimento na extinção de memória de outra ligase E3, a APC / C-Cdh1, já foi

demonstrado nos neurônios de camundongos nocaute para enolase-Cdh1 (Pick, Wang,

Mayfield, & Klann, 2013).

A falta de efeito da administração da heclina no hipocampo sobre a atividade locomotora ou

o comportamento tipo ansioso indica a noção de que a memória, em vez de outros processos,

é afetada pelas ligases E3 do hipocampo. Outros estudos reforçam direta ou indiretamente

essa noção, já que os ratos TRIM3 - / - e TRIM2 - / - também não apresentam nenhuma

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

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

mediados por Nedd4 no remodelamento dendrítico ou nos níveis superficiais de AMPAR

poderiam estar relacionados à memória e não à ansiedade, por exemplo.

Como já mencionado, a heclina também inibe Smurf2 e WWP1, outros membros da família

HECT de ligases E3 de ubiquitina. Portanto, não podemos descartar o envolvimento dessas

ligases na memória do medo. No entanto, existem poucas evidências diretas para indicar isso.

Smurf2 e WWP1 estão envolvidos no desenvolvimento celular ou na resposta imune (Nyati

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

neurônios maduros ainda não é conhecido. Isso pode acontecer considerando, por exemplo, o

papel do sistema imunológico na consolidação da memória (Rachal Pugh, Fleshner, Watkins,

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

indiretas indica que é muito provável que os efeitos na memória encontrados aqui sejam

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

É interessante mencionar que o envolvimento de Nedd4 não se restringe à memória, mas

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

2017), ou também pode ocorrer em doenças degenerativas, como a doença de Alzheimer,

uma vez que a ubiquitinação AMPAR medeia a depressão sináptica induzida por agregados

insolúveis de peptídeos beta-amilóides extracelulares (Guntupalli et al., 2017; Rodrigues,

Scudder, Goo, & Patrick, 2016).

Em resumo, nossos resultados mostram que a heclina, um inibidor de certas enzimas

pertencentes à família HECT de ligases E3 de ubiquitina, melhora a STM e a consolidação,

evocação e reconsolidação da memória de medo condicionado, mas prejudica sua extinção e
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não 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 memória e relacioná-los com

outros assuntos de relevância clínica.

4. Conclusões

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

ng/lado, produzindo um efeito facilitatório na consolidação da memória de medo;

4.2 A inibição das HECT ligases teve um efeito facilitatório na evocação da memória de

medo;

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

ansioso;

4.4 As HECT E3 ligases modulam a consolidação da memória de curta duração (STM)

adquirida no CAC;

4.5 A inibição das HECT E3 ligases durante o processo de reconsolidação fortalece a

memória de medo evocada mais adiante;

4.6 A inibição das HECT E3 ligases causou um prejuízo na formação e consolidação da

memória de extinção, esse efeito foi duradouro até 20 dias depois da infusão.
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Fase da memória Efeito

Consolidação longa duração ↑ (até 12h)

Memória curta duração ↑

Evocação ↑

Comp. Tipo ansioso e locomoção --

Reconsolidação ↑

Extinção ↓

Consolidação BLA ↑

Generalização --

Consolidação memória neutra --

Tabela 1. Resumo dos resultados mostrados acima. A seta ↑ indica facilitação da memória,
a seta ↓ indica prejuízo e os traços indicam que nenhum efeito foi observado.
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5. Perspectivas

5.1 Verificar o efeito da infusão bilateral de heclina intra-CA1 sobre a desestabilização da

memória 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 dendríticos mediante a

técnica de DiI;

5.4 Verificar se o efeito da heclina na consolidação de memórias aversivas se mantém

quando infundida em outras estruturas encefálicas.

5.5 Verificar os níveis de receptores AMPA na membrana após infusão 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. 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. 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.
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