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RESUMO

A MELHORA DA CONSOLIDACAO DA M~EMORIA INDUZIDA POR
ESPERMIDINA ENVOLVE A ATIVACAO DA VIA PI3K/AKT

AUTORA: Shaiana Beck Fabbrin
ORIENTADORA: Prof.2 Dr.2 Maribel Antonello Rubin

A consolidacdo da memoria € um processo que depende de estruturas cerebrais especificas,
como o hipocampo, sintese de novas proteinas, ativacdo de proteinas cinases e neurotrofinas,
como o fator neurotroéfico derivado do encéfalo (BDNF). O BDNF é considerado um modulador
chave no processamento da memoria, pois promove modulacdo da plasticidade sinaptica e,
através de sua ligagdo no receptor de tropomiosina cinase B (TrkB), ativa vias de sinalizacdo
intracelular que estao envolvidas nos processos de formacgédo de novas memaorias, como a via da
fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) e proteina cinase B (PKB), também conhecida como Akt. A
via PI3K/Akt estad envolvida em diferentes processos fisiologicos importantes para a
manutencdo celular e aquisicdo e consolidagdo da memoria. A espermidina (SPD) é uma
poliamina presente endogenamente em todo o sistema nervoso central, e atua como modulador
de canais ibnicos, como o receptor glutamatérgico N-metil-D-aspartato (NMDAr). A
administracdo de SPD promove melhora da consolidacdo, reconsolidacdo e persisténcia da
memoria em diferentes tarefas comportamentais em ratos. No entanto, ndo esta elucidado o
mecanismo de acdo da SPD na consolidacdo da memoria na tarefa de medo condicionado
contextual. Dessa forma, o objetivo do estudo € investigar o envolvimento do receptor TrkB e
da via PI3K/Akt na melhora da consolidacdo da memoria induzida por SPD. Assim, ratos
Wistar machos adultos foram treinados e testados na tarefa de medo condicionado contextual.
Imediatamente ou 6 horas apds o treino, os animais receberam infusdo intra-hipocampal de
SPD, ANA-12 (antagonista do receptor TrkB) ou LY?294002 (inibidor da PI3K). A infuséo de
SPD (2 nmol) imediatamente ap6s o treino melhorou, enquanto que ANA-12 e LY294002
prejudicaram a consolidacdo da memoria. ANA-12 (0.3 pmol/sitio) e LY294002 (5 pg/sitio),
em doses sem efeito per se sobre a memoria, impediram o efeito facilitador da SPD sobre a
consolidacdo da memdria. A administracdo dos compostos 6 h apos o treino ndo alterou a
memoria dos animais. Um grupo de animais foi eutanasiado 30 minutos ap6s o treino para
analise da fosforilacdo da Akt. A infusdo de SPD aumentou os niveis de Akt fosforilada, e a
infusdo de LY294002 impediu esse aumento induzido por SPD. Assim, os resultados do estudo
sugerem o envolvimento do receptor TrkB e da via PI3K/Akt, bem como, 0 aumento na
fosforilacdo da Akt na melhora da consolidacdo da memoria induzido por SPD.

Palavras-chave: Memdria. Consolidacdo. Poliaminas. Medo condicionado contextual. BDNF.
PI3K/AKkt.



ABSTRACT

SPERMIDINE-INDUCED IMPROVEMENT OF CONSOLIDATION OF MEMORY
INVOLVES PI3K/AKT VIA ACTIVATION

AUTHOR: Shaiana Beck Fabbrin
ADVISOR: Prof.2 Dr.2 Maribel Antonello Rubin

Memory consolidation is a process that depends on specific brain structures, such as the
hippocampus, synthesis of new proteins, activation of protein kinases and neurotrophins, such
as the brain-derived neurotrophic factor (BDNF). BDNF is considered a key modulator in
memory processing, as it promotes modulation of synaptic plasticity and, through its connection
to the tropomyosin kinase B (TrkB) receptor, activates intracellular signaling pathways that are
involved in the formation of new memories, such as the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)
and protein kinase B (PKB) pathway, also known as Akt. The PI3K/Akt pathway is involved
in different physiological processes important for cell maintenance and memory acquisition and
consolidation. Spermidine (SPD) is a polyamine present endogenously throughout the central
nervous system, and acts as a modulator of ion channels, such as the glutamatergic receptor N-
methyl-D-aspartate (NMDAr). The administration of SPD promotes improved consolidation,
reconsolidation and persistence of memory in different behavioral tasks in rats. However, the
mechanism of action of SPD in the consolidation of memory in the task of contextual
conditioned fear is not elucidated. Thus, the objective of the study is to investigate the
involvement of the TrkB receptor and the PI3K/Akt pathway in improving SPD-induced
memory consolidation. Thus, adult male Wistar rats were trained and tested in the contextual
conditioned fear task. Immediately or 6 hours after training, animals received intra-
hippocampal infusion of SPD, ANA-12 (TrkB receptor antagonist) or LY294002 (PI3K
inhibitor). The infusion of SPD (2 nmol) immediately after training improved, while ANA-12
and LY?294002 impaired memory consolidation. ANA-12 (0.3 pmol/site) and LY294002 (5
pg/site), in doses with no effect per se on memory, prevented the facilitating effect of SPD on
memory consolidation. The administration of the compounds 6 h after training did not alter the
animals' memory. A group of animals were euthanized 30 minutes after training to analyze Akt
phosphorylation. The infusion of SPD increased the levels of phosphorylated Akt, and the
infusion of LY294002 prevented this increase induced by SPD. Thus, the results of the study
suggest the involvement of the TrkB receptor and the PI3K/Akt pathway, as well as the increase
in Akt phosphorylation to improve SPD-induced memory consolidation.

Keywords: Memory. Consolidation. Polyamines. Contextual conditioned fear. BDNF.
PI3K/Akt.
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1. INTRODUCAO
1.1  MEMORIA

Segundo Izquierdo (2011), memdria é definida como a capacidade de adquirir,
armazenar e recuperar informacdes. Dessa forma, informacgdes adquiridas podem ser
estabilizadas em memorias permanentes através do processo de consolidacdo, para serem
evocadas sempre que necessario.

De acordo com o tempo de armazenamento, as memdarias podem ser classificadas como
memoria de trabalho, curta e longa duracdo. A memoria de trabalho retém informacGes por um
periodo muito curto de tempo, de segundos a alguns minutos. Por outro lado, informacdes
disponiveis por um periodo de minutos a horas sdo denominadas memoria de curta duracéo, as
quais podem ser consolidadas por um periodo maior, por horas, meses ou anos, sendo
classificadas como de longa duracédo (SQUIRE, 2004).

A memoria de longa duracdo pode ser classificada em dois diferentes tipos, declarativa
e ndo declarativa, que divergem tanto nos mecanismos cerebrais quanto nas estruturas
anatdmicas envolvidas. A memdria declarativa é aquela evocada pelo consciente, a qual
conseguimos verbalizar, sendo associada a fatos e eventos que ocorreram na nossa vida, como
a lembranca de uma viagem (memédria episddica), ou informacGes que adquirimos através da
transmissao escrita, visual e sonora (memdria seméntica). A memdria ndo declarativa, é
também chamada de memdria de procedimento, a qual é evocada pelo subconsciente, ndo sendo
possivel de verbalizada, pois armazena dados relacionados a aquisi¢do de habilidades mediante
a repeticdo de uma atividade, como andar de bicicleta (IZQUIERDO et al., 2002;
STICKGOLD, 2005).

Para que as informagfes aprendidas sejam transformadas em memdrias de longa
duracdo, sdo necessarios trés processos: aquisi¢do, consolidacdo e evocagdo (Figura 1). A
aquisicdo refere-se ao processo de aprendizagem, onde uma nova informacdo é adquirida.
Posteriormente, essa informacdo pode ser eliminada ou passar por processos de consolidacéo
para tornar-se estavel e permanente, podendo ser evocada sempre que necessario (NADEL et
al., 2012).

Inicialmente, informacBes recém adquiridas encontram-se em um estado instavel e
susceptivel a interferéncias por diversos meios, incluindo agentes farmacologicos (GLASER et

al., 2010), fatores exogenos, enddgenos ou neuro-hormonais, como o nivel de cortisol
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(ROOZENDAAL; MCEWEN; CHATTARIJI, 2009), que podem alterar ou excluir essa

informagéo.

Figura 1- Fases de formacdo da memoria.

\ RECONSOLIDAGAO
Aquisigaoy Consolidagao Evocagao

(reativagao)

X EXTINGAO

A consolidacdo da memoria caracteriza-se por transformar informacdes labeis em

Fonte: (Girardi, 2015).

memorias estaveis e pouco sensiveis a interferéncias. Para isso ocorrer, sd0 necessarios
processos moleculares e bioquimicos que promovem remodelagcdes sindpticas que tornam a
memdaria permanente e estavel. A evocacédo refere-se ao retorno da memdria estavel, fase em
gue acessamos a informacao previamente armazenada (MEI et al., 2011). A memdria evocada
sofre uma desestabilizacdo, tornando-se label novamente, a qual pode seguir dois processos
distintos: extincdo ou reconsolidacdo (LEE et al., 2004; 2006).

A extincdo constitui no aprendizado de uma nova informacdo sobre a memoria ja
existente, sendo capaz de inibir a evocacdo da memdria original (FURINI et al., 2013). No
entanto, esse processo ndo implica em seu esquecimento, visto que a mesma pode ser
recuperada mediante situacdes de estresse, apresentacdo ao contexto e a estimulos fisiol6gicos
que provoguem sensac¢des semelhantes que a memoria original provocava (FIORENZA et al.,
2011, 2012; FURINI et al., 2013). Em contrapartida, curtas exposi¢des aos estimulos que foram
aprendidos durante o processo de aquisicdo, reforcam a memoria original, estabilizando-a

novamente, através do processo de reconsolida¢do (NADER, 2015).
1.2 CONSOLIDACAO DA MEMORIA

A consolidacdo da memoria € o processo de estabilizagdo de uma informacéo label em
uma memoria de longa duragdo e estavel (JOHANSEN et al., 2011). Novas informacdes que
chegam ao nosso cérebro formam um circuito neural, ou seja, essa informagéo recebida ativa
uma rede de neurdnios que, caso seja reforcada, sera retida resultando em uma memoria

permanente.
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O processo de consolidacdo envolve principalmente modificagfes pos-traducionais de
proteinas sinapticas, ativacdo de fatores de transcricdo, modulacdo da expressdo génica,
remodelacdo sinaptica, que permitem a transformacdo da memoria label em memoria
permanente (ALBERINI, 2009; MORRIS, 2006; RUEDIGER et al., 2011). Em contrapartida,
a falta de reforcos ou a utilizacdo de agentes amnésicos, como a anisomicina, enquanto a
memoria encontra-se label, é capaz de interromper a consolidacdo, evitando a estabiliza¢do
dessa memoria e ocasionando um efeito amnésico (Figura 2) (GISQUET-VERRIER; RICCIO,
2018).

Figura 2 — Processo de consolidacdo de novas informacdes.

Consolidagdo Conswgé’o

Agente
amnésico

Meméria Meméria Meméria .
s Lobel e

Fonte: Modificado de (GISQUET-VERRIER; RICCIO, 2018).

Portanto, 0 momento imediatamente ap6s o aprendizado torna-se essencial para a
formacdo de uma memdria. Os processos moleculares e celulares que estdo envolvidos na
consolidacdo, sdo requeridos em janelas modulatérias diferentes, que duram em torno de 3-6
horas apds o aprendizado (Figura 3). O processo de consolidagdo requer a ativacdo de vias de
sinalizacdo intracelulares acompanhada pela ativacdo bifasica de proteinas cinases, como a
proteina cinase dependente de AMPc (PKA), proteina cinase dependente de célcio (PKC),
proteina de ligacdo responsiva ao AMPc (CREB), fator neurotrofico derivado do encéfalo
(BDNF) e sintese de novas proteinas (AHI; RADULOVIC; SPIESS, 2004; BERNABEU et al.,
1997; IGAZ et al., 2002; IZQUIERDO et al., 2006; MARTINEZ-MORENO; RODRIGUEZ-
DURAN; ESCOBAR, 2011).

Durante todo periodo da consolidacdo da memoria, cada proteina cinase apresenta
fosforilagdo em janelas temporais diferentes (MEDINA; CAMMAROTA, 2017), mas que
apresentam papeis essenciais para esse processo. Proteinas cinases como a PKA, cinase
regulada por sinalizacdo extracelular (ERK) e BDNF sdo rapidamente liberados apds o

aprendizado, a fim de estabilizar essas novas informacdes. Em torno de 3 horas apos, essas
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proteinas sdo novamente sintetizadas e liberadas, a fim de induzir a formag&o de uma memoria
de longa duracdo (MEDINA; CAMMAROTA, 2017). A utilizacdo de inibidores de proteinas
cinases bloqueia a ativacao de outras vias de sinalizacdo, prejudicando a aquisicao de novas
informacdes, e, principalmente, a consolidacdo de novas memorias (SHARIFZADEH et al.,
2005).

Figura 3 — Fases do processamento da memadria.

Aquisicdo Consolidagio Persisténcia Evocacgao

Oh 3h 6h 12h 24h

Fonte: Autora

A formacdo da memoria envolve a atividade de diferentes regiGes cerebrais, em
diferentes momentos durante todo o processo. Inicialmente, a memdria de curta duracdo é
formada e armazenada no hipocampo, o qual desempenha papel fundamental na aprendizagem
contextual e espacial (KITAMURA et al., 2017). Posteriormente, essa memaria é gradualmente
transferida ao cortex cerebral para seu armazenamento ao longo prazo (KITAMURA et al.,
2017).

O hipocampo é uma estrutura subcortical bilateral do lobo temporal formado por duas
regides principais, o giro denteado e o corno de Ammon (CA), sendo esse Ultimo subdividido
em CAL, CA2 e CA3. A regido CAL, juntamente com a amigdala, apresenta funcdo principal
na conversdo de uma memaria de curto prazo em memoria de longo prazo. Dessa forma, lesdes
no hipocampo, assim como manipulacbes farmacoldgicas, impedem a construcdo de novas
memorias (RUBIN et al., 2000; LANA et al., 2017).

Acredita-se que o primeiro passo para a formagdo da memoria seja um aumento na
liberacdo de neurotransmissores, principalmente o glutamato (MCGAUGH; 1IZQUIERDO,
2000). Uma vez liberado na fenda sinaptica, o glutamato liga-se aos receptores glutamatérgicos
metabotrépicos ou ionotrépicos, principalmente o receptor Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-
4-isoxazol propidnico (AMPA) e N-metil-D-aspartato (NMDAr) (LEVENSON et al., 2002). O
NMDAr é um receptor de membrana pertencente a familia de receptores ionotropicos

glutamatérgicos, sendo constituido por subunidades denominadas GIuN1 e GIuN2, as quais
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possuem sitios de ligacdo que permitem a interacdo de ligantes endégenos e exdgenos, como o
glutamato, glicina, magnésio, zinco e poliaminas.

No seu estado fisioldgico, NMDAr encontra-se bloqueado por meio da ligagdo do Mg?*
no seu interior (LIU; ZHANG, 2000). Para ser ativado, é necessario ocorrer a despolarizacao
da membrana pos-sinaptica, ligacdo de seu co-agonista, glicina ou D-serina, e liga¢do do seu
agonista, glutamato. Essas acdes permitem o desbloqueio do Mg?*, resultando na abertura do
canal e induzindo o influxo de célcio para o interior da céelula. O calcio intracelular €
responsavel por promover a ativacdo de proteinas cinases dependentes de calcio, como a PKC
e proteina cinase dependente de célcio-calmodulina (CaMKII) (ROSENEGGER,;
LUKOWIAK, 2010; WAYMAN et al., 2011). A ativacdo das proteinas PKC e CaMKIl,
promovem a ativacdo de outras proteinas cinases, neurotrofinas, fatores de crescimento e
receptores, responsaveis por processos moleculares e celulares que permitem a modulagéo da
expressdo génica e plasticidade sinaptica (BEKINSCHTEIN; CAMMAROTA; MEDINA,
2014; SRIVASTAVA et al., 2018; VECSEY et al., 2007).

A manipulacdo farmacoldgica do NMDAr, através da administracdo intra-amigdala e
sistémica de antagonistas, como AP5 (ROESLER et al., 2000) e MK-801 (CERETTA et al.,
2008) impedem a consolidacdo, retencdo (YAMADA et al., 2017) e extincdo da memoria
(RADULOVIC; REN; GAO, 2019). Por outro lado, seu agonista parcial, D-cicloserina, facilita
a consolidacdo da memoria de medo em humanos (KALISCH et al., 2009), tornando o NMDAr

um importante mediador nos processos de aprendizado e memoria.
1.3 MEDO CONDICIONADO CONTEXTUAL

A memoria de medo é conhecida por sua persisténcia, uma memoria aversiva criada
sobre eventos traumaticos que pode permanecer intacta por toda a vida (GALE et al., 2004).
Esse tipo de memoria pode representar um sintoma de fobias e patologias, como o transtorno
do estresse pos-traumatico, o qual é caracterizado por apresentar sentimentos de medo ou
estresse mesmo em condigdes de seguranca.

O condicionamento Pavloviano do medo, ou medo condicionado, € um modelo muito
utilizado para estudar a aprendizagem associada ao medo (BERGSTROM; MCDONALD;
JOHNSON, 2011). Essa tarefa baseia-se em um comportamento universal e inato, a aversao
produzida pelo medo (BEKINSCHTEIN et al., 2008), onde um estimulo neutro torna-se
ameacador apos o emparelhamento com outro estimulo que provoque medo.

Neste procedimento experimental, ocorre a associacdo de um estimulo neutro e néo

aversivo (estimulo condicionado, EC), o qual pode ser representado por uma luz, um tom ou o
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proprio aparato experimental em que o animal é exposto (contexto), com um estimulo aversivo
(estimulo incondicionado, EI), como o choque. Apds o animal aprender a associa¢do EC-EI, ao
ser exposto novamente no contexto na auséncia do El, o EC que antes era visto como neutro,
passa a ser aversivo e gera uma resposta condicionada, interpretada como o estado de freezing
(congelamento). Essa resposta condicionada sera mais fidedigna quando o animal for
apresentado aos mesmos componentes do treino. Desta forma, durante o teste, o animal deve
ser colocado no mesmo aparato utilizado no treino, no mesmo ambiente, com a mesma
intensidade de luz e com o mesmo observador (IZQUIERDO, 2011).

Visto que a tarefa de medo condicionado contextual € capaz de mimetizar situacdes
aversivas ou ameacadoras que ocorrem em seres humanos, sua principal finalidade é investigar
0s mecanismos envolvidos no aprendizado e na formacdo de memdrias relacionadas ao medo
(KIM; JUNG, 2006).

1.4  BDNF

O fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) é um membro da familia de
neurotrofinas, que também inclui o fator de crescimento do nervo, neurotrofina 3 e neurotrofina
4 (HOHN et al., 1990; IP et al., 1992; MAISONPIERRE et al., 1990; ROSENTHAL et al.,
1990). O BDNF se destaca entre os membros por ser amplamente expresso no sistema nervoso
central, encontrando-se em maiores concentra¢des em regides como o hipocampo, hipotalamo
e cortex cerebral (MURER; YAN; RAISMAN-VOZARI, 2001).

O BDNF é sintetizado no reticulo endoplasmatico em sua forma precursora, pré-pro-
BDNF. No complexo de Golgi essa forma é clivada dando origem ao pr6-BDNF, o qual,
posteriormente, € clivada originando o BDNF maduro (PANG et al., 2004). A sintese de BDNF
maduro pode ocorrer tanto no meio intracelular, através da acdo de furinas, quanto no meio
extracelular por meio de plasminas ou metaloproteinas (JUNG et al., 2005; LU; PANG; WOO,
2005; PANG et al., 2004).

A atividade neuronal de sinapses glutamatérgicas induz a liberacdo do BDNF maduro
de locais pré e pos-sinapticos de maneira dependente da atividade dessas sinapses
(HARTMANN; HEUMANN; LESSMANN, 2001; MATSUDA et al., 2009). Uma vez liberado
na fenda sinaptica, 0 BDNF liga-se predominantemente ao receptor de tropomiosina cinase B
(TrkB) o qual apresenta-se envolvido na regulacdo do crescimento e diferenciagdo celular
(HUANG; REICHARDT, 2001), e manutencéo da potenciacao de longa duragéo (LTP) (LEAL;
BRAMHAM; DUARTE, 2017; MINICHIELLO, 2009).
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A partir da interagdo BDNF/TrkB ocorre a ativagdo de outras vias de sinalizagédo
intracelular, fosfolipase Cy (PLC-y), fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) e proteina ativada por
mitogeno (MAPK) (MIZUNO et al., 2003) (Figura 4). Essas vias sdo responsaveis por algumas
respostas celulares importantes, como regulacdo da expressdo génica, sintese de proteinas,
aumento da expressdo de receptores glutamatérgicos e fosforilagdo de suas subunidades
(PARK; POO, 2013; REICHARDT, 2006).

Figura 4 — Vias de sinalizacdo ativadas pela interacdo BDNF/TrkB.
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1.5  BDNFE MEMORIA

A despolarizacdo da membrana, ativacdo do NMDAr e aumento do calcio intracelular,
induzem a liberacdo de BDNF das vesiculas (Figura 5). O BDNF livre na fenda sinéptica pode
ligar-se a receptores TrkB contidos na membrana de neur6nios pré e pés-sinapticos. A nivel
pré-sinaptico, a sinalizagdo BDNF/TrkB aumenta a liberagdo de neurotransmissores, como 0
glutamato, e em nivel pos-sindptico, regula o trafego de receptores AMPA, expressdo do
NMDAr (CALDEIRA et al., 2007) bem como aumento da fosforilacdo das subunidades desses
receptores glutamatérgicos (ITAMI et al., 2003; YAMADA; NABESHIMA, 2003). Além
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disso, a interacdo do BDNF com o receptor TrkB é responsével por fosforilar substratos
intracelulares responséaveis por modular a sintese proteica, plasticidade sinéptica, LTP e
transcricdo génica (BRAMHAM; MESSAOUDI, 2005; LEAL et al., 2015; LEAL;
COMPRIDO; DUARTE, 2014; MINICHIELLO, 2009; PARK; POO, 2013).

Figura 5 — Efeitos da interacdo BDNF/TrkB.

- -~

BDNF/TrkB [g] Gl
a u
VGCC .o
* o
BONF ® oo
°o_ BDNF/TrkB
N i | (VYT v, |E——\AMPA .
I LSS - [ - U
| ” l \\~ —— ﬂ%’
@ {Ca?* | N / /
tCa?* ' /
|
X
| //
A
i PKC CaMKIl g =

| \. Fosforilagdode \
\ substratos

\ |
Fonte: Modificado de (LEAL et al., 2017).

Os efeitos resultantes da interacdo BDNF/TrkB promovem mudancas na plasticidade
sinaptica, importantes nos processos de aprendizado e memdria, por conta disso, 0 BDNF tem
sido considerado um importante modulador chave no processamento da memdria. Estudos
demonstram que o0 medo condicionado por si sO é capaz de promover aumento nos niveis de
fosforilagcdo do BDNF e TrkB na amigdala, principalmente 30 minutos a 2 horas ap0s o treino
(OU; GEAN, 2006). Da mesma forma, o treino na esquiva inibitéria induz aumento nos niveis
de BDNF imediatamente e 12 horas, mas ndo 9 horas e 24 horas apds (BEKINSCHTEIN et al.,
2008). Esses resultados sugerem que o envolvimento do BDNF é essencial para o

estabelecimento de uma nova memdria e para a persisténcia de memorias de longa duragéo.
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A administracdo do antagonista do TrkB (ANA-12) antes e imediatamente apos o treino
na tarefa de esquiva inibitdria, prejudica a aquisicdo e consolidacdo da memdria (BLANK et
al., 2016). Da mesma maneira, a administracao de BDNF exdgeno, antes e imediatamente apds
o treino, melhora o desempenho dos animais na mesma tarefa, e aumenta a fosforilacdo da ERK,
alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR), PI3K e proteina cinase B (Akt/PKB) (ALONSO et
al., 2002; SLIPCZUK et al., 2009; L1 et al., 2012). A infusdo de anti-BDNF é capaz de reverter
esses efeitos, impedindo o aumento na fosforilacdo dos substratos, prejudicando a consolidacao
(ALONSO et al., 2002; MIZUNO et al., 2003) e reconsolidacdo da memoria (RADISKE et al.,
2017).

Em conjunto, esses dados demonstram que a sinalizacdo BDNF/TrkB é essencial,
principalmente, para a consolidacdo da memoria. Uma vez que a ativacdo do complexo
BDNF/TrkB € responsavel por induzir a iniciacdo de cascatas que regulam modificacdes
moleculares e celulares que facilitam a remodelagéo sinéptica, crucial para a formacao de novas

memarias.
1.6 VIA PISK/AKT

A PI3K é uma familia de proteinas cinases expressa praticamente em todas as células e
possui papel essencial na sobrevivéncia e crescimento celular. Sua estrutura consiste de um
complexo heterodimérico composto por uma subunidade reguladora (P85) e uma catalitica
(P110), que controlam sua atividade (FRUMAN, 2010). A sua ativacdo depende de estimulos
externos, como fatores de crescimento, ativacao de receptores do tipo tirosina cinase e acoplado
a proteina G (KATSO et al., 2001).

Essa familia de enzimas é classificada em trés diferentes classes, I, 1, e 11, as quais
possuem diferentes funcdes na sinalizacdo celular e levam a ativacdo de diferentes vias
intracelulares que regulam o metabolismo, sobrevivéncia, crescimento e proliferacao celular
(ORCY et al., 2008). As enzimas PI3K-I sdo ativadas por receptores de tirosina cinase e
acoplados a proteina G (CANTLEY, 2002), sendo responsaveis por promover a sintese de
fosfatidilinositol-tri-fosfato (PIP3). A classe PI3K-II, diferente das demais classes, contém
apenas a subunidade catalitica, e atuam na maioria das vezes como moléculas adaptadoras
(FALASCA; MAFFUCCI, 2012). A PI3K-I11I é composta apenas pelo Vps34, possuindo um
importante envolvimento na autofagia (BACKER, 2008).

A PI3K-I é a classe mais amplamente estudada e a Unica descrita que possui a
capacidade de fosforilar os lipideos das membranas (ORCY et al., 2008), resultando na ativagéo

de substratos que transmitem e coordenam a maioria dos efeitos intracelulares. Quando ativada,
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a PI3K promove a fosforilagdo de fosfatidilinositol-bi-fosfato (PIP2), gerando PIP3 na
membrana das células, que funciona como um segundo mensageiro recrutando e ativando
moléculas que possuem dominio PH (homologia da pleckstrina) na sua estrutura, como a
cinase-1 dependente de fosfoinositida (PDK-1) e Akt (CANTLEY, 2002;
VANHAESEBROECK; STEPHENS; HAWKINS, 2012).

A proteina cinase B, também conhecida como Akt, é uma proteina cinase
serina/treonina, que apresenta-se dividida em trés isoformas: Aktl, Akt2 e AKkt3, sendo
igualmente expressas, mas com niveis e fungdes variadas entre os tecidos (OSAKI;
OSHIMURA,; ITO, 2004). A isoforma Aktl apresenta-se mais expressa no cérebro, pulmdes e
coragdo, sendo associada ao crescimento e sobrevivéncia celular (OSAKI; OSHIMURA; ITO,
2004). A Akt2 é mais abundante em tecidos sensiveis a insulina, apresentando um importante
papel no seu metabolismo, através da regulacdo da translocacao do receptor GLUT-4 para a
membrana (BOUCHER; KLEINRIDDERS; KAHN, 2014). A Akt3 é altamente expressa no
encéfalo, porém suas funcdes ainda ndo estdo bem elucidadas. No entanto, sabe-se que
desempenha um importante papel na sobrevivéncia e crescimento neuronal, assim como na
plasticidade sinaptica, influenciando no desenvolvimento e funcdo cerebral (MANNING;
CANTLEY, 2007).

As isoformas da Akt apresentam na sua estrutura trés dominios funcionais e dois
residuos, os quais permitem a sua fosforilagcdo e séo criticos para a sua ativacao (Figura 6). Sua
estrutura apresenta uma regidao N-terminal com um dominio PH; um dominio cinase central,
composto por um residuo de treonina (Thr); e uma regido C-terminal com um dominio
regulatorio, composto por um residuo de serina (Ser) (OSAKI; OSHIMURA; ITO, 2004;
PORTA; PAGLINO; MOSCA, 2014).



Figura 6 — Estrutura das isoformas da Akt.
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Ao ocorrer um estimulo externo, como a ativagdo do receptor TrkB, a enzima PI3K

torna-se ativa, fosforila e converte PIP2 em PIP3 na membrana plasmaética (Figura 7). O PIP3,

por sua vez, recruta a Akt citosdlica inativa para a membrana plasmatica, através do seu

dominio PH. A interacdo PIP3-Akt promove mudancas conformacionais na estrutura da Akt,

resultando na exposicdo de seus locais de fosforilagcdo, Thr e Ser, tornando-a susceptivel a

fosforilagéo e permitindo sua ativacdo (ALESSI et al., 1996).

Figura 7 — Mecanismos de regulacédo da Akt.
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A fosforilacdo do residuo de Thr308 no dominio cinase da Akt é um requisito para a sua
ativagdo, o qual ocorre por meio da proteina PDK-1, levando a estabilizacdo da sua
conformacao ativa. No entanto, a fosforilacdo somente no residuo de Thr ativa parcialmente a
Akt, permitindo efeito sobre uma pequena quantidade de substratos. Para que sua atividade
maxima seja alcancada, é necessario que juntamente com a fosforilagdo de Thr, ocorra a
fosforilagcdo do residuo de Ser. Dessa forma, o complexo 2 do mTOR (mTORC?2) é responsavel
por fosforilar o residuo de Ser473 no dominio regulatério, levando a ativacao total da Akt
(ZONCU; EFEYAN; SABATINI, 2011).

Por outro lado, a sinalizagdo da via PI3K/Akt é encerrada através da atividade de
enzimas fosfatases, como a fosfatase homéloga a tensina, que promove a inativacao de PIP3,
através de sua conversao novamente em PIP2; acdo da proteina fosfatase rica em leucina, que
desfosforila o residuo de Ser473 e acdo da proteina fosfatase 2, que desfosforila o residuo de
Thr308, resultando na inativagdo da Akt (ANDJELKOVIC et al., 1996; BROGNARD et al.,
2007).

Depois de ativada, a Akt se dissocia da membrana e transloca-se para o citosol e nucleo
(Figura 8). No citosol, a Akt € responsavel por fosforilar diversos substratos, tornando-os ativos
ou inativos, que controlam a regulacdo metabdlica, sobrevivéncia celular e sintese de proteinas.
No nucleo, a Akt regula a expressao génica, sobrevivéncia, proliferacdo celular, parada do ciclo
celular e inibicdo da apoptose (CARNERO, 2010; ROBBINS; HAGUE, 2016; TSUCHIYA,
KANNO; NISHIZAKI, 2014; VIVANCO; SAWYERS, 2002).
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Figura 8 — Efeitos da ativacéo da via PI3K/Akt.
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O controle normal da ativagdo ou inibicdo da via de sinalizagdo PI3K/Akt gera uma
resposta fisiologica fundamental para o envelhecimento saudavel (O’NEILL, 2013), uma vez
que regula o metabolismo, crescimento e sobrevivéncia celular (KITAGISHI et al., 2012). Em
contrapartida, a desregulacdo da via esta envolvida na causa de varias doencgas, como cancer,
diabetes mellitus tipo 2, distlrbios neurocognitivos, neuropsiquiatricos e neurodegenerativos
(MANNING; TOKER, 2017; O’NEILL, 2013).

1.7 VIAPI3K/AKT E MEMORIA

Tem sido estudado o efeito da via PI3K/Akt no desenvolvimento e funcéo cerebral,

envelhecimento, processos de aprendizagem e memoria (BRUNET et al., 1999; MANNING,;
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TOKER, 2017). A via PI3K/Akt € responsavel por fosforilar e ativar proteinas cinases
responsaveis pela sobrevivéncia neuronal, manutencdo da LTP, controle da plasticidade
sinaptica e sintese proteica (HOU; KLANN, 2004; LI et al., 2010; TANG et al., 2002).

A ativacao da via PI3K/Akt induz a LTP e formacdo da memoria do medo na amigdala
(LIN et al., 2001), giro denteado (HORWOOD et al., 2006) e hipocampo (ROESLER et al.,
2009). A administragdo do inibidor da PI3K (LY?294002) antes e imediatamente apds o treino
de esquiva inibitoria, impede a formacdo da memoria de curto e longo prazo no hipocampo
(BARROS et al.,, 2001). O mesmo também ocorre na consolidacdo da memoria de
reconhecimento de objetos (HORWOOD et al.,, 2006) e formacdo da memdria espacial
(MIZUNO et al., 2003).

O processo de formacdo da memdria de medo condicionado contextual induz, por si so,
0 aumento na expressao da PI3K (ZANCA et al., 2019) e também nos niveis de fosforilacdo da
Akt, principalmente nos primeiros 40 minutos ap6s o condicionamento (LIN et al., 2001;
NAKAI et al., 2014). A utilizacdo de wortmanina (inibidor ndo especifico da PI3K), impede o
aumento na fosforilacdo da Akt induzido pelo aprendizado, tanto na memoria de medo (LIN et
al., 2001) quanto na memoria espacial (MIZUNO et al., 2003). Da mesma forma, a inibicdo da
via PI3K/Akt resulta na diminuicdo dos niveis de fosforilacdo de proteinas como mTOR, ERK
e CREB, gerando efeitos negativos sobre a aprendizagem e memdria (CHEN et al., 2005; LIN
et al., 2003, 2001). Com isso, a fosforilagdo e ativacdo da via PI3K/Akt é considerada um
importante mediador na formacédo de novas memorias.

A formacdo da memdria de medo condicionado contextual também aumenta a expressao
do BDNF e do receptor TrkB (OU; GEAN, 2006). A ativacdo do BDNF também esta
relacionada com a ativacdo da via PI3K/Akt, sendo essa relacdo essencial para a formacdo da
memoria de medo (OU; GEAN, 2006). O tratamento com oligonucleotideo antisense especifico
para 0 BDNF induz uma diminuicdo nos niveis de fosforilacdo da PI3K, bem como de seus
outros substratos alvo, como MAPK, CAMKII e PLC-y (MIZUNO et al., 2003). Em
contrapartida, o tratamento com BDNF exdgeno induz aumento na fosforilacdo da Akt,
demonstrando relacdo positiva entre as duas vias para a formacdo da memoria de medo e
plasticidade sindptica no hipocampo (NAKAI et al., 2014).

Resumidamente, a consolidacdo da memoria de medo induz a liberagédo de glutamato,
ativacdo de receptores glutamatérgicos e aumento na expressdo de diferentes proteinas cinases
(Figura 9). A ativagdo do NMDAr induz aumento do calcio intracelular e ativacéo de fatores de
transcrigdo responsaveis pelo aumento da expressdo génica e liberacdo de BDNF na fenda

sinaptica e, consequentemente, ativacdo do receptor TrkB. O complexo BDNF/TrkB induz a



26

fosforilacdo e ativacdo da via PI3K/Akt, que por sua vez, é responsavel por regular o trafego e
fosforilar as subunidades dos receptores glutamatérgicos, fosforilar e ativar ou inibir proteinas
cinases responsaveis pela sintese proteica, traducdo e transcricdo de genes que contribuem para
a consolidacdo da memoria (IGNACIO et al., 2016).

Figura 9 — Envolvimento das vias BDNF/TrkB e PI3K/Akt na consolida¢do da memoria.
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1.8 POLIAMINAS

As poliaminas sdo aminas alifaticas presentes endogenamente no organismo, sendo
encontradas em seu estado protonado e em altas concentragdes em estruturas cerebrais, como
hipotalamo, hipocampo, bulbo e cerebelo (LIU et al., 2008). Além de variar suas concentragdes
entre regides, as poliaminas também possuem variacgdo entre as sub-regides (CAl, CA2 e CA3
do hipocampo, por exemplo), da mesma forma também variam de acordo com a idade (LIU et
al., 2008). A espermidina destaca-se entre 0s membros por apresentar maiores concentragoes
em regides hipocampais de ratos, como na regido CA1 do hipocampo, seguida da espermina e
em menores concentragdes, putrescina.

As poliaminas enddgenas sdo divididas em trés tipos, compostas por uma, duas ou trés

cadeias carbonadas conectadas por grupos aminos, denominadas putrescina, espermidina (SPD)
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e espermina (Figura 10). Devido a esses grupos aminos, as poliaminas apresentam um carater
fortemente bésico, sdo sollveis em agua e apresentam baixo peso molecular (CARTER, 1994).
Seus niveis celulares sdo controlados por enzimas responsaveis pela sua biossintese e
catabolismo, no qual a desregulacédo afeta funcdes vitais essenciais para a célula, onde uma
diminuicdo de seus niveis acarreta em prejuizo no crescimento celular, e um aumento pode ter
efeitos citotoxicos (DAVIS, 1990).

Figura 10 — Estrutura quimica das poliaminas.
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Fonte: Modificado de (KALAC; KRAUSOVA, 2005).

A interacdo das poliaminas com macromoléculas carregadas negativamente, como
acidos nucleicos, proteinas, fosfolipideos e ATP, é o principal mecanismo para a maioria de
suas funcgdes bioldgicas. A partir dessa interacdo, as poliaminas sdo responsaveis por modular
o0 crescimento e diferenciacdo celular (TABOR; TABOR, 1984), regular a expressao génica
(CELANO et al., 1989), sintese de proteinas (YOSHIDA et al., 1999), interacdo com canais
ibnicos, como o NMDAr (WILLIAMS, 1997). Além disso, também apresentam fungéo
essencial no aprendizado, memoria e neuroprotegdo (COFFINO, 2001; WANG et al., 2003;
GUGLIUCCI, 2004; GUERRA et al, 2016).

As poliaminas modulam o NMDAr devido a sua intera¢do na interface das subunidades
GIuN1 e GIuN2B do receptor (MONY et al., 2011). Essa modulacdo ocorre de maneira bifasica,
ou seja, baixas concentragdes de poliaminas aumentam a frequéncia de abertura do canal,

enguanto que, altas concentracgdes inibem o receptor (WILLIAMS, 1997). As subunidades do
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NMDAr podem alternar em dois estados conformacionais, ativo e dessensibilizado (Figura 11).
No estado ativo, as duas subunidades estdo abertas, o que mantém os I6bulos préximos,
aumentando a probabilidade de ligagdo do agonista. Enquanto que no estado dessensibilizado,
as cargas elétricas negativas mantém os lobulos afastados, provocando seu fechamento. Ao se
ligar nas subunidades, as poliaminas agem estabilizando o receptor no seu estado ativo,
aumentando a frequéncia de abertura do receptor, atuando como modulador alostérico positivo
(MONY etal., 2011).

Figura 11 — Sitios de modulacao alostérica do NMDAr.
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1.9 ESPERMIDINA E MEMORIA

Diversos estudos tém demonstrado o papel essencial das poliaminas nos processos de
aprendizado e memoria. A administracdo intra-hipocampal (BERLESE et al., 2005), intra-
amigala (RUBIN et al., 2001, 2004) e sisttmica (CAMERA et al., 2007; RIBEIRO et al., 2013)
de SPD melhora o desempenho dos animais nas tarefas de esquiva inibitéria e medo
condicionado contextual, facilitando a consolidagdo, reconsolidacdo e extingdo da meméria. O
efeito facilitador da SPD envolve a ativacdo de proteinas cinases, uma vez que a infuséo de
SPD induz aumento nos niveis de fosforilagdo de PKA, PKC, CREB e BDNF (GUERRA et al.,
2012; SIGNOR et al., 2016, 2017).

Sugere-se que 0 mecanismo pelo qual as poliaminas exercem seu efeito sobre a memoria
seja por aumentar a frequéncia de abertura do NMDAr (Figura 12). Como consequéncia, é visto
um aumento na fosforilagéo de proteinas cinases e fatores de transcricdo (PKA, PKC, CREB e
BDNF), que regulam mecanismos moleculares e celulares que culminam no aumento da
transmissao de informacd@es entre 0s neur6nios e, consequentemente, melhora da memoria. Essa

hipdtese é corroborada por estudos que demonstraram que a administracdo do antagonista do
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sitio das poliaminas, arcaina, impede os efeitos positivos da SPD sobre a memoria (RIBEIRO
et al., 2013; RUBIN et al., 2004) e fosforilagdo da PKA induzida por SPD (GUERRA et al.,

2011), impedindo a formacdo da memodria.

Figura 12 — Mecanismo da melhora da memdria induzido por SPD.

'0 J
Melhora da memoria

Fonte: Modificado de (GUERRA; RUBIN; MELLO, 2016).

Somado a isso, estudos demonstraram os efeitos benéficos da suplementacdo de SPD
na dieta de idosos, o qual demonstrou ser eficaz em prevenir e/ou retardar déficits cognitivos
relacionados com a idade (SCHWARZ et al., 2018). Dessa forma, a suplementacdo de SPD tem
sido proposta como uma nova alternativa para a prevenc¢do da perda de memdria em idosos com
riscos de deméncia (WIRTH et al., 2019).

Da mesma forma, ja foi demonstrado o envolvimento do receptor TrkB nos efeitos
positivos da SPD sobre a memoria. Estudos demonstraram que a administracdo de ANA-12
imediatamente apos a reativagdo, impede a melhora da persisténcia da memoria reconsolidada

induzida por SPD (SIGNOR et al., 2017). Assim como, foi demonstrado que a espermina



30

reverte déficits de memdria induzido por lipopolissacarideo (LPS) através da ativacdo da via
BDNF/TrkB (FRUHAUF et al., 2018).

No entanto, ainda ndo estdo bem elucidados os mecanismos pelos quais a SPD melhora
a consolidacdo da memoria de medo. Até entdo sabe-se que, a consolidacdo da memoria é
dependente da acéo do receptor TrkB e da via PI3K/Akt; e que a SPD facilita a consolidacéo
da memodria. Contudo, ainda nao foi demonstrado se 0 mecanismo pelo qual a SPD melhora a
consolidacdo da memoria é dependente da ativacdo do receptor TrkB e PI3K, assim como da

fosforilacdo da Akt.
1.10 JUSTIFICATIVA

Atualmente grande parte da populacdo apresenta memorias aversivas persistentes
relacionadas a traumas, que desencadeiam doencas e afetam a qualidade de vida. Assim como
varias doencas desencadeiam prejuizos na memdria, causando neurodegeneracdo, como a
Doenga de Alzheimer. O medo condicionado contextual serve como um modelo animal
utilizado a fim de compreender 0os mecanismos que ocorrem na consolidacdo da memoria de
medo. Com base nisso, elucidar o mecanismo e possiveis vias de sinalizacdo envolvidas na
formacdo dessas memadrias, torna-se fundamental para auxiliar no tratamento dessas patologias.

Sabe-se que a administracdo de poliaminas esta envolvida na memoria de medo, no
entanto, nenhum estudo abordou o envolvimento da administracdo intra-hipocampal de
poliaminas na consolidacdo da memdria de medo. Portanto, no presente estudo foram
investigados os efeitos da administracdo intra-hipocampal de espermidina na consolidacdo da

memoria de medo, assim como as possiveis vias de sinalizacdo envolvidos nesse efeito.

2 OBJETIVOS
21 OBJETIVO GERAL

Investigar o mecanismo de ac¢do da espermidina na consolidacdo da memoria, utilizando

a tarefa de medo condicionado contextual em ratos.
2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos a serem alcancados s&o:
e Avaliar o efeito da infusdo intra-hipocampal de SPD na consolida¢do da memodria;

e Avaliar o envolvimento do receptor TrkB na consolidacdo da memodria;
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Avaliar o envolvimento da via PI3K na consolidacdo da memoria;

Avaliar o envolvimento do receptor TrkB e da via PI3K na melhora da consolidagéo da
memoria induzida por SPD;

Avaliar o efeito da infusdo intra-hipocampal de SPD e ANA-12, 6 horas ap0s o treino
sobre a consolidacéo da memoria;

Avaliar o efeito da infusdo intra-hipocampal de SPD sobre a fosforilagdo da Akt em

células hipocampais.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywaords: Spermidine (SPDY) is an endogenous polyamine thar plays a facilitatory role in memory acquisition and consol-
Memary idation. Memory consolidation occurs immediately after learning and again around 3—6 hours later. Corrent
Congolilation evidence indicates that the polyamine binding site at the NMDA receptor (NMDAr) mediates the effects of SPD on
f;’i;!;‘:rm memory. While NMDAr activation increases brain-derived neurotrophic factor (BDNF) release, no smdy has
BDXE investigated whether BDNF-activated signaling pathways, such as the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt

Akt pathway play a role in SPD-induced improvement of memory consolidation. Therefore, the aim of the current
study was to evaluate whether the TrkB receptor and the PI3K/Akt pathway are involved in the facilitatory effect
of SPD on memory consolidation. Male Wistar rate were trained in the contexiual conditioned fear task. SPD,
AMA-12 (TrkB antagonist), and LY294002 (PI3K inhibitor) were administered immediately after training. The
animals were tested 24 h after training. We found that SPD improved fear memory consolidation and that both
AMNA-12 and LY204002 prevented the facilitatory effect of SPD on memory. These results suggest that SPD-
induced improvement of memory consolidation involves the activation of the TrkE receptor and PI3E/Akt

pathway.

1. Introduction

Putrescine, spermine and spermidine (SPD) are endogenous aliphatic
polyamines that are particularly abundant in the central nervous system.
It has been reported that polyamines exert their effects through their
interaction on the GluN1 and GluN2B subunits of the NMDA receptor
(NMDAr) (Mony et al, 2011). In fact, accumulating evidence suggests
that intra-amygdala (Rubin et al., 2004), intra-peritoneal (camera et al.,
2007) and intra-hippocampal (ih.) (Girardi et al., 2016; Gomes 2010)
administration of SPD improves the acquisition and consolidation of the
memory of inhibitory aveidance and fear conditioning. Likewise, facil-
itatory effects of polyamines on memory have also been reported in
humans, as far as polyamine supplementation in the diet moderately
improves memory in elderdy people with subjective cognitive deficits

(Schwarz et al., 2018; Wirth 2019).

NMDAr activation causes calcium influx and activation of down-
stream protein kinases, such as cAMP-dependent protein kinase (PEA],
calvium-dependent protein kinase (PKC), the cAMP response element
binding protein (CREB) and expression of brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) (Chetkovich et al., 1991; Ou and Gean, 2007; Park et al.,
2014). Spermidine increases the frequency of opening of the receptor
(Mony et al., 2011}, which leads to an increase in the phosphorylation of
these proteins at different stages of memory formation. It is important to
note that the inhibition of these kinases impairs the facilitatory effect of
SPD on memaory consolidation and persistence (Guerra et al,, 2011,
2012; Signor et al., 2016, 2017).

BDNF is a member of the family of neurotrophins that exert their
effects through their binding to the tropomyosin kinase B (TrkB)
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receptor (Volosin et al., 2006). Current evidence suggests that
TrkB/BDNF signaling is a key mediator in memory processing. In fact,
the TrkB antagonist ANA-12 impairs the consolidation (Blank et al.
2016) and persistence (Signor et al, 2017) of contextual conditioned
fear. TrkB/BDNF signaling activates three signaling pathways involved
in learning and memory: phospholipase € gamma (PLCy),
mitogen-activated protein kinase (MAPK) and
phosphatidylinositol-3-kinase (F13K) (Minichicllo, 2009).

Subsequent activation of the PI3K/Akt pathway is responsible for
numerous physiological responses (Vivanco and Sawyers, 2002). How-
ever, more importantly, the path has been associated with different ef-
fects on learning and memory. It is known that the PI3K/Akt pathway
plays an important role in synaptic plasticity, maintaining long-term
potentiation, becoming essential for the formation of memory (Lin
et al., 2001; Opazo et al., 2003). In fact, the administration of PI3K in-
hibitor, LY294002, impairs the acquisition and consolidation of short
and long term memory (Barros et al., 2001).

During the memory formation process, phosphorylated Akt levels
increase over a period of 10—-40 min after learning, proving to be an
important mediator for memory consolidation (Lin et al., 2001; Nakai
et al, 2014). In addition, BDNF and subsequent activation of the
PI3K/Akt pathway appear to be essential for the establishment of
contextual conditioned fear memory (Wakai et al., 2014).

Previous studies have shown that SPD improves fear memory
persistence and that its effect depends on the involvement of BONF and
its TrkB receptor (Signor et al., 2017); however, no study has addressed
the role of the TrkB receptor and the PI3K/Akt signaling pathway in the
facilitatory effect of SPD on the consolidation of fear memory. There-
fore, in the current study, we investigated whether the SPD-induced
improvement of memory consolidation depends on the TrkB receptor
and the PI3K/Akt pathway in the hippocampus.

2. Materials and methods
21. Animals

Adult male Wistar rats (180-220 g), from the animal house of the
Federal University of Santa Maria were used. The animals were housed
four to a cage and maintained on a 12 h light/dark cycle at a tempera-
ture of 21 *C with access to water and food od libitum. All experiments
were carried out in the light phase and are in accordance with Brazilian
law n®. 11.794/2008, which is in agreement with the Policies on the Use
of Animals and Humans in Newroscience Research and with the Insti-
tutional and National Regulations for Animal Research (process
7906080318).

2.2, Surgery

Rats were anaesthetized with an intraperitoneal injection of a
mixture of ketamine (80 mg/kg) and xylazine (8 mg/kg) and were
implanted with two 27-gauge guide cannulae placed 1 mm above the
CAl region of the dorsal hippocampus at the following coordinates: A
=4 mm; L =3.0 mm; and V =2.0 mm (Paxinos and Watson, 1986).
Placement of injections was histologically verified as described else-
where (Rubin et al., 1997). Only data from the animals with correct
cannulae placement were analyzed (Fig. 1)

23. Drugs

Rats were injected with saline (0.9 % NaCl), N-(3-aminopropyl}-1.4-
butanediamine trihydrochloride (spermidine, SPD), (N2-2-2-Oxoaze-
pan-3-y] amino) carbonyl phenyl benzo (b) thiophene-2-carboxamide
(ANA-12) or2-(4-Morpholiny]}-8-phenyl-1{4 H}-benzopyran-4-one hy-
drochloride (LY-294002). SFD, ANA-12 and LY-294002 were obtained
from Sigma (St. Louis, MO, USA). Phospho-Akt (The308) (C31ESE) was
obtained from Cell Signaling Techmology. All drug solutions were
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Bregma. - 4.0 mm

Bregma - 4.3 mm

Fig. 1. Schematic representations of rat brain sections at two rostro candal
planes (-4.0 mm and -4.3 mm from bregma) taken from the atlas of Paxinos and
Watson [1986). Dark squares indicate infusion sites in the CA1 region of the

dorsal hippocampus.

prepared in saline (0.9 % NaCl). The injections were performed bilat-
erally into the CA1 region of hippocampus (0.5 pl for 1 min) by using a
30-gauge needle fitted into the guide cannula. The tip of the injection
needle protruded 1.0 mm beyond that of the guide cannula into the CA1
region in the dorsal hippocampus. The needles were left in place for an
additional 60 5 to minimize backflow.

24. Apparatus

Contextual fear conditioning training and testing took place in an
identical obhservation chamber (30 = 25 x 25 em), located in a well-lit
room. The front and ceiling walls of the chamber were made of dear
acrylic plastic, whereas the lateral and rear walls were made of opague
plastic. The floor of the chamber consisted of 32 stainless steel rods (3
mm diameter), spaced 1 cm apart and wired to a shock generator. The
cage was cleaned with 30 % ethyl alcohol before and after each rat

occupied it.
2.5, Contextual fear conditioning

Each rat was subjected to a single fear-conditioning training and test
session, as described previously (Signor et al., 2017). In brief, rats were
placed in the conditioning chamber (conditioned stimulus, CS) and
habituated to the apparatus for 3 min. Immediately after habituation,
three 1 s, 0.4 mA foot shocks (unconditioned stimulus, US) were deliv-
ered and the shocks were 40 s apart. After the last C5/US pairing, rats
were allowed to stay in the chamber for additional 60 s before returning
to their home cages.

Twenty-four hours after conditioning each rat was placed back in the
conditioning chamber and an 8-min test session was performed. During
this time, no shock was given, and every 4 s an instantaneous observa-
tion of the rat was made to assess whether it was in freezing or not.
Behavior was judged as freezing if there was an absence of any visible
movement, except for that required for breathing. The percentage of
samples scored as freezing during this 8 min was taken as a contextual
fear conditioning measure.

2.6. Flow cytomeiry analysis

The hippocampal tissue was gently homogenized with a Pot-
ter—Elvehjem tissue homogenizer (10 strokes up and down) at 4 *C with
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1 mL of PBS. The homogenate were incubated with 4% PFA for 10 min.
After that, samples were centrifuged (500 g, at 4 °C for 5 min}, and the
supernatant was discarded and the pellet was resuspended in cold ab-
solute ethanol for at least 4 h, for complete fixation.

Before flow cytometry analysis, the cells were washed with the so-
lution 1 {1% fetal bovine serum in PBS containing 0.1 %Triton X-100)
and centrifuged at 500 g, at 4 “C for 5 min. After that, the cells were
incubated for 30 min with anti-phospho-Akt antibody (1:100; Cell
Signaling Technology, Beverly, MA). Samples were washed twice with
solution 1 and cells were incubated with Alexa Fluor 488 conjugated
goat anti-rabbit IgG antibodies for 30 min. Cell were washed, and
fluorescence intensities acquired at 525 nm in a flow cytometer
(FACSCalibur, Becton Dickinson, Sunnyvale, CA, USA). Mean fluores-
cence intensity (MFI) data were analyzed by Flowjo V10 software

2.7. Smotistical analyses

Data were analyzed by t-test, one- or two-way analysis of variance
(ANOVA) depending on the experimental design. Post hoc analyses were
carried out by the Dunnett or Tukey test, when indicated. A p < 0.05 was
considered significant.

2.8, Experimental groups

2.8.1. Experiment 1: Effect of intrahippocampal infusion of SPD on
contextual fear conditioning

The dose of SPD was selected from previous studies of our group
(Fubin et al., 2000). To confirm if the dose used improves contextual
fear conditioning, the animals were trained and tested in the contextual
fear conditioning task, as previously described. Immediately after
training, the animals received intrahippocampal (Lh.) infusion of saline
or SPD at a dose of 2 nmol/site. Twenty-four hours after training, the
percentage of freezing was evaluated.

2.8.2. Experiment 2: Involvement of the TrkB receptor in the contextual
fear conditioning

In arder to investigate whether the TrkB receptor is involved in the
contextual fear conditioning, we performed a dose-response curve of the
selective TrkB antagomist, ANA-12. The animals were trained and
immediately after training, the animals received an i.h. infusion of saline
or ANA-12 at doses of 0.3; 3; 30; 300 pmol /site. Twenty-four hours after
training, the animals were tested in the same apparatus.

2.8.3. Experiment 3: Involvement of the TrkB receptor in the improvement
of contextual fear conditioning induced by spermidine

In order to investigate the involvement of the TrkB receptor in the
effect of spermidine, the animals were trained in contextual fear con-
ditioning apparatus and immediately after training received an ih.
infusion of saline or ANA-12 (0.3 pmol/site), and 5 min later an i.h.
infusion of saline or spermidine (2 nmol/site). Twenty-four hours after
training, the animals were tested in the same apparatus.

2.8.4. Experiment 4: Effect of intrahippocampal administration 6 h after
training of spermidine or ANA-12 in contextual fear conditioning

In order to analyze the temporal modulation of memory consolida-
tion, a control experiment was carried out. The animals were trained in
the contextual fear conditioning apparatus and six hours after training
("delayed injection” control) received ih. saline infusion, SPD (2 nmol,/
site) or ANA-12 (300 pmol/site). Twenty-four hours after training, the
animals were tested in the same device.

2.8.5. Experiment 5: Involvement of the PI3K-Akt signaling pathway in the
contextual feor conditioning

In order to evaluate whether the PI3K-Akt signaling pathway is
involved in contextual fear conditioning, we performed a dose-response
curve of the PI3K inhibitor, LY294002. The animals were trained in the
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contextual fear conditioning task and immediately after training
received an Lh. infusion of saline or LY294002 at doses of 0.5, 5 ar 50
pgssite, according to Barros et al. (2001). Twenty-four hours after
training, the animals were tested in the conditioned fear apparatus.

2.8.6. Experiment 6: Involvernent of the PI3K-Akt signaling pathway in the
improvement of contextual fear conditioning induced by spermidine

This experiment was performed to evaluate whether the PI3K-Akt
pathway is involved in the facitatory effect of spermidine on contex-
tual fear conditioning consolidation. The animals were trained in the
contextual fear conditioning apparatus and, immediately after training,
received an Lh. infusion of saline or LY294002 (5 pg/site). Five minutes
later they received an i h. infusion of saline or spermidine (2 nmol /site).
The animals were tested in the same apparatus 24 h later.

2.8.7. Experiment 7: Involvement of Akt phosphorylation in the
improvement of contextual fear conditioning induced by spermidine

This experiment was conducted to investigate the effect of spermi-
dine administration on phopho-Akt levels. Rats were trained in the
contextual fear condition apparatus and immediately after training
received iLh. infusion of saline or LY294002 (5 pg/site). Five minutes
thereafter they were infused with saline or SPD (2 nmol/site). The ani-
mals were euthanized 30 min after training and the hippocampus was
removed for analysis of Akt phosphorylation by the flow cytometry
method.

3. Resulis

Fig. 1 shows the schematic representation of cannulae placement,
referring to all the experiments performed.

Fig. 2 shows the effect of SFD (2 nmol/site, ih.) immediately after
training on the percentage of freezing during the test. Statistical analysis
(t-test) revealed that the SPD increased the freezing percentage of the
animals when compared to the control group (t = 3.036; p = 0.0125),
indicating that SPD improves the consolidation of memory in the
contextual fear conditioning task.

Fig. 3A shows the effect of ANA-12 (0.3, 3, 30 and 300 pmol/site, i.

Saline or Spermidine
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Fig. 2. Effect of the Lh. administration of spermidine on the consolidation of
fear memory. Immediately after training, the animals received infusion of zaline
or spermidine (2 nmol/site), twenty-four hours later the test was performed and

freezing of the animals was analyzed. Data are expressed as mean + S.EM. (6
animals per group). * P < 0L05 compared to the saline group.

Saline
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h.) immediately after training on the percentage of freezing during the
test. Statistical analysis (one-way ANOVA) revealed a significant effect
of pharmacological treatment [F (425) = 17.65, p < 0.0001]. Post-hoc
analysis (Dunnett’s Test) showed that ANA-12, at the doses of 3, 30 and
300 pmol/site, decreases the percentage of freezing.

Fig. 3B shows the effect of ANA-12 (0.3 pmol/site, i.h.), on SPD-
induced improvement of contextual fear conditioning. Statistical anal-
ysis (two-way ANOVA) revealed a significant pretreatment (saline or
AMNA-12) versus treatment (saline or SPD) interaction [F(1,20) = 20.97,
p = 0.0002]). Post-hoc analysis (Tukey's Test) showed that ANA-12
prevents the improving effect of SFD on memory consolidation, sug-
gesting that spermidine-induced memory improvement may involve the
activation of TrkB receptor.

Fig. 4 shows the effect of L.h. administration of saline, SPD (2 nmol/

Saline or AMA-12
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@ T *
2 204 =
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Saline 0.3 3 30 300
Ana-12 (pmolfsite)
Saline or ANA-12
5minT
B Saline or Spermidine
60 = mm Saline
il = SPD
£ 404 _
o
=
M
o
2 204
w
0 T ]
Saline ANA-12

Fig. 3. Effect of the i.h. administration of ANA-12 (0.3, 3, 30 and 300 pmol/
site) on the consolidation of fear memory (A). *p < 0.05 compared to the saline
group. Effect of immediately post-training sadministration i_h. of saline or ANA-
12 (0.3 pmol/site) and 5 min post-training Lh. infusion of saline or spermidine
{2 nmaolysite) on the consolidation of fear memory (B). * p < 0.05 compared to
the ANA-12/5PD group. Data are expressed as mean + SEM (6 animals
per group).
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site) or ANA-12 (300 pmaol/site) 6 h after the training on the percentage
of freezing at test. Statistical analysis (one-way ANOVA) revealed no
significant effect of pharmacological treatment [F (2.21) =0.1252, p=
0.88). These results suggest that pharmacological manipulation with
SPD or ANA-12 6 h after training does not alter contextual fear
conditioning.

Fig. 5A shows the effect of the i.h. infusion of LY294002 (0.5, 5 or 50
pg/site) immediately after training on the percentage of freezing at test.
Statistical analysis (one-way ANOVA) showed a significant effect of
pharmacological treatment [F (320) = 8.703, p = 0.0007]. Post hoc
analysis (Dunnett’s Test) revealed that LY294002 at the dose of 50 pgs
site impairs contextual fear conditioning.

Fig. 5B shows the effect of LY294002 (5 pg/site, i.h.) on SPD-induced
improvement of contextual fear conditioning. Statistical analysis (two-
way ANOVA) revealed a significant pretreatment (saline or LY294002)
versus treatment (saline or SPD) interaction [F(1,20) = 1512, p =
0.0008]. Post-hoc analysis (Tukey's Test) showed that LY294002 pre-
vented the facilitatory effect of SPD on memory consolidation, sug-
gesting that SPD-induced memory improvement involves the activation
of the PI3K/Akt signaling pathway.

Fig. 6 shows the effect of spermidine and LY294002 on Akt phos-
phorylation. Statistical analysis (two-way ANOVA) revealed a signifi-
cant pretreatment (saline or LY294002) versus treatment (saline or SPD)
interaction [F (127) = 8.211, p = 0.008). Post-hoc analysis (Tukey's
Test) showed that LY294002 prevented the SPD-induced increase of Akt
phosphorylation.

4. Discussion

In the current study we showed that the ih. administration of SPD
immediately, but not 6 h, after training facilitates fear memory consol-
idation, evaluated 24 h after training (Figs. 2 and 4). These results
indicate that SPD facilitates early consolidation of fear memory. These
results are similar to those previously described in the inhibitory

Saline, ANA-12 or Spermidine
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Fig. 4. Effect of the i_h. administration, & h after training, of saline, spermidine
of AMA-12 on the consolidation of fear memory. 5ix hours after training, the
animals received i.h. infusion of saline, spermidine (2 nmol) or ANA-12 (300
pmol/site]), twenty-four hours after training the animals were submitted to the
test and analyzed for their freezing. Data are expressed as mean = S EM (8
animals per group).
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Saline or LY294002
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Fig. 5. Effect of the ih. administration of LY294002 (0.5, 5 and 50 pg/site) on
the consolidation of fear memaory (A). *p < 0.05 compared to the saline group.
Effect of the immediately posi-training administration (ih.) of saline or
LY294002 (5 pg/site) and 5 min post-training (i.h.) administration of saline or
spermidine (2 nmol/site) on the consolidation of fear memory (B). *p < 0L05
compared to the LY294002/5PD group. Data are expressed as mean + S.EM (6
animals per group).

avoidance task (Berlese et al, 2005), in which no effect of SPD was
found at 6 h after training, further suggesting an early time window for
the facilitatory effect of SPD. ANA-12 prevented the facilitatory effect of
SPDy on memory consolidation, suggesting the involvement of TrkB in
this effect of SPD (Fig. 3B). Likewise, we found that inhibition of PI3K
prevents the facilitatory effect of SPD (Fiz. 5B) and prevents the increase
in SPD-induced Akt phosphorylation (Fig. 6), suggesting a role for the
PI3K/Akt pathway in the effects of SPD on fear memory.
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Fig. 6. Effect of the immediately post-training administration of saline or
LY 294002 (5 pgssite) and 5 min post-training (i.h.) administration of saline or
spermidine (2 nmol/site] on the phosphorylated Akt levels. Phosphorylated Akt
in the hippocampus was analyzed by flow eytometry and the mean fluorescence
intensity (MFI) was analyzed. *p < 0.05 compared to the LY294002/5PD group.
Diata are expressed as mean + 5.E.M (7-8 animals per group).

BDNF has been considered a key mediator for memory processing
because it modulates glutamatergic receptor trafficking, synaptic plas-
ticity and protein synthesis (Bekinschtein et al, 2014; Cunha et al,
2010) In addition, it seems to be essential for memory consolidation
(Blank et al., 2016) and persistence (Signor et al., 2017). In this study we
showed that a high dose of ANA-12 impairs memory consolidation, and
that a dose that has no effect on memory on its own prevents
SPD-induced improvement of memory consolidation. These results
suggest that the SPD effects on memory consolidation in the hippo-
campus are dependent on the activation of the TrkB receptor.

Memory consolidation is a process that requires the activity of pro-
tein kinases, protein synthesis and synaptic plasticity, which ooour soon
after the acquisition of new information, being necessary again around
36 hours after learning (Igaz et al | 2002). According to Medina and
colleagues, at first, the pre-existing BONF is quickly released from pre-
synaptic neurons in order to stabilize new information that reaches the
hippocampus and, shortly thereafter, it would be synthesized and
released again about 3—6 hours later training (Medina and Cammarota,
2017). However, we found that ANA-12, like SPD, does not alter the
animals’ performance when administered & h after training. Previous
studies have reported that SPD administration 6 h after training does not
alter the memory of inhibitory avoidance (Berlese et al., 2005), and this
15 the first study to show the same time window of effect of SPD in the
fear conditioning task. Interestingly, the administration of SPD 12 h
after training improves memory persistence (Signor ef al., 2014) and
increases hippocampal BDNF levels (Signor et al., 2017). Therefore, it
seems that SPD and TrkB share the same time window for memory
modulation.

It is suggested that the effects of BDNF on consolidation depend on
the subsequent activation of the PI3K/Akt pathway (Nakai ct al.. 2014).
It is well described that LY 294002 impairs acquisition (Cui et al., 2010),
consolidation (Foesler et al., 2009) and spontaneous fear recovery
(Barros ct al., 2001). Taking this into account, we investigated whether
5PD-induced memory improvement would be dependent on the acti-
vation of PI3K. LY294002 prevented the facilitating effect of SPD on
memaory consolidation, suggesting the involvement of PI3K in this effect.
Accordingly, we found that SPD increases Akt phosphorylation in the
hippocampus 30 min after training. These results are consistent with

s
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previous studies that showed that Akt phosphorylation increases over a
period of 10—40 min after conditioned fear training (Lin et al., 2001,
Nakai2014).

In summary, this work showed that ANA-12 and LY294002 hinder
SPD-induced improvement of fear memory. These findings suggest that
TrkB receptor, PI3K and phosphorylation of Akt are involved in the
facilitatory effect of SPD on fear memory.
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CONCLUSOES
CONCLUSOES PARCIAIS

As seguintes conclus@es parciais foram obtidas:

A infusdo intra-hipocampal de SPD, imediatamente apds o treino, melhorou a
consolidacdo da memdria dos animais, na tarefa de medo condicionado contextual.

A infusdo de ANA-12, nas doses de 3, 30 e 300 pmol/sitio, prejudicou a consolidacdo
da memoria dos animais.

A infusdo de LY294002, na dose de 50 pg/sitio, prejudicou a consolidacdo da memaria
dos animais;

A infusdo de ANA-12 e LY294002, sem efeito per se, preveniram o efeito positivo da
SPD sobre a consolidacdo da memoria;

A infusdo intra-hipocampal de SPD e ANA-12, 6 horas apds o treino, ndo alterou a
consolidacdo da memdria dos animais.

A infusdo intra-hipocampal de SPD, imediatamente apos o treino, induz aumento na
fosforilagéo da Akt, e a infusdo de LY294002, preveniu o aumento de Akt fosforilada

induzido por SPD.
CONCLUSAO GERAL

Com base nos resultados do presente estudo, concluimos que a administracdo intra-

hipocampal de SPD melhora a consolidacdo da memdria de medo através da ativagdo do

receptor TrkB e da via PI3K/Akt. Bem como, sua administracdo promoveu aumento nos niveis

de Akt fosforilada no hipocampo de ratos.

Dessa forma, sugerimos que a partir da ligacdo da SPD no seu sitio de ligacdo no

NMDAr, ocorre aumento da frequéncia de abertura do receptor e aumento da sua atividade,

resultando em um aumento na concentragdo de célcio intracelular. A partir disso, ocorre

aumento na liberacdo de BDNF das vesiculas sinapticas, e consequentemente, aumento da

atividade do receptor TrkB. A interacdo BDNF/TrkB é responsavel por induzir ativacdo da via

PI3K e aumentar os niveis de fosforilagdo da Akt (Figura 13), resultando na melhora da

consolidacdo da memdria dos animais.



Figura 13 — Mecanismo da melhora da consolidacdo da memoria induzido por espermidina.

Melhora da consolidagdo da
memodria de medo

Fonte: Autora.
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