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RESUMO

As calpainas sdo proteases dependentes de calcio e amplamente expressas em duas
isoformas no encéfalo, calpaina-1 e calpaina-2. Uma das suas principais atividades resulta na
modulacéo dos espinhos dendriticos, atraves da reorganizacéo do citoesqueleto de actina e da
degradacdo do cortex celular, principalmente da espectrina. Outra consequéncia da sua
atividade € a endocitose de receptores glutamatérgicos (NMDA e AMPA), constituindo assim,
um correlato para a formacdo e manutencdo da memoria. Entdo, testamos se a inibicdo
farmacoldgica da calpaina no hipocampo dorsal afeta a consolidacdo, evocagdo e
reconsolidacdo da memoria aversiva em ratos Wistar machos. Assim, utilizamos o
condicionamento aversivo contextual (CAC) para avaliar as memorias aversivas e um
antagonista seletivo para ambas as isoformas da calpaina (PD150606) para estudar a sua
funcdo. Primeiro mostramos que a infusdo imediatamente pds-treino do inibidor da calpaina
PD150606 prejudicou a consolidagdo da memdria de longo prazo, mas ndo a memoria de
curto prazo. Em seguida, mostramos que a infusdo pré-teste do inibidor de calpaina inibiu
completamente a evocacdo da memoria. Finalmente, o blogueio da atividade da calpaina apds
a reativacdo da memdria acarretou em um prejuizo na reconsolidacdo. Em conjunto, nossos
resultados mostraram que a calpaina desempenha um papel essencial no hipocampo, que

contribui significativamente para a formacéo, expressao e reconsolidagdo da memoria.



ABSTRACT

Calpains are calcium-dependent proteases and are extensively expressed in two
isoforms in the brain, calpain-1 and calpain-2. One of its main activities results in the
modulation of dendritic spines by the reorganization of the actin cytoskeleton and the cellular
cortex by degradation of spectrin. Another consequence of its activity is endocytosis of
glutamatergic receptors (NMDA and AMPA), thus constituting a correlate for memory
formation and maintenance. We tested whether the pharmacological inhibition of calpain in
the dorsal hippocampus affects the consolidation, retrieval and reconsolidation of aversive
memory in male Wistar rats. Thus, we used contextual fear conditioning (CFC) to evaluate
aversive memories and a selective antagonist for both calpain isoforms (PD150606) to study
its function. We first showed that the immediate post-training infusion of the PD150606
calpain inhibitor impaired long-term memory consolidation, but not short-term memory.
Next, we showed that the pre-test infusion of the calpain inhibitor expressively inhibited
memory retrieval. Finally, blocking calpain activity after memory reactivation disrupted
reconsolidation. Taken together, our results shown that calpain plays an essential role in the

hippocampus by enabling memory formation, expression, and reconsolidation.



1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1  MEMORIA

A memoria permite 0 armazenamento de informagdes adquiridas ao longo do tempo,
sendo uma das maiores capacidades dos seres vivos, pois define quem somos e permite a
nossa sobrevivéncia. Dessa forma, a memdria pode ser mensurada pelas alteragdes no
comportamento do animal algum tempo depois do aprendizado, refletindo em muitos
processos, incluindo a consolidacédo, evocacao, reconsolidacéo, extingdo e esquecimento.

A consolidacdo de uma memoria esta relacionada ao periodo imediatamente apds a
aquisicdo das informacdes. Esse periodo caracteriza-se por ser mais labil, ou seja, suscetivel a
modulacdes no traco dessa memoria, podendo melhorar ou prejudicar a sua consolidacéo,
apos esse periodo o trago da memdria se torna menos sensivel a modulag@es (lzquierdo and
McGaugh, 2000, Rudy, 2015b). O processo de consolidacdo das memdrias envolve uma
reorganizacdo tanto em niveis sindpticos como sistémicos (Dudai et al., 2015). A
consolidacdo sinaptica pode estar completa com algumas horas de treino e envolvendo
cascatas de sinalizacdo intracelular, modulacGes da expressdo génica e na sintese proteica
(Kandel et al., 2014), resultando em mudangas na conectividade sinaptica em circuitos
localizados, ou seja, tanto na estabilizacdo das novas conexfes como na reestruturacao das ja
existentes (Kandel, 2001, Dudai, 2012).

Entretanto, a consolidacdo sisttémica consiste em um processo prolongado que
podendo durar dias, meses ou anos, pelo qual a informacdo é gradualmente reorganizada em
diferentes estruturas encefalicas (Squire, 2004). Acerca do processo de consolidagdo, varios
estudos mostram que novas memdarias estdo associadas, principalmente, a um aumento
transitdrio na expressdo génica e na densidade e morfologia dos espinhos dendriticos no
hipocampo, enquanto memorias remotas estdo significativamente associadas as mesmas
alteracdes no cortex cerebral (Maviel et al., 2004, Restivo et al., 2009).

Depois que uma memdria é consolidada, essa pode ser evocada. Quando reativada, a
memo©ria original pode retornar a um estado instavel e passivel de sofrer interferéncias (Lee,
2009, Nader and Einarsson, 2010), e entdo dois processos bem conhecidos podem ocorrer:
reconsolidagéo e/ou extincéo.

O processo de reconsolidagdo mostra-se também dependente da atividade do
hipocampo, bem como de outras areas encefalicas, como a amigdala (Nader et al., 2000, De

Oliveira Alvares et al.,, 2013). A reativacdo/evocacdo de uma memoria previamente
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consolidada pode torna-la 1&bil e vulneravel a interferéncias (Nader et al., 2000), acarretando
na atualizacdo no tragco original da memdria, ou seja, novas informacfes podem ser
acrescentadas ou mesmo retiradas da memoria original (Lee, 2008, 2009).

A outra consequéncia que a evocacdo da memdria pode desencadear € a formacéo de
uma memodria de extingdo. A extin¢do da memoria é caracterizada pela formagéo de uma nova
memoria, ou seja, um processo de aprendizagem ativo que inibe o traco original da memoria,
sem apaga-lo (Abel and Lattal, 2001). Outra fase da memdria que recentemente vem sendo
estudada é o esquecimento, entretanto pouco se sabe sobre 0Ss possiveis mecanismos
neurobioldgicos subjacentes ao decaimento da memdria de longa duracdo. Sugere-se que a
regulacdo do trafego de receptores de AMPA (&cido-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-
propiénico — AMPA) constitui um processo central de armazenamento e manutencdo da
memoria (Migues et al., 2010, Migues et al., 2016). Logo o esquecimento pode, assim,
envolver a remoc¢do gradual desses receptores dos espinhos dendriticos, bem como dos

mesmaos.

1.2 DURACAO DA MEMORIA

As memorias ndo sdo imediatamente estabelecidas como memdrias de longo prazo (do
inglés Long Term Memory - LTM). Classicamente a LTM pode levar até seis horas, sendo
comumente considerado de trés a seis horas e envolve uma sequéncia de processos
moleculares especificos, principalmente na area CA1 do hipocampo e suas conexdes (Medina
et al., 1999, McGaugh, 2015). Entretanto as memorias de curta duracao (do inglés Short Term
Memory - STM) decaem até seis horas, sendo consideradas que duram de uma a seis horas
(Figura 1) (McGaugh, 2015).

Algumas diferencas marcantes entre elas, consiste que a LTM requer sintese proteica e
tende a aumentar o nimero de conexdes sinapticas, a densidade dos espinhos dendriticos, bem
como AMPA trafficking (McGaugh, 2000). Ja a STM né&o envolve grandes alteragfes tanto
nas conexdes sindpticas como nos espinhos dendriticos, € ndo € dependente de sintese
proteica. Evidéncias utilizando drogas podem bloquear seletivamente a STM ou LTM sugere
que sdo processos independentes que atuam em paralelo (McGaugh, 2000). Todavia, ndo se
exclui completamente que a STM e a LTM podem ser processos complementares, ou seja, a

STM ¢ apenas um passo em direcdo a LTM (lzquierdo et al., 1999).
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Figura 1. Desenho esquematico das fases da consolidacdo da memoria (McGaugh, 2000).

1.3 ESTRUTURA ENCEFALICA

O hipocampo é caracterizado por ser uma das principais estruturas encefalicas
relacionadas com a memoria, exercendo um papel essencial na aquisicao, consolidacdo e nas
fases subsequentes a evocacdo do traco de memdria. Essa estrutura localiza-se na por¢édo
medial do lobo temporal e faz parte do sistema limbico (O'Keefe and Dostrovsky, 1971). E
formado por duas regides interligadas chamadas de giro denteado e Corno de Amon (CA),
sendo esse Gltimo subdividido em outras trés partes: CAl, CA2 e CA3 (Figura 2) (Taube et
al., 1990). A principal aferéncia para o hipocampo origina-se no cortex entorrinal e segue até
0s neurdnios granulares da camada molecular do giro denteado, a chamada via perfurante. Os
axonios desses neurdnios granulares constituem as fibras musgosas que se projetam para 0s
neuronios piramidais da regido de CA3 (O'Keefe and Dostrovsky, 1971). Por sua vez, 0S
axonios de CA3 conectam-se também com neur6nios piramidais de CA1 e CA2, a chamada
via colateral de Schaffer. Em razdo da reduzida area de CA2, esta é descrita em associacdo
com CAl. Os axoOnios de CAl projetam-se para o complexo subicular e entdo para as
camadas profundas do cortex entorrinal (Witter et al., 2000a, Witter et al., 2000b). O circuito
cortex entorrinal — giro denteado — CA3 — CAl ¢ tradicionalmente denominado “via tri-

sinaptica” e utiliza o glutamato como principal neurotransmissor (Witter et al., 2014).
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___________________________________________________________________________

Schaffer
collaterals

Dentate gyrus

Mossy fibres

Figura 2. Desenho esquematico do hipocampo de ratos Wistar em corte coronal. Representacdo da
formacdo hipocampal (giro denteado e Corno de Amon - CA, subdividido nas regides CAl, CA2 e
CA3 e das suas principais conexdes. Representando a via trissinaptica do hipocampo (Deng et al.,
2010).

1.3.1 Tarefa comportamental

Levando em consideragdo o papel central do hipocampo no trago de memoria, uma das
principais tarefas comportamentais € o condicionamento do medo pavloviano, conhecido
como condicionamento aversivo contextual — CAC e, tornou-se um aparato comportamental
essencial nos estudos de neurociéncias, com énfase na memoria. Possibilitando assim,
investigar fendmenos comportamentais e cognitivos apos manipulagdes farmacologicas,
geneéticas, bem como através de outras manipulagdes experimentais.

A aquisicdo da memoria de medo no CAC depende da plasticidade sinaptica do
hipocampo, bem como de outros substratos neurais adicionais, como a amigdala. O
hipocampo é responsavel por mediar a integracdo de pistas multimodais para a representacao
contextual, logo nessa tarefa comportamental é feito o pareamento do estimulo neutro (do

inglés conditioned stimulus — CS) com um estimulo aversivo (do inglés unconditioned
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stimulus — US). Sendo o estimulo neutro representado pelo contexto e o estimulo aversivo
pelo choque nas patas do animal. Resultando assim na aquisicdo da memoria aversiva (Kim
and McGaugh, 1992, Kim and Jung, 2006).

1.4  POTENCIACAO E DEPRESSAO DE LONGA DURACAO

O aprendizado e a memdria sdo amplamente considerados como resultado de
mudancas na conectividade dentro dos circuitos neuronais. Em particular, foi bem descrita no
hipocampo duas formas de plasticidade sindptica, a potenciacdo de longa duracdo (do inglés
Long Term Potentiation — LTP) e a depressdo de longa duragéo (do inglés Long Term
Depression — LTD), ambas as formas de transmissdo sinéptica estdo intimamente relacionadas
com a formacdo, persisténcia e manutencdo da memoria (Stevens, 1998, LeDoux, 2000,
Nabavi et al., 2014). Vérios estudos evidenciam que a LTP esta envolvida na consolidacdo da
memdaria de medo no CAC, enquanto a LTD estd mais associada com a extingdo da memoria
de medo (Maren and Quirk, 2004, Fanselow and Poulos, 2005, Nabavi et al., 2014).

A inducdo da LTP desencadeia vérias cascatas celulares e moleculares que acarretam
no aumento da densidade e volume dos espinhos dendriticos € no ndmero de receptores
AMPA (Matsuzaki et al., 2004, Kasai et al., 2010, Levy et al., 2014). Entretanto, a LTD
resulta basicamente na diminuicdo do numero de receptores de AMPA e, possivelmente, uma
reducao dos espinhos dendriticos (Mulkey and Malenka, 1992).

Wy;;
Rl

LTD

Figura 3. Desenho esquemético de um espinho dendritico e as consequéncias da LTP e LTD no

mesmo (adaptado de Levy, 2014).

1.5  ESPINHOS DENDRITICOS
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Os espinhos dendriticos sdo pequenas protrusdes nos dendritos dos neurénios (Yuste
and Majewska, 2001). Atualmente, os espinhos dendriticos sdo comumente classificados com
base na sua estrutura morfoldgica, sendo do inglés, filopodial; thin, stubby; fenestrated e

mushroom, entretanto podem assumir outras formas (Kasai et al., 2003).

J%_?L—S*L—»E,—i?a

Filopodia Thin Stubby Mushroom Matured

MM —B‘&M’—*‘J‘&g@&ig %ﬁ%
T

Filopodia > Mature spines
Spinogenesis

Figura 4. Desenho esquematico das diferentes morfologias do espinho dendritico, bem como uma
fotomicrografia de cada morfologia (Maiti et al., 2015).

A dinamica estrutural dos espinhos dendriticos estdo intimamente relacionados com a
plasticidade sinaptica. Espinhos pequenos mudam mais rapidamente sua forma (Yuste and
Majewska, 2001) e, podem desaparecer ou se transformar em espinhos grandes, sendo que
podem ser formados ou eliminados durante o aprendizado e a inducdo de LTP (Kasai et al.,
2003). Todavia, os espinhos dendriticos maiores (mushroom) sdo relativamente mais estaveis
e perduram por meses ou até mesmo anos, sugerindo que a memaria pode ser sustentada por
essa forma estrutural (Newpher and Ehlers, 2009).

Os espinhos dendriticos compdem majoritariamente as sinapses excitatorias
glutamatérgicas. Em razdo disso, as relagBes estrutura-fungdo estdo fortemente relacionadas
aos receptores AMPA, que medeiam o componente rapido da transmisséo sinaptica mediada
por glutamato. Sabe-se que o0s espinhos com grandes densidades pos-sindpticas (PSDs)
tendem a comportar mais receptores AMPA do que aquelas com PSDs menores, uma vez que
o tamanho das PSD esta correlacionado com o volume da cabeca dos espinhos dendriticos.
Da mesma forma, a LTP é potencializada e mantida por mais tempo de acordo com o volume

do espinho, como por exemplo, os espinhos classificados como mushroom sdo capazes de
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sustentar de forma mais eficiente a LTP (Matus, 2000, Noguchi et al., 2005, Newpher and
Ehlers, 2009, Hotulainen and Hoogenraad, 2010).

Uma forte relacdo entre a densidade e morfologia dos espinhos dendriticos no
hipocampo e a memoria tem sido demonstrada. Por exemplo, a aquisicdo de novas memdrias
esta associada ao aumento da densidade de espinhos dendriticos nos neurdnios piramidais de
CA1 no hipocampo em ratos Wistar, tanto em memorias neutras (localizacdo de objetos)
como em memdrias aversivas (condicionamento aversivo contextual) (Leuner et al., 2003,
Jedlicka et al., 2008, Eilam-Stock et al., 2012), sugerindo que ha um substrato morfologico
para a memoria. Da mesma forma, a densidade de espinhos dendriticos no hipocampo esta
relacionada com a LTP e com a LTD, ou seja, 0 aumento do nimero/tamanho do espinho esta
associado com LTP (Matsuzaki et al., 2004), enquanto a sua diminuicdo esta associado com
LTD (Jedlicka et al., 2008, Bosch and Hayashi, 2012, Eilam-Stock et al., 2012). Portanto, ha
uma forte interacdo entre LTP, LTD, densidade de espinhos dendriticos e memoria no
hipocampo.

A morfologia do espinho dendritico é sustentada pelo citoesqueleto, constituido
principalmente por filamentos de actina, que se estende da base do espinho até a densidade
pos-sinaptica (Bosch and Hayashi, 2012). Mais precisamente a actina fornecem a base
estrutural do citoesqueleto, principalmente através da associagdo com a proteina espectrina —
principal constituinte do cortex celular (também conhecida como fodrina) (Rudy, 2015a). Esta
proteina fornece uma interface entre o filamento de actina e a membrana plasmatica por sua
interacdo com proteinas na membrana plasmatica. Dessa forma permite a estabilidade entre os
elementos pré e pds-sindpticos, necessarios para uma sinapse funcional. Portanto a
reestruturacdo dos filamentos de actina durante a plasticidade sinéptica permite a modulacédo

do espinho dendriticos, tanto a nivel morfolégico como funcional.

1.6 RECEPTORES GLUTAMATERGICOS

O célcio (Ca®*) é um ion fundamental a vida, e que esta envolvido com a ativagio de
inimeras cascatas celulares e moleculares no encéfalo. Sendo bem estabelecido sua
participacdo nos processos sindpticos que parecem ser a base da memoria (Cavazzini et al.,
2005, Barad, 2006, Baker et al., 2013). Bem como na LTP e a LTD, os correlatos celulares da
memoria.

Uma das formas de entrada de calcio nos neurdnios excitatorios é através dos

receptores glutamatérgicos. Destacando-se 0s receptores poés-sinapticos de N-metil-D-
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aspartato (NMDA) e dos receptores AMPA. Os receptores de NMDA sdo uma subclasse da
familia de receptores de glutamato ionotrépicos e desempenham fungdes cruciais na
plasticidade sinaptica, ha memoria, no desenvolvimento neuronal e em muitas outras funcoes
(Wyllie et al., 2013). Esses canais sdo altamente permeaveis ao célcio e sdo geralmente
compostos por dois tipos de subunidades: o receptor de NMDA 1 da subunidade de ligagdo a
glicina (GIuN1) e as subunidades de ligagédo ao glutamato GIuN2A-D (Laube et al., 1997).
Diferentes combinagdes dessas subunidades exibem propriedades distintas e expressdo
regional e de desenvolvimento caracteristica in vivo (Lynch and Guttmann, 2001). Os
receptores AMPA sdo combinacdes diferentes de quatro subunidades designadas GIluA1l-
GluA4 (Sobolevsky et al., 2009). A permeabilidade a Ca?* dos receptores AMPA varia
dependendo se a subunidade GIuA2 esta presente dentro do tetrdmero, chamada de CP-
AMPA (do inglés calcium permeable). A capacidade da subunidade GIUA2 para regular a
permeabilidade ao Ca®* dos receptores AMPA (Wright and Vissel, 2012).

1.7 CARACTERIZACAO DAS CALPAINAS

Na década de 1960 surgiram os primeiros relatos sobre a calpaina, mais precisamente
em 1964, sendo observada uma atividade proteolitica ativada por elevadas concentracfes de
calcio. Essas observacBes vieram de dois grupos de pesquisadores diferentes, sendo
primeiramente observado por Gordon Guroff no encéfalo de ratos (Guroff, 1964) e
posteriormente tecido muscular esquelético (Huston and Krebs, 1968). Ja na década de 1970,
a enzima foi entdo purificada a partir do muasculo esquelético (Dayton et al., 1976) e
denominada CANP (do inglés, calcium-activated neutral protease — CANP). Entretanto, as
funcdes dessa nova proteina permaneciam desconhecidas, pois a sua ativagao requeria uma
concentracdo extremamente elevada de calcio (referida como uma concentracdo nao
fisioldgica de calcio) e assim o seu papel fisiolégico permaneceu desconhecido (Ishiura,
1980). Em razdo disso, apenas na década de 1980 por Murachi e colaboradores, que o termo e
0 uso da palavra calpaina foram amplamente utilizados (Murachi et al., 1980). Durante esse
tempo, tornou-se claro que existiam diferentes isoformas, posteriormente chamadas p- e m-
calpaina (também designadas por calpaina-1 e calpaina-2, respectivamente), que diferiam na
sua sensibilidade ao calcio para serem ativadas e atualmente sdo as Unicas isoformas

amplamente expressas no encéfalo (Mellgren, 1980). As designagdes p- € m- sdo as
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abreviacbes de micromolar e milimolar calcio necessario para a sua ativacgdo,
respectivamente.

A ativacdo da m-calpaina, mais especificamente, requer 0,4 a 0,8 mM (ou 400 a 800
uM) de calcio para metade da atividade proteolitica maxima in vitro, enquanto que a p-
calpaina requer 3 a 50 uM de calcio para sua atividade (Murachi et al., 1980). As duas
isoformas tém caracteristicas estruturais sobrepostas e curiosamente com substratos
especificos semelhantes. Elas contém subunidades cataliticas grandes de 80 kDa e uma
pequena subunidade reguladora de 30 kDa. As subunidades grandes de p-calpaina e m-
calpaina estdo organizadas em quatro dominios (I, 11, 1l e V) e sdo codificadas pelos genes
CAPN1 e CAPN2, respectivamente (Murachi et al., 1980). O dominio | é o dominio N-
terminal da a-hélice, que contém o local onde ocorre a clivagem autolitica. Essa regido é
importante para regular a atividade e dissociacdo das duas subunidades. O dominio Il contém
os residuos essenciais de cisteina e histidina envolvidos na atividade catalitica e interage com
0 substrato e a regido inibitéria da calpastatina, um inibidor endogeno da calpaina (Mellgren,
1980, Ohno et al., 1984). A funcdo do dominio Ill é desconhecida, mas pode estar envolvida
na ligacdo de Ca?* e fosfolipidos, bem como na regulacdo das interacdes eletrostaticas (Dear
and Boehm, 2001). O dominio IV, na extremidade C-terminal da subunidade grande, é
responsavel pela de ligagio ao Ca?*. Esta regido é homoéloga a calmodulina e esta envolvida
na formacdo de dimeros (Croall and Ersfeld, 2007).

A subunidade reguladora contém dois dominios. O dominio V, a regido N-terminal da
subunidade pequena, ¢ um dominio hidrofébico rico em glicina, e pode funcionar como uma
ancora de membrana. O dominio VI, a extremidade C-terminal da subunidade pequena, é uma
regido de ligacdo Ca2*, de forma semelhante ao dominio IV da subunidade grande (Dear and
Boehm, 2001). Os dominios de ligacdo de Ca?* das subunidades catalitica e reguladora se
associam para formar calpaina heterodimérica. Em ratos knockout para calpaina, a auséncia
de atividade de p- e m-calpaina é letal (Sorimachi et al., 2011b), confirmando assim o seu
papel essencial nas funcdes celulares para o desenvolvimento.

No sistema nervoso, essas duas formas sdo as principais isoformas de calpainas que
sdo amplamente expressas e sdo encontradas tanto no soma como nos terminais sinapticos dos
neurdnios. Os substratos de calpaina nos neurdnios incluem proteinas sinapticas, tais como
receptores de membrana, proteinas citoesqueléticas, proteinas de densidade pds-sinaptica
(PSD-95) e mediadores intracelulares que sdo criticos para a funcdo sinaptica (Kretsinger,
1997, Ravulapalli et al., 2009, Chan et al., 2010, Sorimachi et al., 2011b, a, Ono and

Sorimachi, 2012). Abordagens farmacologicas baseadas na inibi¢cdo farmacoldgica de todas as
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calpainas sugerem que as calpainas participam de muitos processos neuronais, como
excitabilidade, liberacdo de neurotransmissores, plasticidade sinaptica, transducdo de sinal,
trafego vesicular, estabilizacdo estrutural e transcricdo génica (Bertipaglia and Carafoli, 2007,
Cortesio et al., 2010).

1.8  PAPEL FISIOLOGICO DA CALPAINA

As calpainas atuam em inumeras cascatas de sinalizacdo intracelular mediadas por
Ca2*. Os principais substratos dessa protease sdo os receptores NMDA e AMPA, canais de
calcio voltagem dependente do tipo L e proteinas do citoesqueleto e do cdrtex celular. Os
substratos da calpaina estdo relacionados com a plasticidade sindptica e com a memodria,
fortalecendo assim a nossa hipotese que a calpaina tem um papel central nas memorias
aversivas.

As calpainas sdo ativadas principalmente pela entrada de célcio através de receptores
NMDA (Vanderklish et al., 1995) e, cada subunidade do receptor NMDA tem uma cauda C-
terminal que interage com o citoplasma, como por exemplo, proteinas de ancoragem,
elementos do citoesqueleto, fosfatases e cinases. Entretanto, os terminais-C de trés
subunidades de GIuN2 (N2A, N2B e N2C), menos o GIuN1, sdo alvo da protedlise, podendo
reduzir a densidade de receptor de NMDA e atividade das sinapses (Niethammer et al., 1996,
Bi et al., 2000, Wu et al., 2004). Contudo as clivagens nas subunidades GIuN2 da-se quase
exclusivamente N2B (Simpkins et al., 2003), tanto in vitro como in vivo (Guttmann et al.,
2002, Wu et al., 2005, Dong et al., 2015), j& que a subunidade GIUN2A est4 intimamente
ligada a proteina de densidade pds-sinaptica (PSD-95), essa liga-se a cauda C-terminal da
N2A e impede a clivagem pela calpaina. Apenas quando diminui a interacdo da PSD-95 com
a subunidade N2A ou a remocéo do sitio de ligacdo PSD-95 que permite que N2A seja um
substrato para calpaina (El-Husseini Ael et al., 2002).

O receptor AMPA ¢é composto por quatro subunidade, designadas GIluAl-4. As
subunidades GIuAl, GIuA2 e GIuA3 sdo provavelmente alvos de calpaina (Gellerman et al.,
1997, Lu et al., 2000). A clivagem da subunidade GIuAl por calpaina também ocorre no
dominio C-terminal. Em cultura de neurdnios, a atividade da calpaina parece remover 0s
receptores AMPA (GluA1-3) de densidades pds-sinapticas, corroborando com esse resultado,
em roedores, evidencia que a calpaina pode ndo apenas degradar os receptores AMPA mas

também pode expor regides da proteina que ndo sdo geralmente acessiveis e favorecer a
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endocitose. Lu e colaboradores mostraram em fatias de hipocampo de rato, que a ativacao da
calpaina pode promover a turnover dos receptores de AMPA nas sinapses (Lu et al., 2000).

Outra forma extremamente importante de entrada de calcio nos neurénios da-se pelos
canais de calcio voltagem dependente do tipo L, desempenhado um papel chave em varias
fungdes neuronais, como excitabilidade da membrana, liberagdo de neurotransmissores,
fosforilagdo proteica, expressdo génica e plasticidade sinptica. Os canais Ca?* de tipo L s&o
compostos basicamente por trés subunidades diferentes, incluindo subunidades al como sua
subunidade formadora de poros. Em cultura de neurdnios hipocampais, a atividade da
calpaina é capaz de clivar as subunidades alC (Hell et al., 1996), podendo alterar as
propriedades eletrofisiologicas desses canais (Klockner et al., 1995).

A atividade da calpaina também modula a arquitetura sinaptica, pois a espectrina
isoforma all (chamada também de a-fodrina) € um dos principais componentes estruturais do
citoesqueleto da membrana neuronal, ou seja, responsavel pela morfologia do contato
sinaptico (Goodman et al., 1995). Uma vez que, a oll-espectrina é ancorada a membrana
plasmatica e se liga a actina, calmodulina e aos microtdbulos, a sua clivagem pela calpaina
acarreta em alteracGes funcionais da membrana plasmatica (Vanderklish et al., 1995). Sabe-se
que a all-espectrina € um substrato da calpaina no hipocampo e cerebelo, entretanto muitas
outras estruturas encefélicas devem apresentar os mesmos substratos da calpaina (Siman et
al., 1984).

A calpaina possui varios outros substratos, inclusive varias outras proteinas sinapticas,
como a SAP-97 e GRIP1, responsaveis por ancorar e estabilizar os receptores AMPA na
sinapse (lwakura et al., 2001, Jourdi et al., 2003). Em certas condi¢Ges (principalmente
citotoxicas) a proteina associada aos microtibulos (MAP-2) pode ser clivada pela calpaina
(Siman and Noszek, 1988). Da mesma forma, a em algumas condi¢cdes a PSD-95 também é

alvo da atividade dessa protease (Ehlers, 2003).

2 HIPOTESE

Levando em consideracdo a intima associacdo entre plasticidade sinéptica,
remodelagdo dos espinhos dendriticos e memdria aversiva, levantamos a hipotese que a
atividade das calpainas sdo cruciais para as memdarias aversivas, assim a sua inibicao levaria
ao prejuizo da memdria. Uma vez que, essas proteases apresentam um papel decisivo na

plasticidade sinaptica e que permite a remodelacdo dos espinhos dendriticos.
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3 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar se a inibicdo farmacologica das calpainas prejudica os diferentes processos da
memoria aversiva em ratos Wistar submetidos na tarefa de condicionamento aversivo
contextual (CAC).

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar uma curva dose resposta do antagonista de calpaina (PD150606) na
consolidacdo de memdrias aversivas no CAC em ratos Wistar;

2. Apos verificar a dose mais efetiva, avaliar a janela temporal da atividade da
calpaina o processo consolidacdo de memdrias aversivas no CAC em ratos Wistar;

3. Testar se a administracdo de PD150606 tem efeitos na memdria de curta
duracdo no CAC em ratos Wistar

4. Testar se a administracdo de PD150606 prejudica a evocacdao da memoria

aversiva no CAC em ratos Wistar;

5. Testar se a administracdo de PD150606 prejudica a reconsolidacdo da memoria

aversiva no CAC em ratos Wistar.

4 RESULTADOS

4.1 ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados dessa dissertacdo culminaram no artigo cientifico apresentado na
sequéncia, submetido a Neurobiology of Lerning and Memory. O referido artigo intitula-se
“Calpain modulates fear memory consolidation, retrieval and reconsolidation in the

hippocampus.”
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Abstract

It has been proposed that long-lasting changes in dendritic spines provide a physical correlate
for memory formation and maintenance. Spine size and shape are highly plastic, controlled by
actin polymerization/depolymerization cycles. This actin dynamics is regulated by proteins
such as calpain, a calcium-dependent cysteine protease that cleaves the structural cytoskeleton
proteins and other targets involved in synaptic plasticity. Here, we tested whether the
pharmacological inhibition of calpain in the dorsal hippocampus affects memory
consolidation, retrieval, and reconsolidation in rats trained in contextual fear conditioning. We
first found that post-training infusion of the calpain inhibitor PD150606 impaired long-term
memory consolidation, but not short-term memory. Next, we showed that pre-test infusion of
the calpain inhibitor hindered memory retrieval. Finally, blocking calpain activity after
memory reactivation disrupted reconsolidation. Taken together, our results have shown that
calpain plays an essential role in the hippocampus by enabling memory formation, expression,

and reconsolidation.

Keywords: protease; synaptic plasticity; PD150606; rats; fear conditioning.
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1. Introduction

The process by which information is retained as long-lasting memory does not occur
instantaneously. Initially, new memories are plastic and sensitive to modulation, and
gradually, they are transformed into a more stable form. This time-dependent stabilization
process is called consolidation (McGaugh, 2000, Frankfurt and Luine, 2015). In the last
decade, significant evidence has shown that a well-consolidated memory may undergo a new
labile state induced by retrieval, allowing memory to be modified before being reconsolidated
(Nader et al., 2000, De Oliveira Alvares et al., 2013). Following long-term potentiation
(LTP), memory formation, and memory retrieval, glutamate is released from presynaptic
terminals in the hippocampus, acting on NMDARs. This process leads to Ca*™ influx, which
activates several enzymes in dendritic spines, including calpain (Vanderklish et al., 1996).

Calpain is a calcium-dependent cysteine protease widely distributed in mammalian
tissues (Briz and Baudry, 2016). In the brain, there are only two calpain isoforms: calpain-1
(aka p-calpain) and calpain-2 (aka m-calpain). Both are highly expressed in dendritic spines
and postsynaptic density (PSD) (Baudry and Bi, 2013, Dong et al., 2015).

It has been shown that calpain regulates a varied set of biological processes (Goll et
al., 2003), including synaptic plasticity (Briz and Baudry, 2016). More specifically, studies
have demonstrated that calpains have several pertinent functions on synaptic restructuring
(Zadran et al., 2010) and LTP induction (Lynch and Baudry, 1984). It has been proposed that,
during LTP, the Ca** influx activates the enzyme calpain, which degrades the cytoskeletal
protein spectrin, promoting an increase in AMPAR levels in the postsynaptic density (PSD)
by degrading the F-actin network (Lynch and Gleichman, 2007, Gu et al., 2010, Donkor,
2015). Indeed, either the pharmacological (Oliver et al., 1989) or genetic (Amini et al., 2013)
inhibition of calpain is able to prevent LTP induction. Memory studies in animals have shown

that calpain-1 knockout mice exhibit impaired memory in both object recognition and fear
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memory (Zhu et al., 2015). Moreover, Liang et al. (2017) have reported that the calpain
inhibition in the nucleus accumbens impairs drug reward memory reconsolidation in
conditioned place preference (CPP) and self-administration (Liang et al., 2017). In the same
study, they also showed that drug-related memory retrieval increases the calpain activity
(Liang et al., 2017). Altogether, this evidence suggests an important role played by calpain on
synaptic plasticity and memory.

The actin network disassembling through spectrin degradation by calpain has been
proposed as an initial step to induce a plastic state such as memory consolidation or LTP
induction (Lynch and Gleichman, 2007). This process undergoes an unstable state in the
dendritic spines, which allows it to be modified before being rebuilt by actin network
reorganization in a larger and more stable form (Rudy, 2015a, b). The objective of the present
study was to evaluate the effects of hippocampal inhibition of calpain on memory

consolidation, retrieval, and reconsolidation in the contextual fear conditioning in rats.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

Male Wistar rats (2-3 months old, weighing approximately 350g) from Biophysics
Department at the Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS) were used for all the
experiments. They were housed in Plexiglas boxes, 4-5 animals per cage. Animals were kept
on 12:12 light/dark cycle under controlled temperature (21°C %2), with food and water
available ad libitum. All the procedures followed the Brazilian ethical guidelines for animal

research (protocol n° 33025).

2.2. Stereotaxic Surgery and Cannulae implantation
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The rats were anesthetized by intraperitoneal injection with ketamine (75mg/kg) and
xylazine (10mg/kg) and secure in a Kopf stereotaxic apparatus. Bilateral guide cannulae were
targeted for placement directly above the CAL region of the dorsal hippocampus (AP -4.0mm
(from bregma), LL +3.0mm, DV -1.6mm, 1.0mm) (Supplementary Figure). We used
Meloxicam (analgesic and nonsteroidal anti-inflammatory; 1mg/Kg; via subcutaneous) 20
minutes before surgery, and then once a day in the following two days. Animals were allowed
5-7 days to recover before experimentation. Following the appropriate behavioral task,
animals were euthanized and their brains were collected to ensure accurate cannula
placement. Animals with inaccurate cannula position were excluded from the statistical
analysis.

2.3. Drugs and Microinfusion

PD150606 (Sigma-Aldrich), a calpain-specific inhibitor (0.01; 0.1; 1; 10 and 100 puM;
dissolved in 1% DMSO) or its vehicle (DMSO 1%) was infused bilaterally into CA1 region
of the dorsal hippocampus. At the time of infusion, a 27-gauge needle was fit into the 22-
gauge guide cannula, with its tip protruding 1.0 mm beyond the guide cannula. All the
infusions were delivered at a rate of 0.5 pL/side (PD150606 or DMSO 1%) over the 60s, and
30 additional seconds were waited before removing the infusion needle. A total volume of
1uL of PD150606 or vehicle was injected into the hippocampus. The effective 1 uM dose

represents the concentration of 0.306 ng/pL.

2.4. Contextual Fear Conditioning
The conditioning chamber consisted of an illuminated Plexiglas box (25 x 25cm grid
of parallel 0.1-cm caliber stainless steel bars spaced 1cm apart). In the training session, rats

were placed in the conditioning chamber for 3min before receiving two 2-s, 0.7-mA foot
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shocks separated by a 30-s interval; they were kept in the conditioning context for an
additional 30-s before returning to their home cage.

Animals were re-exposed to the same conditioning chamber (without foot-shock) for 5
min in Experiment 4 (reconsolidation). A 4min re-exposition was performed in all the test
sessions.

2.5. Behavioral Measurement

Freezing behavior was used as a memory index, being registered with a stopwatch in
real time by an experienced observer that was unaware of the experimental conditions.
Freezing was defined as total cessation of all movements except those required for respiration
(Blanchard and Blanchard, 1969), and it was scored in blocks of 1 minute in the test and
reactivation session.

2.6. Open Field

Locomotor activity and anxiety-like behavior were assessed in the Open Field test.
The apparatus consisted of a circular arena (180 cm diameter) with walls 50cm high. The
floor was subdivided into 12 quadrants and 3 concentric zones (periphery, intermediary, and
center). The animals were exposed to the apparatus for 5 minutes, during which the time spent
on the periphery zone (thigmotaxis behavior), the number of crossings between the quadrants
were measured.

2.7. Statistical Analysis

The data were expressed as mean + SEM. The statistical analyses were performed
using Student's unpaired t-test (Two-tailed), one-way or two-way analysis of variance
(ANOVA), followed by Tukey's post hoc test, when necessary. All data used the confidence

level of 95% and the values of P <0.05 were considered statistically significant.

3. Results
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3.1. Memory consolidation requires calpain activity

It is assumed that memory formation relies on morphological and density changes of
dendritic spines that follow learning. Calpains modulate the morphology of dendritic spines
by reorganizing their cytoskeleton structure (Baudry and Bi, 2013, 2016). Thus, we
hypothesized that inhibiting calpain activity would impair fear memory consolidation.

In order to address this question, we first performed a dose-response curve for the
calpain antagonist — PD150606 (Fig. 1B). We used five different concentrations of the drug:
0.01, 0.1, 1, 10, and 100 pM. Our results showed that calpain inhibition impairs memory
consolidation (One-way ANOVA,; Fs41 = 6.001; P = 0.0003). The 1 pM concentration of the
drug showed the largest impairment effect in freezing behavior, displaying approximately
85% less freezing compared to the control group (Tukey post-hoc; P = 0.001). The other
concentrations showed no significant difference between the drug and control group (control
vs 0.01 uM, P =0.99; Control vs 0.1uM, P = 0.99; Control vs 10 uM, P = 0.08; Control vs
100 uM, P = 0.97). Thus, we kept using the 1uM dose in the following experiments.

It has been shown that cellular and molecular dynamics of a dendritic spine are not
critical for short-term memory (STM) (Sala and Segal, 2014, Maiti et al., 2015). Next, we
further assessed whether calpain would be involved in STM. Our results showed that calpain
inhibition does not impair memory when the test is performed 2 hours after training,
suggesting that STM does not require calpain activity as shown in Figure 1D (T13=0.844; P =
0.41). However, the PD150606 treated group expressed lower freezing levels in the re-test
performed 46 h later (T3 = 0.55; P = 0.0001). In order to examine whether calpain inhibition
also affects memory consolidation outside the hippocampus, we infused PD150606 in the
striatum or in the retrosplenial cortex. No difference was found in the test performed 48 h

later (data not shown).
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Figure 1. Memory consolidation requires calpain activity (A) Experimental design for
LTM. (B) During the test session, freezing levels were reduced by calpain inhibitor when
compared to the control group. (C) Experimental design for STM and LTM. (D) Calpain
activity is not required for short-term memory (STM) (P = 0.41) (control group, n = 8; drug
group, n = 7). (E) Calpain activity is required for long-term memory (LTM) (P = 0.0001)
(control group, n = 8; drug group, n = 7). Data are shown in mean £ SEM. ** Represents P

<0.005; **** P <0.0001.

3.2. Calpain inhibition after training is time-dependent
A large body of evidence indicates that memory consolidation may be modulated up to
6 hours after learning (Mcgaugh, 2015). In our next experiments, we infused the calpain

inhibitor at different time-points after training in order to verify the interval by which calpain

100pM
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activity would affect memory consolidation. To address this question, we infused the calpain
antagonist 1 or 6 h after the conditioning session (Fig. 2A). Two-way ANOVA revealed
significant difference in time vs treatment interaction F12; = 9.723; P = 0.005. Tukey’s post
hoc analysis has shown that PD150606 administration 1h after the conditioning session
reduced freezing levels compared to the vehicle groups (P = 0.006). However, when the drug
was infused 6 h later, there was no difference between the drug and control groups (P = 0.94),
as shown in Figure 2B. These results show that the calpain activity is time-dependent

following fear conditioning.
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Figure 2. Calpain inhibition after training is time-dependent (A) Experimental
design. (B) Animals infused with PD150606 1 hour after conditioning session (n = 6)

expressed lower freezing levels when compared to the control group (n = 8). Nevertheless,
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there was no difference between the drug (n = 6) and control (n = 6) groups when the

PD150606 was infused 6h later. Data are shown in mean £ SEM. ** Represents P <0.005.

3.3. Calpain controls fear memory retrieval

It has been proposed that memory retrieval is an active process that requires protein
synthesis and AMPA trafficking (Lopez et al., 2015). Moreover, we have recently shown that
the inhibition of LIMK (an important actin dynamics regulator that controls cofilin) in the
hippocampus impairs memory retrieval, suggesting that retrieval requires an ongoing balance
between actin polymerization and depolymerization in order to retrieve memory (Lunardi et
al., 2017). Since calpain is also closely related to actin dynamics, we hypothesized that it
could be involved in memory retrieval.

In order to address this possibility, animals have been fear conditioned as described
above and tested 48h later. Twenty minutes before the test session, the PD150606 was
infused into the hippocampus. Animals treated with the calpain inhibitor expressed lower
freezing levels compared with the control (T2o = 7.393; P < 0.0001; Fig 3B). This result
indicates that calpain plays an important role in memory retrieval.

In order to rule out the possibility that the above results could induce non-mnemonic
effects, animals received an intra-hippocampal infusion of PD150606 or vehicle and, 20 min
later, they were tested in the open-field task. No difference was found between the groups
either in the crossings (T12 = 0.478; P = 0.64) or in the time spent in the central arena (T2 =

0.684; P = 0.51).
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Figure 3. Calpain controls fear memory retrieval (A) Experimental design. (B) Animals
infused with PD150606 pre-test (n = 11) expressed lower freezing levels compared to the
control group (n = 12). (C) Experimental design of the open field task. (D) Drug (n = 7) or
vehicle (n = 7) administration 20 minutes before the test did not influence the number of
crossings (P = 0.64), or (E) the time spent in the central arena (P = 0.51). Data are shown in

mean £ SEM. **** Represents p <0.0001.

3.4. Calpain inhibition impairs memory reconsolidation

Memory is a dynamic process and can be modified when reactivated. Retrieval may
lead memory into a transient labile state followed by a new stabilization process called
reconsolidation. The experiments shown above suggest that calpain is involved in active
processes such as memory consolidation and retrieval. Hence, we hypothesized that calpain

activity would also be required in memory reconsolidation. In order to assess this issue,
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calpain inhibitor was administered immediately after reactivation, and the animals were tested
24h later (Fig. 4A). As expected, in the reactivation session, there was no difference in the
freezing levels between the groups (T21 = 0.224; P = 0.83). However, inhibiting calpain after
the reactivation session impaired memory reconsolidation (T2 = 3.397; P = 0.003).
Additionally, we performed another experiment without reactivation in order to rule out any
possible effect of PD150606 per se. No difference was found between the groups (T =
1.127; P = 0.28). Taken together, these results indicate that memory reactivation induces a

plastic state that requires calpain activity to be reconsolidated.
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Figure 4. Calpain inhibition impairs memory reconsolidation (A) Experimental
design. (B) Control (n = 11) and PD150606 group (n = 12) did not differ during the
reactivation session. (C) Calpain antagonist given immediately after reactivation impaired
memory reconsolidation (P = 0.003). (D) Experimental design (E) PD150606 has no effect
when infused in animals in the absence of reactivation (P = 0.28). Data are shown in mean +

SEM. ** Represents P <0.005.

4. Discussion

The current study investigated the hippocampal role played by calpain on memory
consolidation, retrieval, and reconsolidation in the contextual fear conditioning task in rats.
We used the selective, potent, and cell-permeable non-peptide calpain inhibitor PD150606
(Ki= 0.21 and 0.37 uM for calpain 1 and 2, respectively), which binds to the Ca?" -binding
domain of calpain with high affinity only when the substrate is bound to the protease. It
presents high specificity for calpains compared with other proteases. (Wang et al., 1996). We
have first shown that the bilateral infusion of the calpain inhibitor PD150606 in the
hippocampus immediately after training disrupted memory consolidation. This result agrees
with previous findings showing that pharmacological (Zhu et al., 2015) or genetic (Briz et al.,
2013) calpain interference disrupts LTP induction and memory (Baudry et al., 2015).
Following learning, memory is unstable and vulnerable to interference. The process of
stabilization takes some hours to occur until consolidated in a more stable form. We have
shown that calpain activity is still required to modulate memory consolidation one hour, but
not 6h after training.

Retrieval has long been thought to be a simple reactivation of the previously acquired
engram. However, very recent studies have suggested that retrieval is not a simple passive

readout of stored information. For instance, Lopez et al., (2015) have demonstrated that
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ongoing protein synthesis is required to retrieve fear memories by controlling AMPAR
expression in the PSD that takes place during memory expression. Moreover, we have
described that the LIMK-Cofilin pathway, an important biochemical cascade that regulates
actin dynamics, controls memory retrieval (Lunardi et al., 2017). These studies go in the same
direction of the ones reported here, showing that calpain inhibition impairs retrieval. We
suggest that there is an ongoing cytoskeleton remodeling process which is extremely well
regulated and maintains the dendritic spine stability. Thus, if an important player involved in
this process such as calpain is affected, then this finely-tuned balance is temporally disrupted.
Considering that calpain inhibitor was infused 20 min before the test session, retrieval was
affected by the treatment, impairing fear memory expression.

Memory is an extremely dynamic process and, even after consolidation, it can be
modified when reactivated. Then, retrieval may lead memory into a transient labile state
followed by a reconsolidation process. By affecting reconsolidation, it is possible to enhance,
impair, or update memory with new information (Nader et al., 2000, Lee, 2008, 2009, De
Oliveira Alvares et al., 2013). In order to be reconsolidated, memory must undergo a labile
state, which will allow it to be modified. Then, it must be reconsolidated in order to persist. If
the reconsolidation process is disrupted, the memory may be permanently impaired (Nader et
al., 2000). We have shown that calpain plays an important role in memory reconsolidation
since the hippocampal infusion of PD150606 immediately after reactivation disrupted
memory. This result agrees with a recent study showing that memory reactivation increases
calpain activity in the nucleus accumbens and is required to reconsolidate drug reward
memory (Liang et al., 2017). This result suggests that reconsolidation induces a dendritic
spine reorganization that must be rebuilt in order to maintain and/or update memory. Then,

we propose that when memory is strengthened, weakened, or updated with new information,
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the dendritic spines undergo a labile state before being rebuilt in a new morphology/size. This
rebuilding process is controlled by actin dynamics regulators such as calpain.

Actin filaments (F-actin) are highly enriched in spines of glutamatergic neurons and
provide the structural foundation for distinct dendritic spine shape; size and changes are
associated with synaptic modification (Matus, 2000, Matus et al., 2000). It has been suggested
that F-actin assembly is associated with dendritic spine enlargement, and disassembly with
spine shrinkage (Bosch and Hayashi, 2012, Fortin et al., 2012). Assembly and disassembly of
F-actin are primarily controlled by actin-binding proteins, such as cofilinl, LIMK, and
calpain. The first well described neuronal target of calpain was spectrin (Riederer et al.,
1987). Brain spectrin is the major cytoskeleton component of the neuronal membrane
(Czogalla and Sikorski, 2005). Spectrin and polymerized actin are crosslinked in the dendritic
spines, creating a resistance against depolymerization. The calcium entrance activates calpain,
which degrades spectrin and promotes actin disassembling (Czogalla and Sikorski, 2005,
Lynch and Gleichman, 2007).

It has been proposed that memory formation or LTP induction involves firstly the
cytoskeleton degradation (Lynch and Baudry, 1984, Rudy, 2015a). In fact, actin dynamics
regulate the AMPA receptor trafficking to be inserted in the PSD during LTP induction (Gu et
al., 2010), indicating the central role played by the actin remodeling on synaptic plasticity.
Then, in a few minutes followed by LTP induction, the dendritic spine is remodeled into a
wider larger form (Honkura et al., 2008, Bosch and Hayashi, 2012).

Based on the important calpain function in the actin dynamics, it is not surprising that
inhibiting calpain activity affects memory consolidation, retrieval, and reconsolidation. It is
important to note that, although calpain has been historically implicated in the actin dynamics,
recent findings have reported several other important roles played by calpain 1 and 2, such as

controlling protein synthesis (Briz and Baudry, 2016). In accordance with a model proposed
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by Baudry & Bi, 2016, the Ca?* influx through NMDA receptor stimulation during LTP
induction or learning activates rapidly calpain-1, which cleaves a number of regulatory and
cytoskeletal proteins such as spectrin, SCOP (an ERK inhibitor), talin, drebrin, and
MARCKS, leading to the ERK pathway activation and the reorganization of actin filaments.
On the other hand, calpain-2 is activated after a few minutes, inducing protein synthesis
involved in plasticity such as CAMKII, Arc, and RhoA, by activating mTOR through the
PTEN cleavage. Interestingly, one of these proteins is SCOP, which inhibits ERK, therefore
limiting its action during consolidation. Thus, calpain 1 and 2 may play opposite roles in
memory processes (Liu et al., 2016; Briz & Baudry, 2016). Based on such model, it is
possible to suggest that the lower 1uM dose, as presented in this study, affects primarily
calpain 1, whereas the higher doses affect both isoforms, leading to a distinct outcome.
Indeed, a recent study has shown that a calpain-2 inhibitor enhances memory and rescues the
memory deficit expressed in calpain 1 knockout animals (Liu et al., 2016). These recent
findings bring up a far more complex view of the role played by calpains in the regulation of
memory and open a new and interesting avenue of investigation.

In conclusion, we propose that the calcium influx from NMDA receptors activates
calpain in order to degrade its substrates and promote contextual fear memory consolidation,

retrieval, and reconsolidation.
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5 CONCLUSAO

NOs podemos concluir que:
- A atividade de ambas as isoformas da calpaina sdo cruciais para a consolidacdo da memoria
aversiva em ratos Wistar, pois a sua inibicdo acarretou em prejuizo nesse processo;
- A concentracdo mais eficaz do antagonista foi de 1 pM;
- Os mecanismos subjacentes dessa protease ndo sao requeridos para a memoria de curta
duracdo, apenas para a memoria de longa duracdo, visto que as alteracfes estruturais e
moleculares sdo apenas fundamentais para a LTM;
- A atividade dessa protease s6 é essencial no inicio do processo de consolidagdo, ou seja,
apenas no periodo mais susceptivel de interferéncia — na janela de consolidacdo, pois seis
horas apos o treino a infusdo da PD150606 ndo tem mais efeitos significativos;
- A inibicdo da calpaina prejudicou severamente a evocagdo da memoria aversiva, sendo
assim, sugerimos que o processo de evocacgdo seja caracterizado por ser dindmico e que
envolve uma certa plasticidade sinaptica;
- Os mecanismos de reorganizacao sinaptica que ocorrem durante a labilizacdo do traco da
memoria sdo dependentes da atividade da calpaina, pois a sua inibigdo acarretou em prejuizos
na reconsolidacdo da memoria.

Em conjunto, concluimos que a atividade dessa protease estd associada com periodos
em que o traco da memoria se torna labil e passivel de modulacdo, dessa forma a sua
atividade se mostra essencial para a formacdo, expressdo e reconsolidacdo da memoria

aversiva.
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6 FIGURAS SUPLEMENTARES
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Figura 1. Infusbes do antagonista das calpainas fora do hipocampo dorsal. (A) Protocolo
experimental. (B) Teste da consolidacdo com infusdo no CPu (controlesn =7 e droga n = 7,
(T12 = 0.891; p = 0.39). (C) Teste da consolidacdo com infusdo no RSC (controles n = 6 e
drogan=6; T1o = 1.891; p = 0.09). Os dados sdo expressos em média + SEM.

Figura 2. Representacdo histolégica da localizagdo das infusGes do antagonista no Striatum —
CPu. (A) Imagem representativa mostrando a localizacdo das cénulas. (B) Cada ponto

representa um animal.
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Figura 3. Representacdo histoldgica da localizacdo das infusdes do antagonista no Cortex
Retrosplenial — RSC. (A) Imagem representativa mostrando a localizacdo das canulas. (B)

Cada ponto representa um animal.

Figura 4. Representacdo histoldgica da localizacdo das infusdes do antagonista no hipocampo
dorsal. (A) Fotomicrografia mostrando a localizacdo das cénulas — magnificacdo de 4X
(técnica de Nissl). (B) Imagem representativa da localizagdo das cénulas. (C) Cada ponto

representa um animal escolhido de forma aleatdria de todos os experimentos.
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