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Resumo

Neste estudo nds investigamos a participacdo da cinase ativada por p21 do grupo |
(PAK 1) no processamento da memoria aversiva em ratos. Usamos o teste
comportamental de medo condicionado contextual para avaliar a memoria aversiva de
curta e de longa duragéo, em ratos controles ou tratados com IPA-3 (inibidor das PAK -
0,5; 1,0; 2,0mM). Os tratamentos foram infundidos na regido CA1 do hipocampo, 15
min pré-treino ou 15 min ou 3 ou 6 ou 12 h pds-treino ou 15 min pré-teste realizado 24
h apds o treino, a fim de avaliar a participacdo das PAK | sobre a aquisicéo, fase inicial
e final da consolidagéo, persisténcia e evocacdo da memoria de curta (MCD) e de longa
duracdo (MLD). Os testes para MCD foram realizados 90 min pds- treino, sendo que 0s
testes para avaliar a MLD foram executados 24h apds o treino e os testes para avaliar
persisténcia da memoria foram realizados 7 dias ap6s o treino. Os resultados obtidos
mostraram que a inje¢cdo de IPA-3 nas trés concentragOes utilizadas ndo prejudica
aquisicdo das MCD e MLD. No entanto, quando infundidos 15 min ou 3 h ap6s o treino
0 IPA-3 prejudica a memédria MLD, sem apresentar efeito sobre MCD. Quando
infundidos 6 ou 12h pds-treino, os animais ndo mostraram alteracdes MLD medida 24 h
apos o treino. No entanto, quando o teste foi realizado 7 dias ap6s o treino em animais
que receberam a infusdo de IPA-3 12 h pos-treino houve um déficit significativo na
persisténcia da memaria. Nao houve alteracédo significativa na atividade locomotora dos
animais submetidos ao tratamento, verificada através da tarefa de campo aberto. Os
dados nos sugerem que as PAK | ndo parecem ser necessarias para a formagdo da
memoria de curta duracdo, no entanto, seu bloqueio provocou alteracdo nas fases inicial

e tardia da consolidagdo da MLD, bem como na persisténcia da memoria.
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1. Introducéo

Na concepcdo cientifica atual o processamento da memoria ndo ocorre em um
evento unico, € inicialmente fragil e vulneravel a diversos fatores que podem
interromper sua decorréncia e impedir sua conclusdo. Apds a aquisi¢do, as memarias
passam por um processo que pode se prolongar por diversos dias, o qual faz das
informacBes aprendidas tracos estaveis ao longo do tempo e resistentes a condigdes
desestabilizadoras (Medina et al., 2008). Sabe-se hoje que o0 aprendizado é um processo
caracterizado por alteracdes fisioldgicas e morfologicas na transmissdo sinaptica, as
quais sdo denominadas de plasticidade sinaptica. Esse processo ocorre tanto em nivel
molecular quanto estrutural e deve ser consolidado a fim de tornar a meméria adquirida

estavel e persistente (Lamprecht et al., 2004).

As mudancas metabolicas previstas em um neurbnio que € repetidamente
ativado levam-no a emitir projecBes que se aproximam e estabelecem vinculos
associativos com outras células nervosas, 0 que constitui a base fisica da memoria.
Quando essas alteracfes sdo temporarias ou reversiveis se formam as memorias de curta
duracdo (MCD), no entanto, as mudancgas persistentes resultam nas memorias de longa
duracdo (MLD), sendo bem estabelecido que neste caso é necessario expressdo génica e

sintese.

O desenvolvimento de plasticidade sinaptica ocorre em diversos locais do
sistema nervoso envolvidos com diferentes processos fisiologicos. O aumento da forca
sinaptica resultante do incremento na plasticidade parece importante tanto para a
formacdo e organizacdo sinaptica durante o desenvolvimento do cérebral, quanto na

aprendizagem ao longo da vida (Victor, Michael, Eric e Thomas, 2007). Os receptores
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glutamatérgicos do tipo a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole propidnico (AMPA) sédo
0s principais transdutores de transmissdo excitatoria rapida no SNC de mamiferos
(Malinow e Malenka, 2002). O aumento no deslocamento desses receptores para a
membrana celular com o incremento da sua densidade na superficie da célula tem sido
fortemente relacionado com o desenvolvimento da plasticidade sinaptica em regifes do
SNC associadas com a formagdo da memdria, tais como o hipocampo (Wasling,

Strandberg e Hanse, 2012; Malinow e Malenka, 2002).

A principal consequéncia desse processo € o fendbmeno da Potencializacdo de
Longa Duracgéo (PLD), descrita por Terje & Lomo em 1966 (Martin et al., 2000). Bliss
e Lomo descobriram que com a aplicacdo de um breve estimulo de alta frequéncia em
qualquer uma das vias hipocampais, tanto em in vivo quanto in vitro, havia a inducéo de
um processo de fortalecimento das sinapses que poderia durar dias até semanas (Bliss e

Collingridge, 1993).

Posteriormente (1986), em estudo realizado por Morris, foi constatado que o
bloqueio farmacologico dos receptores glutamatérgicos N-Metil-D-aspartato (NMDA)
causava déficits da formacdo da memoria e bloqueio da PLD. Esse trabalho forneceu as
primeiras evidéncias de que os eventos de formacdo da memoria estdo correlacionados

com o desenvolvimento da PLD (Morris et al., 1986).

Adicionam-se a esses, inimeros estudos que demonstram 0s eventos
moleculares comuns ao desenvolvimento da PLD e os mecanismos de formacdo da
memoria, tais como a ativacao dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA e AMPA

como evento inicial e o posterior aumento da atividade de diversas proteinas cinases
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intracelulares (ver detalhes em : Riedel et al., 1999; Vianna et al., 2000; Izquierdo et al.,

2008).

1.1. Classificacdo das memorias

1.1.1. Memoria de curta e de longa duracao

A memoria de curta duracdo (MCD) consiste num processamento independente
da sintese de proteinas e permanece por um tempo relativametne breve,
aproximadamente de 3-6 h. Pode-se dizer que a MCD dura um tempo suficiente para
que a consolidagdo celular da memaria de longa duracédo (MLD) se complete. Na MCD
ndo ocorre a formagdo de traco molecular, ndo ocorrendo alteracdes celulares
significativas e ndo havendo incremento estrutural em nivel sinptico (Vianna et al.,

2000, Barros et al., 2004, Izquierdo, 2011).

A MLD ¢ caracterizada por ser dependente de transcri¢do génica e traducéo de
acido ribonucleico (RNA), com consequente sintese de proteinas. Seu processo ocorre
no hipocampo e depende de um periodo de cerca de 3-6 horas, paralelo a MCD, para
que possa se estabilizar e concretizar sua consolidacdo, durante a qual fica suscetivel a
diversos fatores que podem prejudicar seu estabelecimento (traumas, farmacos,
aquisicdo de outras informacdes). A MLD caracteriza-se por promover alteracdes
morfologicas de grupos de neurdnios e incremento estrutural e molecular das suas
sinapses e por deixar tracos que podem ser encontrados por periodos longos, como
muitos dias, semanas ou até meses. (McGauch 1966; Viana et al., 2000, Barros et al.,

2004; 1zquierdo, 2011).
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1.1.2. Memoarias recentes e remotas

As memodrias recentes corresponderiam as memdrias que sofrem a completa
consolidacdo celular/sinaptica, duram poucos dias e ainda permanecem nas regifes
pertinentes a aquisicdo das informacdes. Por outro lado, as memorias remotas ja se
encontram em nivel de consolidacdo sistémica, em circuitos cerebrais que sucedem
funcionalmente as estruturas responsaveis pela aquisi¢do; tracos que sobrevivem aos
estagios iniciais e que podem ser evocadas semanas a diante do aprendizado (Medina et

al., 2008).

N&o ha um consenso sobre a localizacdo especifica das memorias recentes e
remotas, mas alguns autores sugerem que as memdarias recentes seriam processadas e
armazenadas no hipocampo, enquanto que as remotas seriam armazenadas no
neocortex, mas em alguns casos o hipocampo ainda seria determinante para seu

rastreamento (Medina et al., 2008, Goshen et al., 2011).

1.2. Fases da Memoaria

O aprendizado altera os constituintes proteicos das sinapses do circuito neuronal
responsavel pela aquisicdo da nova memoria, elevando a funcionalidade dessas sinapses
e fortalecendo a codificacdo das informacgdes. No entanto, o amadurecimento das
memorias adquiridas ndo ocorre instantaneamente. As informagfes sdo gradualmente
estabilizadas através da consolidagédo, 0 que se da em diversos niveis de organizacao e
complexidade e seu mecanismo varia dependentemente do tipo de memoria envolvida

(Kandel, 2001).
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A consolidacdo das memorias é um processo bastante complexo em termos de
envolvimento molecular e de estruturas cerebrais, sendo classificada em dois tipos:
consolidacdo sinéptica (celular) e consolidagdo sistémica (Duday, 2004; Frankland e

Bontempi, 2005).

A consolidacdo sinaptica corresponde ao periodo que envolve eventos
moleculares e celulares que ocorrem nas regies cerebrais responsaveis pelo inicio do
armazenamento das informacdes aprendidas recentemente. Inicia logo apds a aquisicédo

e € relativamente rapida, podendo durar de 3-6h (lzquierdo et al., 2006) (Fig. 1).

O hipocampo, especialmente a regido CAL, € uma area cerebral extremamente
relevante para a ocorréncia da consolidacdo celular da memoria, sendo suas celulas
piramidais os principais alvos das alteracfes morfoldgicas e estruturais que culminam
com a estabilizacdo do aprendizado adquirido (Kandel, 2001; Fernandez, Tendolkar,
2006; Takehara-Nishiuchi, Maal-Bared, Morrissey, 2011). Ha registros de casos de
humanos que apds sofrerem lesdo de estruturas como hipocampo e amigdala foram
acometidos por prejuizos na formacdo da memoria, o que também foi observado em
individuos que sofreram lesdo isquémica bilateral especificamente na regido CAL do
hipocampo. Cabe ressaltar que os déficits de memoria sofridos por esses individuos
restringiam-se a memoria recente, ndo afetando a memoria remota (Squire, 2009).
Assim, pode-se inferir que as estruturas que compde o lobo temporal medial estdo

relacionadas com o periodo inicial dos mecanismos pertinentes ao aprendizado.

Por outro lado, a consolidacdo sistémica envolve mecanismos relativamente
lentos, iniciando varios dias apds a aquisicdo e pode se estender por semanas. Esta fase

envolve regides neocorticais em interagdo com outras estruturas do lobo temporal
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medial pertinentes a reorganizagdo da aprendizagem recente (como 0 hipocampo),
sendo através desses mecanismos que as memorias aprendidas alcangcam outras regides
cerebrais onde irdo permanecer por um tempo prolongado (Dudai e Phillips, 2000;
Dudai e Eisenberg, 2004; Restivo, Vetere, Bontempi, Ammassari-Teule, 2009; Vetere et

al., 2011).

Regides como o hipocampo, a amigdala, o cértex entorrinal e o cértex parietal
posterior sdo acessadas para a evocacdo da memoria nos primeiros dias que seguem a
aquisicdo. A evocacao da memoria ap6s 30 dias da aquisicdo depende da atividade
apenas dos coértex entorrinal e o parietal posterior e passados 60 dias apenas 0 cortex
parietal posterior € necessario (Izquierdo e Medina, 1997; Teixeira et al., 2006). Assim,
parece que 0 hipocampo, a amidala, o cortex entorrinal e o cortex parietal posterior
seguem uma progrecdo sequencial no processamento da memoria, que se da ao longo do
tempo a partir da aquisicao (lzquierdo e Medina, 1997). O hipocampo é importante para
a estabilizacdo da memoria, especialmente durante os primeiros dias, até as primeiras
semanas ap0s a aquisicdo. ApoOs esse periodo as informacbes adquiridas e ja
estabilizadas vd@o sendo destinadas as demais estruturas adquirindo um carater
independente das atividades hipocampais (lzquierdo et al., 2006; Bekinschtein et al.,

2007).

Uma vez consolidadas, as MLD podem persistir por um longo periodo que pode
se estender por anos (lzquierdo, 2008). Cerca de 12 h pos-aquisi¢do, uma nova fase
dependente de eventos moleculares como sintese de novas proteinas € requerida nas

células piramidais do hipocampo, a fim de formar um traco para persisténcia da MLD
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adquirida. Essa fase é denominada persisténcia e resulta na manutencdo da MLD

(Bekinschtein et al., 2007) (Fig. 1).

Dentre os elementos importantes para a fase de persisténcia da MLD estdo o
fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e proteina cinase regulada por sinal
extracelular (ERK). H& um aumento significativo nos niveis de BDNF e de fosforilacédo
das proteinas cinase ativadas por mitdgenos (MAPKs) /ERK Y% 12 h apds o
aprendizado, além do aumento da sintese dos fatores de transcricdo zif268 e c-Fos 24 h

depois do treino (Bekinschtein et al., 2007, Medina et al., 2008).

Bekinschtein e colaboradores (2007) demonstraram que onde a atividade do
BDNF foi inibida em neurbnios da regido CA1 do hipocampo, foi observado uma
reducdo significativa nos niveis de expressdo de c-Fos 9 h e 24 h depois do treino e
uma expressiva reducdo na memoria remota. A quantidade de ERK fosforilada também
ficou comprometida nesses neurénios, uma vez que o BDNF € um importante ativador
da ERK e de sua atividade nos processos de fosforilacdo do elemento de resposta ao
AMPc (CREB) em fungdo da PLD, importante forma de plasticidade sinaptica nos
mecanismos de persisténcia da memoria de longa duracdo (Bekinschetein et al., 2007a;

Bekinschtein et al., 2008).

ml |3h | |ﬂ| 24h
|Aquisig§o | |Conso|idag§o |

Figura 1. Diferentes fases da memoria. A aquisicdo consiste na primeira fase da memoria, que acontece durante a experiéncia a ser
aprendida. Imediatamente ap6s a aquisi¢do tem inicio a consolidacdo, fase que requer a ativacdo de indmeros mecanismos
bioquimicos de sinalizacgéo e transcricdo de proteinas e dura cerca de 6 horas. Ao redor de 12h a partir da aquisicéo inicia a fase de
persisténcia da memoria, uma reativacdo endogena dos mecanismos moleculares dependentes de nova sintese proteica na regido
CAL1 do hipocampo, o que resulta na manutengéo da MLD.
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1.3. Morfologia celular

Os dendritos apresentam micro especializacfes na sua superficie, chamadas
espinhas dendriticas, as quais sdo altamente enriquecidas com actina, além de serem
compostas por microtubulos e filamentos intermediarios. Diversos estudos demonstram
que condi¢cbes que induzem a atividade sinaptica levam a mudancas no formato e
numero das espinhas. Esse processo parece envolver a interacdo entre actina e outras
proteinas associadas ao citoesqueleto, sendo de extrema relevancia a formacgdo do
aprendizado e memoria (Capani et al., 2001; Merriam, 2011; Vastagh et al., 2012) (Fig.

2).

Técnicas de imagem como microscopia confocal e eletrénica, tém possibilitado a
visualisacdo de mudancas estruturais em nivel de espinhas dendriticas, por influéncia da
atividade sinaptica. A observacdo de cultura organotipica de células piramidais do
hipocampo mostrou mudanca na forma das espinhas dentriticas, especialmente em nivel
da cabeca dos espinhos. Tais alteracbes foram bloquedas reversivelmente por
citocalasina, um importante inibidor da polimerizacdo da actina, sugerindo que o
processo ¢ mediado pela formacdo de polimeros dessa proteina (Nikonenko et al.,

2002).

Com auxilio de microscopia eletrénica foi possivel estimar a faixa de densidade
de espinhos nos dentritos adultos de células piramidais da regido CALl e de células
granulares do hipocampo. Essas regides sdo densamente compostas por espinhas
dentriticas, aproximando-se de 2-4 espinhos por micrémetro de dendritos. As dimensdes
das espinhas sinapticas da regido CA1 do hipocampo estdo fortemente relacionadas com

as da densidade pos-sinaptica (DPS), ja tendo sido evidenciadas correlagdo dimensional
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entre a PSD e a area da cabeca das espinhas (Herris, Stevens, 1989; Nimchinsky et al.,

2002).

Através da utilizacdo de técnicas de marcacdo por coloracdo de F-actina, foi
observada alta concentracdo de F-actina na cabeca das espinhas dendriticas, mas a
presenca dos filamentos diminui ou desaparece no pescog¢o das espinhas, sugerindo que
F-actina € mais numerosa na cabeca do que no pescoco dos espinhos (Fifkova e Delay,
1982; Landis e Reese, 1983; Hirokawa, 1989; Hotulainen et al., 2009). A existéncia de
altos niveis de actina em espinhas dendriticas estd de acordo com estudos anteriores
usando imunocitoquimica bem como em exame de ultra-estrutura de tecido nervoso,
onde também se confirmou a presenca de altos niveis de F-actina, com cerca de 8-9 nm
de diametro, nas cabecas das espinhas dendriticas adultas (Capani et al., 2001;

Nimchinsky et al., 2002).

Espinhas dendriticas da regido CAl do hipocampo de ratos podem sofrer
mudancas em sua forma e niumero, em resposta a estimulacao tetanica que induz a PLD.
As alteracbes na dimensdo das espinhas podem influenciar a eficacia sinaptica,
constituindo uma base celular para a plasticidade neuronal e formacdo da memoria

(Herris e Stevens, 1989; Lamprecht et al., 2004) (Fig. 2).

A (DPS) é uma especializagdo do citoesqueleto na jungdo sinaptica, €
ligeiramente curva e segue o contorno da cabeca da coluna dendritica, sendo quase
invariavelmente encontrada em oposicdo direta a zona ativa da terminacdo pré-
sinaptica. Palay em 1958 percebeu que a membrana pds-sinptica era mais espessa €
mais densa na regido que ficava em oposicdo ao terminal pré-sinaptico, em detrimento

dos demais locais da membrana (Ziff , 1997; Capani et al., 2001).
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A DPS consiste de citoesqueleto e proteinas regulamentares, algumas das quais
ficam em contato com a rede de canais idnicos pds-sinapticos. Além disso, a DPS
apresenta uma matriz estrutural que ancora proteinas cinases, fosfatases e demais
moléculas sinalizadoras, 0 que sugere que essa regido € organizadora geral da
maquinaria de sinalizacdo e transducdo pos sinaptica. A DPS é claramente visualizada
com técnicas de microscopia eletrdnica, em sinapses glutamatérgicas da regido CA1 do
hipocampo e de células de Purkinje (Hering e Sheng, 2001; Cingolane e Goda, 2008;

Spruston e Nelson, 2008).

(Lamprecht et al., 2004)

Figura 2. Aumento no nimero de espinhas pos-sinapticas em resposta ao estimulo pré-sinaptico, nos neurénios piramidais da regido
CAL1 do hipocampo. Essas alteragdes na morfologia e no nimero das espinhas sdo acompanhadas por um encremento no ndmero e
distribuicdo dos receptores glutamatérgicos e de polirribossomos, bem como na atividade das cinases e outras moléculas envolvidas
no processo de sinalizagao intracelular em CA1 do hipocampo, em funcéo do aprendizado.

1.4 Bases moleculares do aprendizado e memdria e sinalizagdo intracelular

O processo de plasticidade na regido CA1 do hipocampo é desencadeado pela
ativagdo de neurbnios glutamatérgicos. Os neurdnios pré-sinapticos liberam o
neurotransmissor glutamato na fenda sinaptica, o qual se liga nos receptores

glutamatérgicos pds-sinépticos do tipo AMPA, NMDA e metabotropicos. Assim, 0S
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receptores AMPA, que sdo canais i6nicos, permitem a entrada de Na" despolarizando a
célula. A despolarizagdo celular juntamente com a ligacdo do glutamato nos receptores
NMDA, os quais também sdo canais idnicos, resulta na abertura desses receptores e
influxo de Ca*? na célula, iniciando uma cascata de eventos moleculares que irdo afetar

a expressao génica e o arranjo proteico nas células (Lamprecht et al., 2004) (Fig. 3).

O aumento da concentracdo de Ca*? intracelular ocorre principalmente pelo
influxo através dos canais i6nicos glutamatérgicos AMPA e NMDA ou pela liberacéo
do célcio intracelular a partir de seus reservatorios. Esse aumento nos niveis de Ca*
intracelular leva a ativacdo de algumas proteinas cinases, dentre elas a proteina cinase
ativada por célcio (PKC), proteina cinase calcio calmodulina dependente 11 (CamKIl) e
proteina cinase dependente de AMPc (PKA), alem de outras moléculas como segundos
mensageiros e fatores de transcricdo. A CamKIl é ativada por fosforilagdo no
hipocampo diretamente pelo influxo de Ca*? intracelular, principalmente nos primeiros
minutos apos a aquisi¢do de uma memoria; sua atividade é intensamente elevada aos 30
min ap06s a aquisicdo, mas retorna aos niveis basais em até 120 minutos. Ainda nos
primeiros minutos apés um treino comportamental a CamKII torna-se capaz de se
autofosforilar, induzindo sua atividade independente do influxo de Ca*? celular
(Izquierdo e Medina, 1997; West et al., 2001; Frankland et al., 2004; Izquierdo et al.,

2006) (Fig. 3).

Evidéncias substanciais demonstram que nas regides CAl e CA3 do hipocampo,
a atividade de CamKIll é o gatilho da PLD. A CamKIl fosforila os receptores
ionotropicos do tipo AMPA favorecendo suas funcdes de canalizagio de Na' para o

meio intracelular e prolongando a excitabilidade celular (Maiford et al., 1996; Bejar et
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al., 2002) além de fosforilar inimeras proteinas da DPS (Biedenkapp e Rudy, 2007;

Medina et al., 2008) (Fig. 3).

A proteina cinase dependente de calcio (PKC) é moduladora da atividade
sinaptica e essencial para continuidade da PLD ap6s sua inducdo em CALl do
hipocampo. Essa cinase esta fortemente ativa aos 30 min apds aquisi¢do e sua atividade
pos-sinaptica ativa a enzima adenilil ciclase, o que resulta na inducdo da PKA. Esta
ultima, por sua vez, também adiciona fosfato nos receptores glutamatérgicos do tipo
AMPA, mas principalmente fosforila o fator de transcricdo CREB. Com esta ac¢ao sobre
0 CREB, a PKA modula a expressao génica e a sintese de proteinas que irdo estruturar a
célula e desenvolver o processo de plasticidade (Shafe et al., 1999; McGaugh, 2000,

Vianna et al., 2000; Izquierdo et al., 2006) (Fig. 3).

Além desse incremento na célula pés-sinaptica devido a melhoria estrutural com
0 aumento da sintese de novas proteinas, e molecular pelo aumento da fosforilacdo de
diversas proteinas e receptores celulares, também ha uma regulacdo positiva na
liberacdo de glutamato pela célula pré-sinaptica. Esse mecanismo se da pela acdo de
uma isoforma de PKC pré-sinaptica e da proteina cinase dependente de guanosina
monofosfato ciclico (PKG). A primeira fosforila a proteina associada ao crescimento 43
kd (GAP-43) na terminagdo pre-sinaptica, aumentando a liberacdo de glutamato na
fenda sinaptica. Ja a PKG, que ¢ ativada pelo aumento da concentracédo intracelular de
guanosina monofosfato ciclico (GMPc), atua em nivel pds-sinaptico induzindo a fungéo
de trés importantes mensageiros retrogrados, o oxido nitrico (NO), o mondxido de

carbono (CO) e o fator de ativagdo plaquetario (PAF). Essas trés moléculas realizam o
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transporte retrogrado até a célula pré-sinaptica onde estimulam a liberagdo de glutamato

(Izquierdo, Medina, 1997; Fitzsimonds e P00,1998; Zhuo, 1998; Ota et al., 2010).

Outras importantes moléculas relacionadas com a plasticidade sinaptica sao as
Rho GTPases, pertencente a superfamilia da Ras GTPases monoméricas. As Rho estdo
envolvidas com a comunicacdo entre a superficie celular e o citoesqueleto de actina.
Essas moléculas, assim como as demais pertencentes a superfamilia da Ras, variam
entra as formas ativas e inativas devido ao fator de troca de nucleotideo guanina
(GEFs), que ativa a Rho desligando-a do GDP e associando-a a um GTP. A inativacao
da Rho ocorre através das GTPases da Rho, que hidrolizam o GTP trocando-o0 por um
GDP. No SNC os GEFs sdo ativados principalmente pelo influxo de Ca*® na célula e
pela atividade do diacilglicerol, sendo esses dois, importantes desencadeadores da

atividade das Rho GTPases (Saneyoshi et al., 2010).

Dentre os substratos da Rho esta a proteina cinase ativada por mitdgeno
(MAPKKK/Raf). Esta é a primeira molécula ativa huma cascata de eventos conhecida
como via da Erk/MAPK, a qual atua no ndcleo celular resultando em mudangas na
expressao génica e na atividade proteica. Apos MAKKK/Raf ser ativada por Rho ela
fosforila uma segunda molécula da via da Erk, a Mek/MAPKK, a qual fosforila e ativa a
propria Erk/MAPK. Esta finalmente atua sobre o ndcleo celular fosforilando o CREB e
induzindo a transcricdo de genes que codificam a sintese de proteinas que incrementarao

a estrutura pos-sinaptica (Frost et al., 1997; Eblen et al., 2002; Bozon et al., 2003).
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Figura 3. Receptores glutamatérgicus e o gatilho do processo de plasticidade sinptica no aprendizado. O glutamato liberado pela
terminacéo pré-sinaptica atua sobre os receptores AMPA na célula pés-sinaptica levando a sua despolarizacéo pelo influxo de sédio.
Com a redugéo do potencial de membrana ocorre o influxo de calcio na célula através dos receptores NMDA, canais i6nicos assim
como os receptores AMPA A despolarizacdo levando ao influxo de sddio e despolarizagdo da célula. O influxo de célcio
desencadeia uma cascata de sinalizagdo intracelular envolvendo a atividade de diversas moléculas tais como as cinases CaMKII,
PKC, MAPK e PKA, o segundo mensageiro AMPc, dentre outras. Esse processo resulta na fosforilagdo e aumento na atividade dos
receptores AMPA, bem como na fosforilagio e ativagdo do fator de transcricdo CREB e consequente sintese de proteinas que irdo

incrementar o citoesqueleto e aumentar o nimero de moléculas e organelas importantes ao mecanismo de plasticidade sinaptica.
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1.4.1 Cinase ativada por p21 (PAK)

A polimerizacdo da actina é um evento fundamental para o incremento do
citoesqueleto, acarretando no aumento da superficie pés-sinaptica, do numero de
receptores de superficie celular e desenvolvimento das espinhas dendriticas e da
densidade pds-sinaptica. Dentre as diversas moléculas que participam da cascata
enzimatica que modula esse processo de polimerizacdo proteica nos neurénios
piramidais da regido CA1 do hipocampo estdo as cinases ativadas por p21 (PAK), outro
substrato das Rho GTPases, mais precisamente das Rac-1 e Cdc42 (Saneyoshi et al.,

2010).

Nos mamiferos as PAK estdo distribuidas em dois grandes grupos de diferentes
isoformas: Grupo I, com as PAK 1, 2 e 3 e Grupo Il, com as PAK 4, 5 e 6. Diversos
estudos tém demonstrado o envolvimento das PAK na dinamica do citoesqueleto,
movimento, migracdo e proliferacdo celular. As PAK do grupo | estdo presentes no
encéfalo e sua atividade esta sendo implicada em fun¢des como retardo mental, doenca
de Alhzeimer e processamento da memoria (Bokosh, 2003; Miller et al., 2006; Kreis e

Barnier, 2009).

As PAK do grupo | sdo estruturalmente semelhantes e nos mamiferos
apresentam uma homologia superior a 90%. As isoformas 2 e 3 das PAK tem
respectivamente 97% e 93% dos seus amino acidos iguais aos da isoforma 1, mas suas
fungbes ndo sdo semelhantes. Em roedores e primatas a PAK 1 é encontrada nos
axonios, dendritos e ndcleo celular, principalmente em células do hipocampo, cerebelo e

cortex (Manser et al., 1995; Li et al., 2002; Singh et al., 2005) enquanto a PAK 3 ¢
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mais expressa nos corpos celulares e dendritos, preferencialmente em células do

hipocampo, cortex, amigdala e bulbo olfatério (Manser et al., 1995; Ong et al., 2002).

Acredita-se que as PAK encontram-se na forma inativa de um homodimero pela
associacdo de duas moléculas, onde o dominio N-terminal regularério de uma se liga e
inibe o dominio C-terminal catalitico da outra. As pequenas GTPases, como a Cdc42 e a
Racl, induzem uma alteracdo conformacional nas PAKSs possibilitando a sua
fosforilagcdo por outras cinases, resultando na sua ativacdo. Primeiramente a Cdc42 ou
Racl se ligam a regido reguladora N-terminal na molécula da PAK, no dominio de
ligacdo de p21(PBD), perturbando a dimerizacéo e levando a molécula a expor seu sitio
de fosforilacdo. Para que a PAK torne-se ativa é necessario que ela sofra uma regulacéo
alosteérica, realizada pelas GTPases Cdc42 e Rac-1, e seja fosforilada por outras cinases,
tais como a proteina cinase dependente de fosfatidilinositol (PDK1) (Kreis e Barnier,

2009).

As PAK sdo importantes nos processos de polimerizacéo da actina e incremento
do citoesqueleto em diferentes regides do SNC, inclusive em CAl do hipocampo. O
laboratdrio do pesquisador Tonegawa forneceu os primeiros sinais experimentais acerca
da participacdo das PAK na plasticidade sinaptica. Através de estudos realizados com
ratos que apresentavam alteracdo trangénica para essas cinases, eles observaram que a
interferéncia na atividade das PAK resultava em reducéo das espinhas dendriticas em

neurdnios corticais e déficit de memoria (Hayashi et al., 2004).

Em um trabalho experimental com neurdnios hipocampais mutantes que
superexpressavam PAK1 e PAKS3, foi observado um aumento significativo no

desenvolvimento dos dendritos, bem como no nimero e comprimento das espinhas. O
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aumento no numero de espinhas dendriticas e das saliéncias dendriticas nos neurdnios
hipocampais que expressaram a PAK1 em rela¢do aos controles foi de 39% e 176%,
respectivamente. Dados que mais uma vez sugerem que a atividade cinase das PAK é
importante para morfogénese das espinhas dendriticas e para formagdo das sinapses

excitatorias (Zhang et al., 2005).

Ainda, as PAK exercem um papel significativo nos eventos que possibilitam o
incremento do citoesqueleto de células glutamatérgicas, através de uma importante via
que reduz a atividade da enzima coafilina, a principal reguladora da polimerizacdo da
actina. Essa enzima, quando desfosforilada, torna-se ativa e liga-se a actina
desestabilizando a formacao dos polimeros. A LIMK, uma outra cinase de expressiva
competéncia na morfologia dendritica e PLD, a qual fosforila a coafilina suprimindo sua
atividade, inibindo a ligacdo desta com a actina e, portanto, favorecendo a
polimerizacdo. As PAK quando ativadas fosforilam a LIMK induzindo sua funcéo de
cinase inibitoria sobre a coafilina e elevando os niveis de polimerizacdo de actina (Asrar

et al., 2009; Kreis e Barnier, 2009; Saneyoshi et al., 2010).

As PAK também atuam na transmissdo de sinal intracelular através da via da
Erk, que resulta na ativacdo de fatores de transcricdo intranuclear e sintese de novas
proteinas. Estudos mostram que as PAK exercem regulacdo positiva na MAPKKK/Raf-
1 no residuo Ser-338, melhorando seu acoplamento Ras-Raf, contribuindo para sua
méaxima atividade (Frost et al., 1997). Também foi observado a capacidade das PAK de
fosforilar a MAPKK/Mek1 no residuo Ser-298, induzindo a autofosforilacdo em sua
alca de ativacéo, tornando-a ativa independentemente da via Ras/Raf. Estas observagdes

tornam as PAK importante reguladoras da Erk (Frost et al., 1997; Sun et al., 2000;
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Slack-Davis et al.,, 2003; Park et al., 2007). Evidéncias experimentais com
camundongos knockouts (KO) para PAK 3 demonstram uma diminui¢do da
fosforilagdo do fator de transcricdo CREB, o que fortalece a ideia de que essa cinase
estd envolvida na regulacdo do incremento do citoesqueleto e no desenvolvimento da

plasticidade sindptica e memoria (Meng et al., 2005; Muller et al., 2006).

2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Identificar o envolvimento das cinase ativada por p21 (PAK) do grupo I, no

processamento da memaria aversiva em ratos.

2.2. Objetivos Especificos

- Identificar o envolvimento das PAK I, na fase de aquisicdo das memdrias de

curta e longa duracgéo, no teste de medo condicionado contextual;

- Verificar a participacdo das PAK I, nas fases inicial e tardia da consolidacéo da

memoria de longa duracéo, no teste de medo condicionado contextual;

- Verificar a importancia das PAK 1, na evocacdo da memoria de longa duragéo,

avaliada na tarefa de medo condicionado contextual;

- Investigar o envolvimento das PAK 1, na persisténcia da memoria de longa

duracdo, atraves do teste de medo condicionado contextual.
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Abstract

Several studies have shown the involvement of p2l-activated kinase (PAK) in
the dynamics of cellular cytoskeleton, resulting in cognitive and mnemonic changes.
The aim of this work was to verify the role of group | PAK in aversive memory, set
through the contextual fear conditioning (CFC) task in rats treated with an inhibitor of
group | PAK, IPA-3 (0.5, 1.0 or 2.0 mM). The inhibitor was infused in the CAL region
of the hippocampus while control groups received saline or vehicle (DMSO 3%).
Treatments were performed 15 min before, or 15 min, 3, 6 or 12 h after the training
session (TrS) in the CFC, in order to analyze the effect of this enzyme upon acquisition,
consolidation, retrieval and memory persistence. Test sessions (TS) were carried out 90
min after training in the groups treated 15 min prior to TrS and 15 min after TrS in an
attempt to verify the participation of group I PAK in short-term memory (STM).
Further TS were carried out 24 h after TrS in order to evaluate the treatments against
long-term memory (LTM) parameters. Groups treated with IPA-3 at three
concentrations, 12 h after TrS, were also tested 7 days afterwards to evaluate memory
persistence. Results show that the inhibition of group | PAK hindered the early and late
phases of consolidation as well as the persistence of memory. No effects were observed
on STM, neither on the acquisition nor on the retrieval of LTM. These findings suggest
that group | PAK plays an important role in consolidation and persistence of memory,
since the inhibition of PAK in the CAL region of hippocampus yielded an amnesic

effect in rats subjected to contextual fear conditioning task.
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1. Introducéo

Memory formation relies on a complex process which involves molecular
mechanisms and morphological alterations that stabilize the acquired information
(Lamprecht & LeDoux, 2004). However, this process is not immediate and occurs in
distinct phases. The hippocampus is a crucial region for the acquisition, consolidation,
retrieval and persistence of information (Bernabeu et al., 1997). After acquisition,
memory undergoes a process of consolidation that lasts from 3 to 6 hours. Then, the
acquired information is stabilized through morphological and molecular changes in the
synapses involved in the activation of the system (Kandel, 2001). Synaptic plasticity is
the basis of long-term potentiation (LTP) and memory formation (Bliss & Collingridge,
1993). In this process, there is an increase in the polymerization and distribution of actin
in the cytoskeleton as well as an increment in pyramidal cells in the hippocampus
(Sweatt, 1999). The molecular events that lead to the polymerization of actin and
protein synthesis in the hippocampal CA1 region involve the activity of several proteins
(Izquierdo, Bevilaqua, Rossato, Bonin, Medina, & Cammarota, 2006; Fortin et al.,
2010). Among these proteins is the p21 serine/threonine activated kinase (PAK), which
has been linked to mechanisms of plasticity and mnemonic processes by an increasing
number of studies in vitro as well as with knockout (KO) animals (Meng, Meng, Hanna,

Janus, & Jia, 2005; Boda, Jourdain, & Muller, 2008).

The activity of PAK is regulated by Rho GTPases Cdc42 and Racl. These
GTPases induce a conformational change in PAK, allowing its phosphorylation by other
kinases and resulting in its activation. PAK has been implicated in important

intracellular signaling pathways that regulate many morphogenetic processes, such as
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changes in cytoskeleton and development of cellular plasticity. Studies performed on
this kinase have demonstrated its importance in some areas of human health, including
the neurological field (Chan & Manser, 2012). Also, several studies have shown the
involvement of PAK in cellular cytoskeleton dynamics, resulting in cognitive and
mnemonic deficits (Manser et al., 1995). Research by Tonegawa provided the first
experimental insights about the participation of PAK in synaptic plasticity, through a
study on transgenic rats with low PAK activity. The animals presented a reduction in
the density of dendritic spines in cortical neurons as well as memory deficits (Hayashi

et al., 2004).

While active, PAK can directly induce the activity of Rafl and/or MEK,
enhancing Erk signaling pathway and culminating in CREB phosphorylation and
protein synthesis. Furthermore, the activity of PAK in the Rac-LIMK pathway promotes
the phosphorylation and consequent inactivation of cofilin, thus inducing
polymerization of actin (Meng et al., 2005). A study with KO mice for the gene that
encodes PAK3 showed that the animals presented a deficit in the late phase of LTP, as
well as decreased levels of phosphorylated CREB (Meng, Meng, Hanna, Janus, & Jia,
2005). These data point to the role of PAK in the formation, maturation and
establishment of dendritic spines (Asrar, Meng, Zhou, Todorovski, Huang, & Jia, 2008;

Kreis & Barnier, 2009; Saneyoshi, Fortin, & Soderling, 2010).

The aim of this study was to verify the role of group | PAK in the acquisition,
consolidation, persistence and retrieval of aversive memory, set through the task of
contextual fear conditioning in rats treated with IPA-3, an inhibitor of PAK from group

I, infused in the CA1 region of the hippocampus.
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2. Materials and Methods

2.1 Subjects and stereotaxic surgery

The animal model used in this study was Rattus norvegicus, of the Wistar strain.
Male rats n = 350 (age 2-3 months; weight 250-280 g) were obtained from the breeding
colony of Universidade Federal do Rio Grande (Rio Grande, RS, Brazil). The animals
were kept in groups of five in each cage, with a 12 h light/dark cycle, at a temperature

of 22 °C + 1 °C, with food and water ad libitum.

After a week of acclimation, the animals were submitted to a stereotaxic surgery
for the bilateral implant of cannulae in the CAL region of the hippocampus (see details,
Barros, Ramirez, Dos Reis, & lzquierdo, 2004), under Ketamin (62.5 mg/kg) and
Xilazin (13 mg/kg) anesthesia. The guide cannulae were fixed with acrylic resin 1 mm
above CAL1 region of dorsal hippocampus, following the coordinates relative to bregma:
anteroposterior, 4.3 mm; mediolateral, 3.0 mm; dorsoventral, 1.8 mm (Paxinos &
Watson, 1997). At the end of the surgery, in order to prevent infections, the animals
were treated with an antibiotic association (Pentabi6tico®, Brazil). This work has been
approved by the ethics committee for animal experimentation of FURG, under the

register 067/2011.

2.2 Treatments

Treatments were administered through an injection of either saline solution,
DMSO 3% (vehicle, Sigma), or IPA-3 (PAK I inhibitor, Sigma) at concentrations of
0.5, 1.0 or 2.0mM (Deacon, 2008), bilaterally into the CA1 region of the hippocampus.

An infusion cannula, coupled with a polyethylene tube in a Hamilton microsyringe,
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protruded 1.0 mm beyond the guide cannula introduced in the CAL region of the
hippocampus. In all the infusion procedures, 1 pL of solution was slowly injected at a
constant rate for 30 s, after which the infusion cannula was left in its place for an
additional 15 s in order to avoid backflow. Infusions were carried out first on one side
and then on the other, so the total infusion time was about 90 s. The treatments were
administered either 15 min prior to the training session, or 15 min, 3 or 6 or 12 h after
training; or 15 min prior to the test session, in order to verify the participation of PAK |
In acquisition, consolidation, persistence and retrieval of memory, respectively, in rats
submitted to the contextual fear conditioning task (Barros, Ramirez, & Izquierdo, 2005;

Parfitt, Campos, Barbosa, Koth, & Barros, 2012).

2.3 Behavioral tests

2.3.1 Contextual fear conditioning

After recovering from surgery, the animals were manipulated for three days
during 10 min to avoid neophobia and then submitted to the contextual fear
conditioning task (CFC). The CFC apparatus consisted in an acrylic box (25X25X25
cm), whose floor consisted of parallel stainless steel bars spaced 1.0 cm apart from each

other.

During the training session, the animals were placed in the apparatus for a period
of 5 min. After the first 3 minutes of habituation, the animals underwent a sequence of 3
footshocks of 0.7 mA, each lasting 2 s. After the shocks, they remained in the device
until completing the period of 5 min. In order to evaluate short-term memory, a test
session was performed 90 min after the training. Memory retention was tested 24 h or 7

days post-training in order to evaluate long-term and persistence of memory,
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respectively. Test session procedure was similar to the training, also lasting for 5
minutes. However, no foot shock was applied, and the latency of ‘freezing’ behavior
was registered. Freezing was defined as the time during which the animals showed no
motion except for breathing movements (Bekinschtein, Cammarota, Igaz, Bevilaqua,

Izquierdo, & Medina, 2007).

2.3.2 Open Field

In order to discard any possible effects of the treatments in the motor activity of
the animals, a test using the open field (OF) task was individually performed after the
CFC. The OF apparatus consisted in a wood box (40x60x50cm) with the floor divided
into 12 identical squares and the front wall made of glass. Initially, the subjects were
placed on the posterior left square area of the box and allowed to explore the arena for a
period of 5 min. During this period an observer registered the number of times the
animals crossed the lines, as well as the number of times the animals adopted rearing

position.

2.4 Cannulae placements

Post-mortem verification of cannulae placements were performed as previously
described (Barros, Ramirez, Dos Reis, & lzquierdo, 2004; Barros, Ramirez, &
Izquierdo, 2005; Parfitt, Campos, Barbosa, Koth, & Barros, 2012). Briefly, 1 ul of 4%
methylene blue in saline solution was infused through the cannulae. The animals were
then sacrificed by decapitation and had their brains stored in formalin for at least 48h.
The cannulae placements, as verified by histological examination, were found to be
correct (within 1mm of the intended site) in 93% of the animals. Only the behavioral

data from these animals were analyzed.
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2.5 Statistical Analysis

Results obtained from contextual fear conditioning are expressed in the
percentage relation to the control groups, and open field habituation task data are
expressed in mean £ SEM. After verifying the normality and homogeneity of variance,
statistical analysis was made through analysis of variance (ANOVA) followed by

Dunnett's test (P <0.05 was considered to indicate statistical significance).

3. Results

Among the groups infused with saline (control) or DMSO (vehicle), the results
showed no significant difference (P> 0.05, ANOVA followed by Dunnett’s test, n = 10)
on CFC, suggesting that this vehicle did not cause any changes in the behavior of the

subjects.

Animals infused 15 min before the training session were tested twice: first 90
min and then 24 h after the training session, in order to evaluate the effects of the
treatments upon short- and long-term memory, respectively. When infused 15 min prior
to the training session, treated groups showed no significant difference from control
group (P > 0.05; ANOVA followed by Dunnett’s test; n = 10-13) when tested 90 min
and 24 h after training (figure 1). Also, when infused 15 min after the training, treated
and control groups showed no significant differences (P > 0.05; ANOVA followed by
Dunnett’s test; n = 10-15) when tested 90 min after the training session. However, when

tested 24 h post training, the animals treated with IPA-3, at concentrations 0.5, 1.0 and
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2.0 mM, showed impairments in long-term memory (P < 0.05; ANOVA followed by

Dunnett’s test; n = 10-15) (figure 2A).

All doses of IPA-3 administered 3 h post training hindered (P < 0.05; ANOVA
followed by Dunnett’s test; n = 10-14) long-term memory on the subjects (figure 2B).
Conversely, no differences among the groups (P > 0.05; ANOVA followed by
Dunnett’s test; n = 10) that received a group I PAK I inhibitor 6 h after training were

observed in the tests carried out 24 h after training session (figure 2C).

The animals infused 12 h after training were tested on the contextual fear
conditioning task 24 h or 7 days after training, in an attempt to verify the LTM and
persistence of memory, respectively. The group tested 24 h post training showed no
memory impairment whatsoever (P > 0.05; ANOVA followed by Dunnett’s test; n = 9-
15) (figure 3A). Conversely, in the groups treated with IPA-3 12 h after training, a
significant impairment on memory was observed on the animals tested 7 days post
training (figure 3B) when compared to the control group (P < 0.05; ANOVA followed

by Dunnett’s test; n = 10-15).

When the infusion was carried out 15 min prior to LTM test session, no
significant differences were observed among treated and control groups (P > 0.05;

ANOVA followed by Dunnett’s test; n = 10-12) (figure 4).

The animals were also submitted to the OF, in order to detect any possible
influences of the treatment on their motor activity. However, no abnormalities or
significant differences were observed when the treated and control groups were
compared (P> 0.05; ANOVA followed by Dunnett’s test), suggesting that the treatments

caused no interference in the motor activity of the animals (Table 1).
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In summary, no dose-dependent effect on the memory of the rats was shown by
the administration of IPA-3 in the CA1 region of the hippocampus, since the amnesic

effect caused by this inhibitor was significantly similar in all the 3 doses administered.

4. Discussion

Results obtained in this work highlight the participation of PAK in memory
processes. We observed that the inhibition of group | PAK, through the antagonist IPA-
3, impaired the early and late phases of memory consolidation. Also, when the inhibitor
was infused twelve hours after the training session, which is an important window for

the persistence of memory, its maintenance was impaired.

On the other hand, when IPA-3 was administered 15 min prior to the training
session or 6 h afterwards, as well as 15 min prior to the test session, no significant
differences were observed in relation to the control groups. These data may suggest that
group I PAK is not crucial to acquisition, to the late phase of consolidation (6 h after
training session) or to memory retrieval. Importantly, these results may not be attributed
to motor activity alterations, since there were no significant differences between control
and groups that received IPA-3 at three concentrations 15 min before the exposure in

the open field apparatus, concerning crossings and rearings (Table 1).

These findings corroborate the work of Hayashi and collaborators (Hayashi et
al., 2004) with mice expressing a dominant-negative PAK transgene. The animals
presented mnemonic alterations when tested on the CFC 24 h after training. However,

this effect was not observed when the animals were tested 40 min post training. The
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authors also verified a reduction in the density of dendritic spines in the cortical neurons

of these animals (Hayashi et al., 2004).

The infusion of cytochalasin in the lateral amygdala of rats inhibited actin
polymerization in this region, thus impairing long-term, but not short-term memory.
The rats had their memory tested on the CFC 1 h after training and no alterations were
observed. Conversely, results of the test carried out 24 h after the training showed

severely impaired memory formation (Mantzur, Joels, & Lamprecht, 2009).

Additionally, several substrates are triggered by PAK and Racl, such as Raf and
Mek, inducing CREB and LIMK phosphorylation, leading to gene expression and actin
polymerization (Muller, Boda, Nikonenko, & Alberi, 2006). Meng and co-workers
(2005) have observed a reduction in LTP levels in hippocampal neurons of knockout
mice that lacked PAK3 gene. Deficits in the actin polymerization hinder synaptic
plasticity, since LTP formation is preceded by an enhancement in the cofilin

phosphorylation through LIMK (Okamoto, Nagai, Miyawaki, & Hayashi, 2004).

The time points in which PAK impaired learning in the present study match the
periods in which MAPK/Erk and PKA present high activity. It also coincides with the
increase in phosphorylated CREB that leads to gene transcription and protein synthesis
(Bernabeu et al., 1997; Vianna et al., 2000). The activity of Erk increases significantly
in the hippocampus after the training of fear conditioning. Its inhibition immediately
after learning impairs memory retention tested 24 h later (Runyan, Moore, & Dash,
2004; Villarreal & Barea-Rodriguez, 2006). Another study using mutant mice lacking
the a and 6 isoforms of CREB report long-term memory deficits in these animals, in

spite of a preserved short-term memory (Bourtchuladze, Frenguelli, Blendy, Cioffi,
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Schutz, & Silva, 1994). The present data corroborates previous findings of lzquierdo
and co-workers, on several biochemical, pharmacologic, morphological and behavioral
distinctions between short- and long-term memory, which were observed through
conditioning tasks, especially inhibitory avoidance (Vianna, lzquierdo, Barros, Walz,

Medina, & lIzquierdo, 2000).

In this work, we also showed that the inhibition of PAK hindered the persistence
of long-term memory, in a process taking place about 12 h after training, when a phase
known as memory persistence occurs (Bekinschtein, Cammarota, lgaz, Bevilaqua,

Izquierdo, & Medina, 2007; Parfitt, Campos, Barbosa, Koth, & Barros, 2012).

In the persistence phase of memory there is an increase in BDNF expression and
in Erk activity. Also, increases in the levels of transcription factors zif/268 and c-Fos
take place 24 h after training. Any interference in the pathways involving these
molecules can vitiate the maintenance of long-term memory (Bekinschtein, Cammarota,
Izquierdo, & Medina, 2008; Katche et al., 2010). BDNF binding to Trk receptors
affects the phosphorylation of CREB and also the synthesis of proteins through the
activation of Rho GTPases, which in turn trigger PAK and Erk signaling pathways
(Bekinschtein, Cammarota, Izquierdo, & Medina, 2008). These data led us to raise the
hypothesis of a possible influence that PAK may exert on cytoskeleton morphology and

learning processes.

Moreover, changes in the activity of PAK were also observed in
neurodegenerative pathologies, such as Alzheirmer’s disease (AD). This condition is
characterized by the development of 3-amyloid plaques, neurofibrilary tangles and also

considerable reduction in neurons and dendritic spines (Zhao et al., 2006). According to
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Ma and collaborators (2008), -amyloid plaques spoil the effectiveness of signaling
pathways involving PAK, yielding abnormalities in the distribution as well as in the
activity of this enzyme in the hippocampus of AD patients (Ma et al., 2008). Studies
with transgenic mice that express AD revealed that young animals (3 months), in which
the symptoms are still discrete, showed increased levels of phosphorylated PAK1 in
hippocampal cells. However, in older animals (13 months), with high levels of B-
amyloid plaques, the phosphorylation of PAK was significantly reduced. In the same
study, the authors observed that post-mortem samples of hippocampal tissue from
patients severely assailed by AD showed significantly higher levels of phosphorylated

PAK when compared to samples from normal patients (Nguyen et al., 2009).

In conclusion, the data presented in this work suggest that group | PAK play an
important role in the consolidation and persistence of memory, since the inhibition of
this kinase in the CA1 region of the hippocampus yielded an amnesic effect in rats
subjected to CFC. Further studies concerning the elucidation of signal transduction
mechanisms involved in the morphological changes of the cytoskeleton, as well as their
correlation with cognitive performance, may be helpful for better understanding the

diseases related to memory, such as AD.
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Legend figures

Figure 1. Light gray bars represent STM and dark gray bars represent effects of IPA-3
on LTM. The infusion of IPA-3 in the CAL region of hippocampus 15 min after training
did not interfere in memory acquisition and learning, nor did it hinder memory retrieval
when animals were tested 90 min and 24h after training (P > 0.05; ANOVA followed by
Dunnett’s test; n = 10-13). Results are expressed in percentage of freezing (mean +

SEM).

Figure 2. Group | PAK participates in the consolidation of LTM in the CFC (A). The
infusion of IPA-3 in the CA1 region of the hippocampus 15 min after training hindered
LTM consolidation, also interfering in evocation 24h after training (P < 0.05; Dunnett
after ANOVA; n = 10-15). Conversely, evocation of STM was not affected in the tests
carried out 90 min after training (P > 0.05; ANOVA followed by Dunnett’s test; n = 10-
15). (B) Infusion of IPA-3 3h after training impaired LTM consolidation, as tested 24h
after training (P < 0.05; ANOVA followed by Dunnett’s test; n= 14-10) (C) Infusion of
IPA-3 6 h after training did not affect LTM consolidation (P > 0.05); ANOVA followed
by Dunnett’s test; n = 10). Results are expressed in percentage of freezing (mean =+

SEM). Asterisks mean significant differences between control and treated groups.
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Figure 3. (A) There were no deficits in the formation of LTM when animals were
treated with IPA-3 12 h after training (P > 0.05; ANOVA fallowed by Dunnett’s test; n
= 15-9). (B) Infusion of IPA-3 in the dorsal hippocampus 12 h after training impairs
memory persistence, as tested 7 days after training (P < 0.05; ANOVA followed by
Dunnett’s test; n = 10-15). Results are expressed in percentage of freezing (mean +

SEM). Asterisks mean significant differences between control and treated groups.

Figure 4. Infusion of IPA-3 in the CA1 region of the hippocampus of rats 15 min prior
to the test performed 24 h after training session did not disrupt memory retrieval (P >

0.05; ANOVA followed by Dunnett’s test; n = 10).
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Figure 3
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Table

Table 1

Results from locomotor activity in the open field apparatus. Data of crossings and
rearings are expressed in mean * standard error. The animals were treated 15 min prior
to open field task.

Treatments Rearings Crossings
Saline 29.6 +7.85 72.6 +£11.17
DMSO 29.0+5.12 54.6 £ 7.50

IPA -3 0.5 mM 26.33 £ 2.77 60.58 = 4.09
IPA-3 1.0 mM 23.00 + 3.69 55.20 £ 5.47
IPA -3 2.0 mM 21.92 + 3.07 56.33 + 4.69

There were no significantly difference between control and treated groups
(P>0.05ANOVA fallowed by Dunnett’s test; n=10).
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4. Consideracdes Finais

Com base no que este estudo nos forneceu de resultados concluimos que as
cinases ativadas por p21 do grupo | sdo importantes no processamento da memoria,
especialmente na regido CALl do hipocampo de ratos durante o inicio e as 3 h da
consolidacdo da memdria aversiva de longa duracdo, assim como nos eventos de
manutencdo as 12 h apds a aquisicdo, que tornam persistente essa memaria. Observou-
se que a inibicdo dessas cinases antes da sessdo de treino ndo prejudica a aquisi¢édo, 0
periodo tardio da fase de consolidacdo e a evocacdo da memoria longa duracdo, quando
0 bloqueador foi infundido 6 h apos o treino ou 15 min antes da sesséo de teste. Além
disso, ndo foi constatado nenhum déficit na memdria de curta duracdo causado pela
inibicdo das PAK I, mostrando que esse grupo de cinases nao participa dos eventos de

formacéo dessa memoria na tarefa comportamental de medo condicionado contextual.
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