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EPIGRAFE

“The important thing is not to stop questioning. Curiosity has its own
reason for existence. One cannot help but be in awe when he
contemplates the mysteries of eternity, of life, of the marvelous
structure of reality. It is enough if one tries merely to

comprehend a little of this mystery each day".

Albert Einstein


https://www.goodreads.com/author/show/9810.Albert_Einstein

RESUMO

Proteinas de choque térmico da familia de 70 kDa (HSP70) s&o chaperonas moleculares
citoprotetoras que estdo presentes nas células neuronais e podem ser induzidas por uma
variedade de insultos estressantes, mas também pela atividade sinaptica, incluindo
tarefas de aprendizado. Estimulos fisioldgicos que induzem a formacdo de memoria de
longo prazo também sdo capazes de estimular a sintese de HSP70 através da ativacéo de
seu fator de transcricdo. Além disso, ja foi demonstrado que a HSP70 esta envolvida na
estabilizacdo de microtubulos e também na degradagdo da proteina B-amiloide e, por
esse motivo, vem sendo estudada como alvo terapéutico na doenca de Alzheimer. Neste
estudo, investigamos a influéncia da HSP70 nos processos relacionados a memdria e
sua inducdo atraves do tratamento de choque térmico como potencial alvo terapéutico
nos déficits cognitivos relacionados a doenca de Alzheimer. Primeiramente, utilizamos
ratos machos, que foram treinados na tarefa de condicionamento aversivo contextual
(CAC) e entdo o contetdo de HSP70 foi analisado por western blot no hipocampo em
diversos tempos apos o treino e apos reativacdo de curta ou longa duracdo. Observamos
elevacOes rapidas e transitdrias da HSP70 60 min depois do treino. Imunofluorescéncia
com dupla marcacdo de GFAP e HSP70 revelou que os astrocitos nao foram os
responsaveis pela inducdo da HSP70 pelo aprendizado. A distribuicdo de HSP70 foi
marcadamente ao redor das sinapses entre colaterais de Shaffer e células piramidais da
regido CA1l. Do mesmo modo, a reativacdo, tanto de curta como longa duragéo, foi
capaz de elevar os niveis desta proteina no hipocampo dorsal, com pico ainda mais
rapido, em apenas 30 min. Esta elevacdo foi ainda mais significativa quando uma
novidade foi incorporada durante a reativacdo. O choque utilizado ndo interferiu na
inducdo de HSP70, pois ndo foi diferente do grupo apenas reativado. A infusdo de
HSP70 recombinante (hspala) no hipocampo dorsal imediatamente apds o treino
facilitou a consolidacdo da memdria e aumentou a atividade ERK, diminuindo a
atividade da JNK e p38 hipocampais. O bloqueio da HSP70 extracelular enddgena
através da administracdo de anticorpo especifico ndo produziu nenhum efeito adicional
na consolidacdo da memoria quando aplicada imediatamente ap0s o treinamento,
sugerindo que ela estda de fato atuando intracelularmente. Infusdo de rHSP70
imediatamente ap6s reativacdo ndo alterou os valores de freezing quando testado 2 dias
depois. Utilizando camundongos 5XFAD, modelo severo da doenca de Alzheimer,
verificamos a capacidade da HSP70 em modificar pardmetros comportamentais,
induzida a partir de terapia com choque térmico, a fim de minimizar os prejuizos
encontrados na doenca de Alzheimer. Dois meses de tratamento, iniciado aos 3 ou 8
meses de idade, foi capaz de melhorar a memdria de reconhecimento de objetos, a
memoria de condicionamento aversivo ao contexto, e também proteinas relacionadas a
plasticidade no hipocampo e coértex pré-frontal. Melhoras no comportamento do tipo
ansioso, que sdo reduzidos em fémeas 5XFAD, também foi normalizado pelo
tratamento quando avaliado aos 10 meses de idade. Ndo houve alteragdes nos niveis
totais de NF-xB e na ativacdo de GSK3, tanto no hipocampo quanto no cortex pré
frontal. A HSP70 mostrou ser importante nos processos relacionados a memoria, sendo
capaz de ser induzida rapidamente apds aprendizado e reativacdo do mesmo, 0 que
poderia ser uma indicacdo de que a tarefa esta sendo dominada e pode ser uma boa
ferramenta para ser utilizada como um indice de aprendizado. Além disso, o tratamento
de choque térmico, através da utilizacdo de sauna infravermelha, mostrou que a indugéo
de HSP70 é capaz de melhorar pardmetros cognitivos da doenca de Alzheimer que
atualmente ndo possuem tratamento efetivo.
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ABSTRACT

Heat shock proteins of 70 kDa (HSP70) are cytoprotective molecular chaperones that
are present in neuronal cells and can be induced by a variety of stressful insults, but also
by synaptic activity, including learning. The physiological stimuli that induce long-term
memory formation is also capable of stimulating the synthesis of HSP70 through the
activation of its transcription factor. In addition, it has been shown that HSP70 is
involved in the stabilization of microtubules and also in the degradation of B-amyloid
protein, and for this reason, it has been studied as a therapeutic target in Alzheimer's
disease. In our study, we investigated the influence of HSP70 in the processes related to
memory and its induction by heat shock as a potential therapeutic target in the cognitive
deficits related to Alzheimer's disease. Firstly, male rats were trained in the contextual
fear conditioning (CFC) and then the HSP70 content was analyzed by western blot in
the hippocampus after training and after reactivation of short or long duration. We
observed rapid and transient elevations of HSP70 60 min after training.
Immunofluorescence with double labeling of GFAP and HSP72 showed that astrocytes
were not responsible for the induction of HSP72 by learning. The distribution of HSP72
was markedly surround the synapses between the Shaffer collatteral and pyramidal cells
of the CA1 region. Likewise, reactivation, at short or long duration, was able to raise the
levels of this protein in the dorsal hippocampus, even more rapidly, in just 30 min. This
elevation was even more pronounced when a novelty was incorporated during
reactivation. The shock did not interfere in the induction of HSP70, since its content
was not different from the group that was only reactivated. Infusion of recombinant
HSP70 (hspala) in the dorsal hippocampus immediately after training facilitated
memory consolidation and increased ERK activity, decreasing JNK and p38 activity in
the hippocampus. Blocking extracellular endogenous HSP70 through the administration
of specific antibody did not produce any additional effect on memory consolidation
when used immediately training, suggesting that it is actually acting intracellularly.
Infusion of rHSP70 immediately after reactivation did not change the freezing levels
when tested 2 days later. Using 5XFAD mice, a severe model of Alzheimer's disease,
we tested the ability of HSP70 to modify behavioral parameters, induced by heat shock
therapy, in order to minimize the damages found in Alzheimer's disease. Two months of
treatment, initiated at 3 or 8 months of age, were able to improve object recognition
memory, context fear conditioning memory, and also enhance plasticity-related proteins
in the hippocampus and prefrontal cortex. Improvements in anxious-like behavior,
which are reduced in females 5XFAD, were also reversed by treatment when evaluated
at 10 months of age. There were no changes in total NF-xB levels and in GSK3
activation in both the hippocampus and the prefrontal cortex. HSP70 has been shown to
be important in memory-related processes, being induced quickly after learning and
reactivation, which could be an indication that the task is being mastered and can be a
good tool to be used as a learning index. In addition, heat shock treatment through the
use of an infrared sauna showed that the induction of HSP70 is able to improve
cognitive parameters of Alzheimer's disease that have no currently effective treatment.
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1. INTRODUCAO

1.1. Memoria

A memoria pode ser definida como a capacidade de armazenar e posteriormente
evocar informacg6es adquiridas a partir de experiéncias. Este primeiro momento, onde
ocorre a aquisicdo de conhecimentos, é definido como aprendizagem. Esses processos
estdo acontecendo constantemente, o que nos da a capacidade de, baseado nas
experiéncias prévias, repetir ou variar as respostas comportamentais de maneira a
otimizéa-las (Kandel et al., 2014). Sendo assim, a memoria é uma capacidade critica para
a sobrevivéncia de todos os animais, a0 mesmo tempo que se torna a base bioldgica da
nossa individualidade, definindo nossa personalidade e 0 modo como interagimos com
0 mundo.

O substrato fisico da memdria é definido como engrama, introduzido a mais de
100 anos atras por Richard Semon (1921). Engrama sao modificacGes persistentes no
encéfalo que resultam de uma experiéncia ou evento especifico. Envolve o
fortalecimento de conexdes sindpticas entre populacdes de neurdnios que estdo ativos
durante o aprendizado, 0 que aumenta a probabilidade de que este conjunto de
neurdnios sejam ativados com o mesmo padrdo novamente (reativacdo) (Josselyn et al.,
2015).

O primeiro a obter evidéncia de que os processos mnemonicos podiam estar
localizados em regides especificas no encéfalo foi o neurocirurgido Penfield. Em seus
estudos, ele verificou que estimulacGes elétricas aplicadas no lobo temporal eram
suficientes para induzir a reativacdo de experiéncias vividas anteriormente (Penfield,
1958). Resultados mais convincentes emergiram com pacientes que tiveram o lobo
temporal retirado cirurgicamente para tratamento de epilepsia. Um estudo de caso
especialmente importante foi o do paciente Henry Molaison (H.M.), que desenvolveu
epilepsia refrataria a medicamentos ap0s um acidente na infancia e suas crises
intensificaram-se ao longo dos anos, impedindo que ele tivesse uma vida normal. Seu
médico, William Scoville, optou pela retirada bilateral da regido geradora das crises,
que incluiu o hipocampo, amigdala e areas adjacentes do lobo temporal medial. Depois
da cirurgia, o paciente apresentou melhoras no quadro clinico, mas como efeito colateral

se observou um grande prejuizo na formacéo de novas memdorias (amnésia anterograda),
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além de amnésia retrograda para memorias recentes, preservando a capacidade de
formar memorias de procedimentos (Scoville & Milner, 1957).

Estes estudos foram essenciais para a classificacdo de memdrias quanto a
natureza de informacédo codificada e quanto ao tempo que ela pode persistir. A principal
distingdo dentre os tipos de memdria se da entre memorias declarativas e néo-
declarativas, também chamadas de explicitas e implicitas, respectivamente. As
memorias explicitas sdo dependentes de estruturas como o hipocampo e 0 neocortex e
sdo facilmente formadas, mas também facilmente esquecidas, além de serem
conscientemente evocadas. Ja as memarias implicitas requerem a atividade de estruturas
como o cerebelo e os nlcleos da base e sdo formadas gradualmente, mas dificilmente
sdo esquecidas; elas sdo consideradas dificeis de declarar, j& que sdo relacionadas a
habilidades motoras ou habitos (Kandel et al., 2014).

Os individuos estdo constantemente recebendo e processando informacdes
sensoriais, mas apenas uma parcela delas é armazenada, o0 que é importante e inclusive
benéfico, permitindo ao individuo realizar generalizaces, evitando uma sobrecarga nos
sistemas relacionados a memoria. A intensidade e duracdo da memoria é muito variavel,
sendo determinada pela importancia da informacdo e o grau de atencdo e emocdo
envolvidos no momento da aquisicdo (Dudai & Morris, 2013; Kandel et al., 2014;
Katche et al., 2013). O tipo mais breve de memoria, chamado de memoria de trabalho,
tem curtissima duragdo, de segundos a poucos minutos, e € mantido pela atividade do
cortex pré-frontal, sem criar um traco duradouro no encéfalo. As memdrias de curta
duracdo perduram por minutos até cerca de 6 horas, mantendo as informacdes
disponiveis para serem evocadas enquanto uma memoria de longa duracdo ainda nao foi
formada. Ja as memdrias de longa duracdo persistem por dias, anos ou mesmo décadas,
dependendo de fatores como a sua relevancia e valéncia emocional.

A memdria ndo é formada instantaneamente, sendo necessaria uma complexa
sequéncia de eventos neurobiologicos para formagédo de um traco permanente (Alberini
et al., 2006). Apos um aprendizado, o trago de memoria gradualmente progride de um
estado inicial labil e instavel, onde tais processos ainda estdo em andamento, para um
estado fixo e estabilizado, que permite seu armazenamento. Este fendmeno foi definido
por Miiller & Pilzecker (1900) como consolidacdo da memoria. O fato deste processo
ser lento serve como uma funcdo adaptativa, permitindo que processos enddgenos
ativados por uma experiéncia modulem a forca da memdria, podendo sofrer

interferéncia durante esta janela (McGaugh, 2000).
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Este processo de consolidacdo depende da ativacdo de quinases, fatores de
transcricdo, aumento da expressdo génica e sintese protéica na célula neuronal pds-
sinaptica (Abel & Lattal, 2001; lzquierdo et al., 2006). Uma das vias mais importantes
para a formacdo da memdria (Figura 1) é a ativacdo das proteinas quinases pela
sinalizacdo do receptor de glutamato que leva a ativacdo da CREB (proteina de ligacédo
ao elemento responsivo ao CAMP), um fator de transcricdo responsavel pela ativacéo de
diferentes genes envolvidos na consolidagdo da memdria (Izquierdo et al., 2006; Suzuki
et al., 2011). Entre essas quinases, a familia da proteina quinase ativada por mitégeno
(MAPK) ocupa uma posicdo critica. As MAPKs sdo divididas em trés subfamilias
diferentes, incluindo as quinases reguladas pelo sinal extracelular (ERK), as quinases
amino-terminais c-Jun (JNK) e a p38-MAPK (Seger & Krebs, 1995). A JNK mostrou
ser um regulador negativo da aprendizagem associativa e, ao lado da p38, esta
envolvida na plasticidade sinéptica, induzindo a depressdo de longo prazo (LTD)
(Moult et al., 2008; Sherrin et al., 2010; Sherrin et al., 2011). Alternativamente, o
aumento dos niveis de AMPc e Ca** na célula pés-sinéptica aumenta a atividade de
PKA (proteina quinase A) e PKC (proteina quinase C), respectivamente, levando a
ativacdo de ERK, fosforilacdo de CREB e iniciacdo da transcricdo de varios genes
(Alberini et al., 2009; Johansen et al., 2011; Kandel, 2012; Roberson et al., 1999). Um
membro da familia de 70 kDa de proteinas de choque térmico, HSP70 (HSPA1A), é um
gene alvo potencial devido a presenca de um motivo CRE em sua regido promotora que
pode ser ativado por CREB (Choi et al., 1991; Murshid et al., 2010).
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Figura 1. Bases moleculares da formacdo da memoria. Ativacdo de receptores
glutamatérgicos na célula pds sinaptica causa influxo de calcio, que ativa proteinas
quinases, dentre elas a MAPK, que fosforila CREB e induz expressdo de novas
proteinas (Kandel, 2014).

Dificilmente formamos uma nova memdria sem influéncias de alguma
experiéncia previamente adquirida. Ao evocarmos essas informac6es prévias, acabamos
por influenciar a forma com que interpretamos novos eventos, e consequentemente,
como consolidamos novas memorias. Pavlov (1927) mostrou que ao evocar uma

memoria prévia condicionada e perceber que esta ndo prediz mais uma consequéncia,
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uma nova memodria é formada com um significado oposto, reduzindo as respostas
condicionadas e inibindo a memodria inicial. Este processo ndo envolve modificagdo da
memoria do primeiro aprendizado, mas sim a formacéo de um novo traco inibitério, que
chamamos de memoria de extin¢do. Essas informacdes sdo conflitantes por natureza e
ndo podem ser expressas concomitantemente, 0 que acontece é que a resposta
condicionada inibida pela memoria de extin¢do volta a se expressar com o passar do
tempo (Rescorla, 2004).

A evocacdo da memoria é um processo ativo, que necessita de sintese proteica e
que pode causar desestabilizacdo da memdria anteriormente adquirida, tornando-a labil
novamente e suscetivel a interferéncias (Lopez et al., 2015). Este fendbmeno é chamado
de reconsolidacao, processo no qual o traco original da memoria pode ser modificado,
atualizando, prejudicando ou apenas reestabelecendo a memoria original de maneira que
esta seja fortalecida (Figura 2). A funcdo bioldgica da reconsolidacdo parece ser de
fortalecer memorias mais fracas, quando reativadas repetidamente. Memorias mais
fortes sdo mais dificeis de desestabilizar durante reativacdo e consequentemente mais
resistentes a interferéncias (Casagrande et al., 2018; Winters et al., 2009). O fato de a
reconsolidacdo permitir modificacbes permanentes no traco de memoria a tornou um
grande alvo terapéutico para memdrias mal adaptativas, como as de medo extremo no
transtorno do estresse pés-traumatico, ou as de atracdo intensa, como no abuso de
substancias. Ao reativar essas memorias, podemos modificar o seu componente

indesejavel afim de ressignifica-las (Pifieyro et al., 2013).
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Figura 2. Processos mneménicos decorrentes do aprendizado e modificacdes possiveis
da memdria ja consolidada a partir de processos de reconsolidacdo (modificada de
Nadel et al., 2012).

A consolidacdo e a reconsolidacdo compartilham diversos mecanismos
similares, como a ativacdo de proteinas quinases e consequente ativacdo de CREB (Lee
et al., 2004). Entretanto, apesar da sintese de BDNF ser necessario para a consolidacao,
ndo é para a reconsolidacdo, enquanto que o fator de transcricdo Zif268 é recrutado na
reconsolidacdo mas ndo na consolidacdo (Lee et al., 2004). Portanto, a reconsolidacdo é
um processo neurobiolégico distinto da consolidacdo, apesar de ambos apresentarem

similaridades.

1.2 Proteinas de choque térmico

Todos os organismos respondem a altas temperaturas com a inducdo de
proteinas de choque térmico (do inglés, heat shock proteins, HSP), sistema genético
mais conservado que se tem conhecimento (Lindquist & Craig, 1988). As HSP foram
altamente conservadas ao longo da evolucdo das espécies, encontradas em organismos
eucaridticos e procaridticos, 0 que mostra a importancia do seu papel nos processos
fisioldgicos. Foram descobertas em 1962, pelo surgimento de um novo padrdo de
espessamento cromossomal em células de glandulas salivares de Drosophila busckii
quando expostas acidentalmente a altas temperaturas (Ritossa, 1962).

As HSP podem ser divididas em familias, de acordo com suas massas
moleculares. A familia mais conservada e estudada é a com peso molecular de

aproximadamente 70 kDa (HSP70), que é principalmente dividida em duas formas: a
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constitutiva de 73 kDa (HSC70 ou HSP73), que esta presente na maioria das células e é
induzida somente de maneira moderada em resposta a estresse (Asea, 2005), e a
induzivel de 72 kDa (HSP70 ou HSP72), que esta presente em pequenas quantidades
em niveis basais, mas pode ser rapidamente sintetizada em resposta a estresse (Kiang &
Tsokos, 1998).

Sua principal fungdo é de chaperona molecular, sendo capaz de reconhecer e
interagir com outras proteinas, auxiliando na sua translocacdo para organelas alvo, no
dobramento correto de proteinas nascentes, evitando assim interacfes inapropriadas e
formacdo de agregados proteicos. A HSP70 também reconhece e se liga a residuos
hidrofébicos expostos de proteinas deformadas ou desnaturadas, que sdo acompanhadas
para ubiquitinacdo, e posteriormente direcionadas ao proteassoma para degradacéo,
participa da autofagia e regula a funcao de receptores esteroides (Akerfelt et al., 2010).
A HSP70 é induzida em situacdes de estresse, prevenindo agregacdo e mutacdo de
proteinas, além de ter efeito citoprotetor por ser anti-inflamatéria (principalmente por
bloquear o fator de transcricdo NF-xB e a via da JNK), antiapoptéticas (reduzindo
liberacdo de citocromo-c) e defender 0 organismo contra o estresse oxidativo e privacéo
de glicose e de oxigénio (Lee et al., 2001; Matsumori et al., 2006). Quando uma célula é
exposta a um insulto subletal, causando elevacdes na expressao desta proteina, um
posterior insulto mais severo ndo causa tantos danos, devido ao efeito protetor da
HSP70, o que é associado ao fendmeno de tolerancia (Lee et al., 2001).

A HSP70 possui um fragmento N-terminal de 44 kDa que contém um dominio
ATPase e um fragmento C-terminal de 28 kDa que contém o dominio de ligacdo de
peptideos. A ligacdo do ATP ao dominio de ligacdo ao nucleotideo promove uma
alteracdo conformacional que inicia um contato de baixa afinidade com o substrato. A
hidrélise do ATP para ADP causa um fechamento do dominio de ligacdo, iniciando um
contato de alta afinidade com o substrato (aumento de 10 vezes, Figura 3). Quando o
ADP ¢ trocado por ATP por um fator de troca de nucleotideo acessorio, ha novamente
mudanga na sua conformacdo e o substrato € liberado (Mayer, 2013; Mayer et al.,
2000).
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ATP, o complexo possui baixa afinidade pelo substrato, mas ao ser hidrolisado, o
complexo HSP70 : ADP inicia um contato de alta afinidade com o substrato, que s6 é

liberado com auxilio de fatores de troca de nucleotideos (NEFs).

As HSPs respondem a estressores e situacdes clinicas que causam disturbio na
forma terciaria das proteinas e efeitos adversos no metabolismo, como hipoglicemia e
hiperglicemia (De Maio, 1999). Diversos outros estimulos fisioldgicos, patologicos e
ambientais sdo capazes de induzir a expressdo destas proteinas, como metais pesados,
infeccdo microbial, inflamacdo, isquemia, 6xido nitrico, estresse oxidativo, hormonios,
antibiéticos, estimuladores da PKC e de Ca** (Kiang & Tsokos, 1998).

A regulacdo da resposta ao estresse (Figura 4) é mediada pelo fator de choque
térmico (HSF), um fator de transcri¢do que liga-se ao seu elemento regulador de choque
térmico (HSE) presente em todos os genes promotores. Em condi¢des normais, 0 HSF
estd presente na célula na forma de mondmero, ligado a HSP70. Entretanto, em
condigdes estressantes, a HSP70 libera o HSF, que sofre fosforilacdo e trimerizacao e
adquire alta afinidade pelo DNA, se ligando no HSE e aumentando a expressdo génica
da proteina de choque térmico (Orosz et al., 1996; Akerfelt et al., 2010).
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Figura 4. Ativacdo da sintese de HSP70. Em estado de repouso, o Fator de choque
térmico 1 (HSF1) € um mon6mero no citoplasma e no nucleo, sendo uma fosfoproteina
mesmo em situacdes ndo estressantes que interage com a HSP70, ficando inativo.
Durante o estimulo estressor, 0 HSF1 se dissocia do complexo das proteinas de choque
térmico, permitindo que este seja fosforilado e trimerizado e se ligue aos elementos
responsivos ao estresse (HSE) nos genes da HSP70, aumentando seu mRNA e

expressao proteica (Kiang & Tsokos, 1998).

1.3 HSP70 no Sistema Nervoso Central

O sistema nervoso central possui uma grande variedade celular, que mostram
diferentes suscetibilidades a situacGes de estresse. Ap6s choque térmico, observou-se
em encéfalos de ratos, que as células da glia eram capaz de expressar de 3 a 30 vezes
mais HSP72 que os neurdnios, e que 0s neurbnios menores expressavam 2 a 12 vezes
mais HSP72 que os neurbnios maiores, mostrando uma dependéncia de tipo e tamanho
celular na expresséo desta proteina (Morrison-Bogorad et al., 1994). Ainda néo se sabe
ao certo os mecanismos envolvidos, mas evidéncias apontam para diferencas na ligagéo
do fator de transcricdo ao DNA, que apesar de ter uma ativacdo mais tardia em cultura
de neurdnios corticais de ratos, estd € mais prolongada do que em cultura cortical de

astrécitos (Nishimura & Dwyer, 1996). Além disso, 0os neurdnios que sdo capazes de
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sintetizar a forma induzivel da HSP70, parecem utilizar mecanismos pos transcricionais,
ndo envolvendo o HSF1, como por exemplo uma forma constitutiva de proteina quinase
tipo 1V dependente de célcio e calmodulina (CAMKIV), que € capaz de induzir robusta
elevacdo de HSP70 em motoneurénios (Taylor et al., 2007).

Células pds-mitdticas, como 0s neurdnios, sdo particularmente vulneraveis ao
estresse e ao efeito prejudicial de proteinas desdobradas e/ou agregadas porque nédo
podem diluir moléculas potencialmente toxicas atraves da divisao celular. Essa falha da
capacidade funcional das chaperonas moleculares com consequente actimulo de
proteinas desdobradas nos neurénios e em outras células, acontece ao longo do
envelhecimento, concomitante com um declinio da atividade do proteassoma
(Calderwood et al., 2009).

HSP73 foi detectada em neurdnios indiferenciados e diferenciados de
humanos e de roedores (Chow & Brown, 2007). Ja foi demonstrado que neurénios
motores na medula espinhal de ratos apresentam altos niveis de HSP73 em comparagéo
com os neurbnios dopaminérgicos da substancia negra, enquanto os neurdnios do cortex
entorrinal e do hipocampo demonstram valores ainda mais baixos dessa proteina
constitutiva. A localizacdo neuronal dessa forma constitutiva foi detectada nas fracdes
sindpticas derivadas de animais sem estresse, sugerindo que elas desempenham papéis
na funcdo sinaptica normal (Bechtold et al., 2000).

Uma de suas fungdes na sinapse que esta bem caracterizada é a remocao da
cobertura de clatrina nas vesiculas sinépticas (Figura 5A). Esse processo acontece com a
ajuda de um co-fator, a proteina auxilina, que se liga na clatrina e recruta a HSP73 na
presenca de ATP. A HSP entdo se liga a proteina clatrina, hidrolizando ATP e formando
um complexo estavel com ADP, permanecendo associado a proteina mesmo apds
desfazer o revestimento da vesicula, para evitar sua polimerizacdo (Ungewickell et al.,
1995). Quando solicitada para endocitose, a clatrina é liberada da HSP73 por um fator
de troca de nucleotideo, cuja atividade pode ser regulada por desfosforilagcdo dependente
de Ca** (Sousa et al., 2016). O bloqueio desta ligacdo entre auxilina e HSP73 é capaz de
inibir a transmissdo sinaptica no axoénio de lula gigante (Lu et al., 2010).

Foi demonstrado também que a HSP73 também se associa com a sintaxina e
promove a sua incorporacdo no complexo SNARE, o que € critico para a liberacdo de
neurotransmissores, sendo que esta € necessaria para a fusdo de vesiculas e exocitose
(Swayne et al., 2006). Na regido p6s sinaptica, a HSP70 pode estar implicada também

no trafego de canais e receptores para a superficie da membrana (Figura 5B), como ja
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visto com o canal de cloreto transmembrana regulador de condutancia da fibrose cistica
(CFTR), que tem papel crucial na manutencdo do balango ionico e hidratacdo de
superficies epiteliais (Young, 2014).
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Figura 5. Mecanismos de acdo da proteina HSP70 na sinapse. (A) O recrutamento de
clatrina leva a invaginacdo da membrana e subsequente cisdo da vesicula pela dinamina
(esferas verdes), seguida pela ligacdo da auxilina, que recruta a HSP70 ligada ao ATP
(esferas laranjas) para o revestimento da vesicula. A entdo HSP70 retira o revestimento
da camada de clatrina, resultando em complexos estaveis de HSP70 : ADP : Clatrina. A
ligagdo de outra HSP, de 110 kDa, induz a troca de ADP por ATP e dissocia¢do do
complexo Hspl110: HSP70: Clatrina. (B) A HSP70 também auxilia no dobramento
correto de receptores, auxiliando seu trafego na membrana para superficie celular
(modificado de Sousa & Lafer, 2015; Young, 2014).
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Em outro estudo, demonstrou-se que havia altos niveis de HSP73 em
populagdes neuronais no giro denteado, regido CAl e CA2 do hipocampo e neundnios
de Purkinje do cerebelo. Morte celular induzida por hipertermia n&o foi observada nas
células neuronais dessas regides que expressavam niveis mais elevados da proteina
constitutiva, sugerindo que a expressao neuronal da HSP73 pode desempenhar um papel
na protecdo dos neurdnios a estimulos estressantes (Belay & Brown, 2006). A elevagéo
da temperatura corporal em si ndo parece alterar os niveis de HSP73 no sistema
nervoso central, mas aumento de 3,5°C foi capaz de induzir fortemente HSP72, que
também foi detectada nas sinapses, onde poderia facilitar o reparo de proteinas
desnaturadas (Bechtold et al., 2000).

Esse choque térmico ndo letal resulta em um pré-condicionamento, evitando a
reducdo do conteddo quantal de vesiculas (nimero de vesiculas que liberam
neurotransmissores por estimulo) e estabilizando as fungdes pré-sindpticas. Ele também
mantém as correntes poés-sindpticas na juncdo neuromuscular em uma amplitude
constante em moscas com choque térmico a medida que a temperatura aumenta. Essas
mudancas sinapticas correlacionam-se bem com o curso do tempo de elevacdo da Hsp70
apos o choque térmico. Assim, os efeitos protetores sinapticos do pré-condicionamento
térmico sdo, em parte, atribuiveis a alta regulacdo da HSP70 (Karunanithi et al., 2002).

Fatias de cortex olfatdrio de ratos pré tratadas com HSP70 (1 pg / ml) protege
0S mecanismos pré e poés-sindpticos da transmissdo sindptica glutamatérgica apds
excitotoxicidade por glutamato (50 mM), induzindo o bloqueio da funcéo pds-sinaptica
excitatdria e reduzindo os processos pré-sinapticos. Foi hipotetizado que a proteina de
choque térmico possa proteger os processos mediados por receptores AMPA e NMDA
(Mokrushin et al., 2005). Indu¢do de HSP72 por choque térmico também protege a
regido CA3 do hipocampo, reduzindo apoptose neuronal causada por estresse
psicoldgico cronico (Yao et al., 2007).

As células da glia sintetizam HSP72 em grandes quantidades e muito
rapidamente (Loones et al., 2000; Pavlik et al., 2003), podendo libera-las para o meio
extracelular, onde ficam disponiveis para captacdo pelos neurénios, respondendo com
reducdo de 60% na morte celular quando posteriormente expostas a choque térmico por
30 minutos (Guzhova et al., 2001; Sheller et al., 1998). Essa liberacdo de HSP70 pelos
astrocitos acontece via exossomos e segue mesmo apds 48 h do choque térmico. A

sinalizacdo intracelular envolvida na exportacdo de HSP70 necessita da via quinase
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regulada por sinal extracelular 1 e 2 (ERK1 e 2) e proteina quinase B (PKB), aléem da
diminuicdo da ativacdo da via da JNK (Taylor et al., 2007).

Diversos estudos mostraram que superexpressao de HSP72 protege neurdnios e
astrocitos de diversos insultos, como elevagdo de peroxido de hidrogénio, privacédo de
glicose e de oxigénio, excitotoxicidade glutamatérgica, deplecdo de ATP, reduzindo o
dano neuronal e apoptose (Chen et al., 2009; Lee et al., 2001; Xu & Giffard, 1997).
Hsp70 também é capaz de suprimir a ativacdo do fator nuclear de fator de transcricéo
inflamatério kB (NF-kB) diretamente, reduzindo o nivel de expressio de genes

regulados por NF-xB (Zheng et al., 2008).

1.4 HSP70 e memodria

A HSP70 é sintetizada na por¢do pos-sinaptica, 0 que sugere que sua expressao
possa ser um marcador de atividade metabolica em areas encefélicas engajadas no
processamento cognitivo. Ela é induzida pela ativacéo sindptica (Kaneko et al., 1993) e
parece ser fundamental para a transmissdo e regulacdo desta mesmo na auséncia de
estimulo nocivo, principalmente por seu papel na sintese proteica local, fator essencial
para a manutencao da plasticidade sinaptica ja expressa, tal como potenciacdo de longa
duracdo (LTP) e a consolidagdo de memorias (Rao & Steward, 1991).

Um inibidor de tirosina quinase (Genisteina), que é capaz de bloquear
seletivamente a inducdo de LTP em neur6nios piramidais da regido CA1 do hipocampo
(O'Dell et al., 1991), blogueia também a transcricdo do gene da HSP70, sem afetar a
ligagdo de seu fator de transcricdo ao DNA, mostrando outra via de ativagdo desta
proteina (Price & Calderwood, 1991), além de uma possivel correlacdo com a inducao
da LTP. Esta relacdo foi posteriormente comprovada ao verificar-se que a inducgédo de
LTP em fatias de hipocampo (CA1) ndo era suprimida por escopolamina em ratos que
foram submetidos a tratamento prévio de choque térmico. A inducdo da LTP era
realizada durante o pico de expressdo de HSP70 no hipocampo, induzida 16 h apos o
choque térmico, tendo efeito preventivo sobre a supressdo de LTP por escopolamina
(Lin et al., 2004). Outro estudo comprovou novamente este efeito preventivo,
bloqueando o efeito amnésico causado por injecdo intraperitoneal de escopolamina,
também realizado no momento em que houve o pico de indugdo de HSP70 (Hung et al.,
2004).
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Estimulos fisioldgicos que envolvem a transi¢cdo da memoria de curta para longa
duracdo, como aumento de fons Ca®*, PKC, CaMKlla, também sdo capazes de
estimular a sintese de HSP70, ativando o HSF1. Acredita-se também que esta proteina
possa estar envolvida nos mecanismos que induzem receptores AMPA funcionais em
sinapses silenciosas durante a inducdo de LTP (Song et al., 1998), isto porque ja foi
demonstrado que a HSP70 estd envolvida nos mecanismos de transporte de canais de
cloreto que sdo afetados na fibrose cistica (Yang et al., 1993). Ja foi demonstrado
também aumento na expressdo de HSP70 induzido por memoria aversiva 3 e 24 h apds
o treino (Frenkel et al., 2012; Igaz et al., 2004) e também durante o aprendizado no
labirinto aquético, tendo pico de expressdo no momento em que esta memoria estd
sendo formada, com niveis mais baixos quando este aprendizado foi dominado (Pizarro
etal., 2003).

Alguns estudos utilizaram um inibidor de HSP90, o 17-AAG, que libera a
ligachio do HSF1 com a HSP90, deixando ele livre para ativagdo génica,
consequentemente, elevando niveis proteicos de HSP70. Chen e colaboradores (2014)
mostraram que o 17-AAG levou a um aumento da expressdo de sinapsina | e
sinaptofisina, proteinas que ajudam no transporte de vesiculas, ancoragem e liberacédo
nos terminais nervosos. Na densidade pds-sindptica, houve um aumento da proteina
estrutural PSD95 e o bloqueio de HSF1 aboliu essa inducdo. Mdltiplos locais para
elementos responsivos a HSF1 foram encontrados em promotores dos genes sinapticos.
Assim, enquanto o 17-AAG ativou a resposta ao estresse com 0 aumento da expressao
de HSP70, HSP40 e HSP27, as proteinas sinapticas selecionadas foram diretamente
aumentadas pelo HSF1 (Chen et al., 2014). Certamente, o papel do HSF1 na geracao e
conservacdo sindptica incorpora uma conexdo entre circuitos neurais e eventos
ambientais que podem levar ao comportamento adaptativo.

Embora ja tenha sido demonstrado aumento de HSP70 induzido por
aprendizagem, ndo se sabe ao certo qual a funcdo desta proteina sobre 0s processos
relacionados & memoria e qual mecanismo de acdo que ela poderia desempenhar, além
de sua funcdo como chaperona molecular. Sabe-se que ha semelhangas nos processos
moleculares que levam a inducdo da HSP70 com os processos envolvidos na formagéo
da memoria, mas ndo ha evidéncias concretas que provem uma correlagdo direta. Os
trabalhos sobre este tema sdo escassos e muito expeculativos, por esta razdo, é de
grande importancia se aprofundar no tema, a fim de buscar novas perspectivas a respeito

de sua funcdo na consolidagdo de memorias.
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1.5 HSP70 e Alzheimer

Nos ultimos anos, a HSP70 surgiu como novo alvo farmacoldgico para o
tratamento de doencas neurodegenerativas, principalmente por seu papel fundamental
no dobramento incorreto de proteinas. De acordo com o relatério mundial de Alzheimer,
em 2016 havia 47 milhdes de pessoas no mundo vivendo com deméncia (World
Alzheimer Report, 2016) e esse nimero ira crescer para 65.7 milhdes até 2030 e para
115.4 milhdes até 2050. A doenca de Alzheimer é responsavel por 50-60% dos casos de
deméncia e afeta 11% da populacdo acima de 65 anos (Alzheimer's Association, 2017).

A gravidade dos prejuizos cognitivos na doenga de Alzheimer geralmente
correlaciona-se com caracteristicas histopatologicas: formacdo de placas amiloides
extracelulares e emaranhados neurofibrilares intracelulares (proteina tau
hiperfosforilada), o que reduz a funcionalidade celular e leva a morte neuronal (Hardy,
2009). Ha também altos niveis de estresse oxidativo e inflamagdo (Akiyama et al.,
2000; Akiyama et al., 2000), além de grande atrofia encefalica (Pini et al., 2016). Néao
ha atualmente nenhum tratamento eficaz disponivel, principalmente devido a falta de
conhecimento sobre a base molecular da doenca, e consequentemente, a dificuldade de
diagnostico precoce.

O envelhecimento no sistema nervoso central pode envolver perda do controle
da qualidade de proteinas pela falha de chaperonas moleculares, um déficit que pode
acabar facilitando o aumento da formacao de agregados e emaranhados neurofibrilares
(Calderwood et al., 2009). Em culturas neuronais, a superexpressao da HSP70 foi capaz
de proteger os neurdnios contra a toxicidade da proteina f-amiloide (Magrané et al.,
2004). As regides hidrofobicas expostas em oligdmios sdo “sinalizadores” para o
reconhecimento da HSP70 e posterior reorganizacao da sua conformacdo (Muchowski
& Wacker, 2005). A B-amiloide é eliminada do sistema nervoso central através de
degradacdo mediada por enzimas, fagocitose pela microglia e astrocitos, e entdo é
transportada para o sangue e nodulos linfaticos. A HSP70 pode estimular a remocdo de
B-amiloide atraves da regulagdo positiva da expressdo da enzima de degradagdo da
insulina (IDE, que degrada pB-amiloide) e TGF-£1 (citocina que estimula a remogéo de
B-amiloide atraves da ativacdo da microglia fagocitéria). A superexpressdo de HSP70
aumenta a degradacdo de proteinas mutantes e também pode prevenir a disfungéo
neuronal auxiliando o trafego intracelular e a transmissdo sinaptica (Figura 6,
Muchowski e Wacker, 2005).
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A homeostase da tau é normalmente controlada pela acdo de chaperonas
moleculares. A HSP70 pode promover a ligagdo da tau aos microtubulos e impedir a
agregacao da tau, promovendo sua degradacdo pelo sistema de ubiquitina-proteassoma
e autofagia, prevenindo assim a taupatia. A HSP70 inibe diretamente a agregacao de tau
por um mecanismo envolvendo associacdes preferenciais com espécies de tau
oligoméricas soltveis, monoméricas e pré-fibrilares (Jinwal et al., 2010).

O inibidor de HSP90, 17-AAG, foi capaz de restaurar a densidade de espinhos
além das estruturas tipo cogumelo nos neurdnios tratados com oligbmeros de f-
amiloide. In vivo, o 17-AAG administrado a camundongos via injecdo intra-
cerebroventricular preveniu a perda de memoria contextual induzida pela injecdo de
oligomeros de B-amiloide, além de restaurar os niveis de PSD95 e BDNF (Chen et al.
2014). Ortega e colaboradores descobriram que o 17-AAG preservava a aprendizagem e
a memoria quando administrado antes da injecdo de B-amiloide na regido CALl do
hipocampo de ratos. 17- AAG aumentou a imunomarcagdo de HSF1, HSP27 e HSP70
(Ortega et al., 2014). Mais recentemente, Thistrup et al. relataram que o tratamento com
um novo inibidor de HSP90 com alta capacidade de inducdo de HSP70 reverteu as
deficiéncias sinapticas no modelo de camundongo transgénico rTg4510 da doenca de
Alzheimer, que apresenta disfuncdo sinaptica mediada por hiperfosforilacdo da proteina
tau.

O tratamento com HP70 exdgena (administrada por via intranasal, durante 21
dias) mostrou um efeito terapéutico em modelos de camundongos com doenca de
Alzheimer (5XFAD), normalizando a densidade de neurdnios do hipocampo e do
cortex, que foram correlacionados com a acumulacdo diminuida de B-amiloide e
formacédo de placas, protegendo também o aprendizado espacial (Bobkova et al., 2014).
Sendo essa uma proteina tdo altamente conservada ao longo da evolucdo e essencial
para sobrevivéncia celular, € de grande importancia a avaliacdo da participacdo da
mesma sobre 0s processos cognitivos e mnemonicos, e de suas acdes moleculares, tdo
pouco conhecidas nesta &rea, a fim de buscar novos tratamentos e intervencfes em casos
patologicos como da doenga de Alzheimer. Esforgos para promover a sintese endégena

de HSP70 poderiam ser terapeuticamente relevantes para a DA.
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Figura 6. Mecanismos protetores da HSP70 na DA. (1) Reconhece oligdbmeros e inibe a
agregacédo de p-amiloide; (2) Modula vias que resultam em atenuagdo da apoptose; (3)
Promove estabilizacdo dos microtabulos; (4) inibe diretamente a agregacdo de tau se
associando preferencialmente com a forma sollGvel, monomérica e pré-fibrilar da
proteina e também inibe a GSK3 (5) Regula expressao de vias que aumentam a remog¢ao
de B-amiloide (modificado de Lu et al., 2014).
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Dessa forma, o presente trabalho sera dividido em 3 partes respondendo as seguintes

hipoteses:
Capitulo |

A proteina HSP70 é induzida por aprendizagem e é capaz de influenciar a

consolidagdo da memoria, atuando ndo somente como chaperona molecular.
Capitulo 11

A HSP70 é induzida por reativacdo da memoria e também participa dos processos

que a seguem.
Capitulo 111

O tratamento com choque térmico, utilizado como indutor de HSP70, é capaz de
melhorar déficits cognitivos em modelo da doenca de Alzheimer.
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2. OBJETIVOS

Capitulo 1

Objetivo Geral

Verificar a influéncia da proteina HSP70 na consolidacdo de memdria aversiva

dependente de hipocampo.

Objetivos Especificos

1. Avaliar o imunoconteddo de HSP70 no hipocampo dorsal de ratos em diferentes

tempos ap6s o treino no condicionamento aversivo ao contexto.

2. Verificar a localizacdo de HSP70 no hipocampo dorsal no momento de pico apds o

treino no condicionamento aversivo ao contexto.

3. Verificar a influéncia da infusdo de rHSP70 no hipocampo dorsal imediatamente ap6s

0 treino no condicionamento aversivo ao contexto na consolida¢do da memoria.

4. Avaliar o efeito da infusdo de rHSP70 imediatamente apds o treino sobre o
imunoconteldo e atividade de proteinas da via da MAPK no hipocampo dorsal de ratos

1 e 3 h apobs o treino de condicionamento aversivo ao contexto.

5. Verificar se o blogueio da HSP70 extracelular causa algum efeito sobre a

consolidacdo da memoria.

Capitulo 11

Objetivo Geral

Verificar a importancia da proteina HSP70 apés reativacdo de uma memoria

aversiva dependente de contexto.
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Objetivos Especificos

1. Avaliar o imunoconteido de HSP70 no hipocampo dorsal de ratos em diferentes
tempos ap6s curta (reconsolidacdo) reexposicdo ao condicionamento aversivo ao

contexto.

2. Avaliar o imunocontetdo de HSP70 no hipocampo dorsal de ratos em diferentes

tempos ap6s longa reexposicao (extingdo) ao condicionamento aversivo ao contexto.
3. Verificar a influéncia da novidade no imunocontetido de HSP70 no hipocampo dorsal

de ratos 1 h apds curta (reconsolidacdo) reexposi¢do ao condicionamento aversivo ao

contexto.

4. Verificar a influéncia da infusdo de rHSP70 no hipocampo dorsal imediatamente apds

reexposicdo de 4 ou 15 min no condicionamento aversivo ao contexto.

Capitulo 111

Objetivo Geral

Verificar o efeito do tratamento com choque térmico com luz infravermelha como
alvo terapéutico em um modelo animal da doenca de Alzheimer e seus possiveis

mecanismos de acéo.

Objetivos Especificos

1. Analisar imunoconteitdo de HSP70 no hipocampo e cértex pré-frontal de
camundongos 5XFAD apds 2 meses de tratamento de choque térmico iniciando aos 3
ou 8 meses de idade.

2. Analisar imunocontetdo de proteinas relacionadas a plasticidade sinaptica no

hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos 5XFAD ap0s 2 meses de tratamento de

choque térmico iniciando aos 3 ou 8 meses de idade.
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3. Analisar imunocontetdo de proteinas relacionadas ao processo inflamatorio no
hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos 5XFAD apds 2 meses de tratamento de
choque térmico iniciando aos 3 ou 8 meses de idade.

4. Verificar o efeito do tratamento de choque térmico por 2 meses sobre parametros

comportamentais (memdria, ansiedade e locomocéao) de camundongos 5XFAD aos 5 ou
10 meses de idade.
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3. CAPITULO |
Artigo cientifico intitulado: HSP70 facilitates memory consolidation of fear

conditioning through MAPK pathway in the hippocampus — publicado na revista
Neuroscience (I.F. 3.277) em abril de 2018. doi: 10.1016/j.neuroscience.2018.01.028.
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Abstract—Heat shock proteins of the 70-kDa (HSP70) family are cytoprotective molecular chaperones that are
present in neuronal cells and can be induced by a variety of homeostatically stressful situations (not enly
proteostatic insults), but also by synaptic activity, including learning tasks. Physiological stimuli that induce
long-term memory formation are also capable of stimulating the synthesis of HSP7D through the activation of heat
shock transcription factor-1 (HSF1). In this study, we investigated the influence of HSP70 on fear memory
consolidation and MAPK activity. Male rats were trained in contextual fear conditioning task and HSP70 content
was analyzed by western blot in the hippocampus at different time points. We observed rapid and transient
elevations in HSP70 60 min following training. Double immunofluorescence with GFAP and HSP72 revealed that
astrocytes were not the site for HSP72 induction by CFC training. HSP72 distribution markedly surrounded
synapses between Shaffer collateral and CA1 pyramidal cells. Infusion of recombinant HSPT0 (hspa7a) into the
dorsal hippocampus immediately after training facilitated memory consolidation and enhanced ERK activity while
decreasing the activated forms of JNK and p38 in the hippecampus. Blecking endogencous extracellular HSPT0
through the administration of specific antibody did not produce any further effect on memory consolidation when
applied immediately after training, suggesting that it is indeed acting intracellularly. Induction of HSP70 after fear
conditioning is fast and can act as a signaling molecule, modulating MAPK downstream signaling during memory
consolidation in the hippocampus, which is crucial for fear memory formation. © 2018 IBRO. Published by Elsevier
Ltd. All rights reserved.

Key words: molecular chaperone, HSPT0, contextual fear conditioning, MAPK.

1. INTRODUCTION stable one., This process depends on the activation of
kinases, transcription factors, increased gene
expression and protein synthesis in the postsynaplic
neuronal cell (Elgersma and Silva, 1999; Abel and
Lattal, 2001; lzquierdo et al., 2006). One of the most

Memory consolidation is a process in which new
memaories are transformed from a labile state to a more
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be a negative regulator of associative leaming and, along-
side pa8, is involved in synaplic plasticity, inducing long-
term depression (LTD) (Moult et al., 2008; Sherrin et al.,
2010, 2011). Alternatively, the increase of cAMP and
Ca®" levels in the postsynaptic cell enhances both pro-
tein kinase A (PKA) and protein kinase C (PKC) activities,
respectively, leading to the activation of the ERK path-
way, CREB phosphorylation and the initiation of transcrip-
tion of several genes (Alberini, 2009; Kandel, 2012,
Johansen et al., 2011; Roberson et al., 1999). HSPT0, a
member of the 70-kDa family of heat shock proteins
(HSPs), is a potential target gene due to the presence
of a CRE motif in its promoter region that can be activated
by CREB {Choi et al., 1991; Murshid et al., 2010).

Inducible HSPT0 {or HSP72, encoded by HSPATA
gene in humans) is a cytoprotective molecular
chaperone (Lindquist and Craig, 1988), which is synthe-
sized in the central nervous system (CNS) under a variety
of homeostatically stressful situations, including heat
shock, glucose and oxygen deprivation, glutamatergic
excitotoxicity and psychophysiological stress (Belay and
Brown, 2006; Lee et al., 2001). The synthesis of this pro-
tein under these conditions protects cells against oxida-
tive stress and cell death, since HSP70 is capable of
blocking inflammation and apoptosis signaling (Beere
et al., 2000; Gamido et al., 1999). Exogenous HSPTO is
able to cross the blood-brain bamier, protect motor neu-
rons from death induced by energy deprivation
(Robinson et al., 2005), attenuate seizures (Ekimova
el al., 2010) and is envisaged as a potential treatment in
Alzheimer's disease, diminishing accumulation of
amyloid-f and protecting against spatial memory deficits
in animal models of the disease (Bobkova et al., 2014).

In neurons, HSP70 is present in postsynaptic
structures (Suzuki et al., 1999) where it can be induced
by synaptic activation (Rao and Steward, 1991; Kaneko
et al., 1993). Physiological stimuli that induce long-term
memory formation, such as increased Ca®*, PKC and
Ca®*jcaimodulin-dependent protein  kinase (CAMK)
levels, are also capable of stimulating the synthesis of
HSP7D following on from the activation of its most impor-
tant transcription factor (Heat Shock Factor-1, HSF1)
(Price and Calderwood, 1991). Elevation of HSPT0 by
heat shock prevents the suppression of long-term poten-
tiation (LTP) induced by scopolamine in hippocampal
slices (Lin et al., 2004). Similar results have also been
observed in vivo, in which heal shock pretreatment has
shown to block the amnestic effect of scopolamine in
the inhibitory avoidance test just 16 h following interven-
tion, a time point of HSPTO peak in the hippocampus
(Hung et al., 2004).

Increased HSP70 mRMA and protein content was
found to be increased following leaming, using different
protocols. HSPT0 is induced in the hippocampus
following aversive and spatial leaming (Pizamo et al.,
2003; Igaz et al., 2004) and in the cerebellum following
a two-way avoidance task (Ambrosini et al., 2005), which
suggests that its expression is dependent on the region
engaged in the task. Despite numerous assumptions
regarding the involvement of HSPT70 in synaptic plasticity
and memory, there is no concrete evidence of its role and/

or downstream signaling in memory formation besides its
chaperone function. Therefore, the aim of our study was
to verify the influence of HSP70 on memory consolidation
and its possible downstream signaling pathways.

2. MATERIALS AND METHODS
Animals

Adult male Wistar rats (270-350g) from our breeding
colony were housed four to five per cage and
maintained under constant temperature (23 £ 1 “C) with
controlled photoperiods (12 h lightf12 h dark; lights on at
.00 am.) and 60% relative humidity. A standard
commercial laboratory diet (Nuvilab, Curitiba, Brazil)
was provided ad  libifumn. Al experiments  were
performed in  accordance with local and national
guidelines (Federal Law no 11.794/2008) for animal
care and the project was approved by the Ethics
Committee on Animal Experimentation of the Federal
University of Rio Grande do Sul (CEUA n. 27791).

Stereotaxic surgery and placement of cannulae

Rats were deeply anesthetized via an intraperitoneal
injection of ketamingfxylazine (75 and 10 mg/kg,
respectively) and bilaterally implanted with 27-gauge
guide cannulae with respect to bregma aimed at AP
—d4.0mm, ML + 3.6mm, DV —1.6mm (from brain
surface), positioned 1.0 mm above the CA1 area of the
dorsal hippocampus (Paxinos and Watson, 1998). The
animals were exposed to behavioral procedures one
week after the surgery. Following behavioral experimeants,
the rats were euthanized and brains dissected and pre-
served in 10% formaldehyde to verify cannula position.
Only animals with comect cannula placements were
included.

Drugs

Recombinant mouse low-endotoxin heat shock protein 70
(hsp72, inducible form of HSP7T0, encoded by the hspata
gene, Enzo, ADI-ESP-502) was diluted in Dulbecco's
PBS pH 7.4, containing 8.1 mM sodium phosphale, 1.5
mM potassium phosphate, 2.7 mM potassium chloride
and 137 mM sodium chloride at a total concentration of
either 0.25pgful, 0.5pg/pl or 1.1 pg/ul. Anti-Heat
Shock Protein 70 monoclonal antibody produced in
mouse (Sigma, H5147, clone BEM-22) was diluted in
PBS containing 15mM sodium azide to a total
concentration of 1 pgful or 0.1 pg/pl. The vehicle used
was the buffer in which the drugs were diluted. Drugs
were infused bilaterally into the dorsal hippocampus
either immediately, 1 h or 6 h after the training session.

Intrahippocampal infusion

At the time of infusion, a 30-gauge infusion needle was
fitted into the guide cannula, with its tip protruding 1.0
mm beyond the end of the guide cannula. A volume of
1uL was infused bilaterally at a slow rate (20 pLfh) and
the needle was removed 30s following complete
administration of the drug.
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Contextual fear conditioning (CFC)

The CFC task was chosen as it is able to form a long-term
memory with just one training session. The CFC chamber
consisted of an illuminated Plexiglas box (25.0 = 25.0¢
m° grid of parallel 0.1 cm caliber stainless steel bars
spaced 1.0cm apart). In the conditioning (training)
session, rats were placed in the chamber for 3 min,
recaived two foolshocks (0.7 mA for 2 s) separated by a
30-s interval. Animals were kept in the conditioning
environment for 30s after the last shock before
returning to their home cages. The test was conducted
48 h following training and subjects were re-exposed to
the same context without footshock for 2405, The fear
reaction was measured (% of freezing) every minute.

Protein separation and detection

In order to examine protein immunodetection, both dorsal
hippocampi  were  extracted and prepared for
electrophoresis as described previously (Ludwig et al.,
2014). For immunoblotting procedures, membranes were
blocked in 0.5% (w/v) non-fat dry milk (MNestlé) in wash
buffer [TBS-Tween 20 solution (0.1% wfv)]. Membranes
were washed three times with wash buffer and incubated
ovemnight with primary antibody at a concentration of
1:1000 for HSPTO (Sigma H5147, clone BRM22) and
1:500 for ERK1/2 (Santa Cruz, sc-135900, clone MK1),
phospho-ERK  (Sigma, M7802), JNK (Sigma
SAB4200176, clone 1C2), phospho-JNK (Sigma J4750,
clone JNK-PT48), p38 (Sigma, MOB00), and phospho-
p38 (Sigma, P1491, P-THR180/P-TYR182) (Di Maso
el al., 2015). After three washings with wash buffer, sec-
ondary peroxidase-labeled antibody was utilized at a con-
centration of 1:10,000 for mouse (Sigma A9044) and
1:20,000 for rabbit (Sigma, ADS45). As a gel loading con-
trol, anti-GAPDH produced in rabbit (Sigma, G9545) or
anti-actin produced in goat (Santa Cruz, sc-1616) were
used at a concentration of 1:500. Blot visualization was
acquired for 30s using ECL-Prime Western Blotting
Reagent (GE Healthcare, UK) in ImageQuant TM 350
chemiluminescence system (GE). Data are shown as m
ean + S.E.M. of protein content normalized to actin or
GAPDH from its respective gel. One representative gel
was used for each prolein in the resulls section.

Immunofluorescence double-labeling

Rats were deeply anesthelized via an intraperitoneal
injection of ketaminefxylazine (75 and 10 mgkg,
respectively) for transcardially perfusion, firstly with 100
mL of PBS (NaCl — 136.8 mM, KCI — 2.7 mM, KHzPO, —
0.9 mM, NazHPQ, — 6.4 mM, pH 7.4) and then with 300
mL of 4% paraformaldehyde diluted in phosphate buffer
0.1 M (pH7.4). The brain was extracted and post fixed
for 4 h in 4% paraformaldehyde. The tissue was
cryoprotected with sucrose and frozen in liquid nitrogen.
The cuts were made in the cryostat (Leitz) with 40 pm
thickness and incubated for 30 min with PBS containing
1% albumin and 0.2% Triton x-100. The primary
antibodies {anti-HSP72 mouse FITC conjugate, clone
CO2F3A-5, Enzo ADI-SPA-810FI, 1:100; anti-GFAP

rabbit, Sigma G9269, 1:200; anti-calbindin rabbit, sigma
c2724, 1:400) were diluted in PBS with 1 % albumin and
0.2% Trton x-100 and incubated ovemight at 4°C
followed by three washes in PBS. The secondary
antibody was anti-rabbit conjugated with CY3 (Sigma
C2306, 1:500) and was incubated for 1 h at room
temperature. After three washes, DAPI Fluorshield™
{Sigma FB057) was applied over the fissue and the
coverslip was mounted. For negative control we used
the same steps except the primary antibody, which was
replaced by the antibody diluent. The micrographs were
obtained in a Zeiss epifluorescent microscope.
Fluorescence intensity was presented as total
fluorescence-negative control. For colocalization it was
used the Pearson’'s comelation coefficient and total
colocalization volume between HSP72 and GFAP. Both
analyses were made using ImageJ software.

Statistical analysis

Data were analyzed through statistical software
GraphPad prism 6. Memaory, measured by quantifying
freezing behavior, was depicted as the percentage of
the total session time and analyzed by a one-way
AMNOVA followed by Tukey post hoc, or Student’s f test.
Protein immunodetection is shown as arbitrary units
relative to f-actin or GAPDH expressions and data were
analyzed by a one-way ANOWVA or a two-way ANOVA
followed by Tukey post hoc test. The level of
significance used was P < 0.05.

RESULTS

CFC training rapidly induces HSPT0 in the dorsal
hippocampus

First, we analyzed whether endogenous HSP70 would be
elevated following contextual fear condition training since
it has already been demonstrated that this protein can be
altered following synaptic activity as well as other types of
leaming {Ambrosini et al., 1999; Pizamo et al., 2003; Igaz
et al., 2004; Frenkel et al., 2012). We trained animals {n
= 5 per group) in the CFC task and evaluated HSP70
immunodetection in the dorsal hippocampus at eight dif-
ferent time points following training (1 min, 30 min, 60
min, 90min, 3h, 6h, 12h, 24 h). One-way ANOWVA
revealed a significant difference among groups (F(8,35)
= 2.815, P = 0.01&1), as shown in Fig. 1. HSP70 was
significantly elevated 60 min after CFC when compared
to the naive group (Tukey post hoc, P < 0.05). This ele-
vation was rapid and transient, since 30 min later (90
min following CFC) HSPTO levels were not statistical dif-
ferent from the naive group.

Previous studies demonstrated that HSPT0 can be
rapidly induced in astrocytes following stressful stimuli
and that neurons can take up the extracellular HSPTO
released by the glia (Guzhova et al., 2001; Taylor et al.,
2007). In order to evaluate which cell type expressed
HSP70 60 min following CFC, we performed immunofluc-
rescence to analyze colocalization between astrocyles
and HSP72 (the inducible form of HSPT0). As depicted
in Fig. 2A and B, HSP72 is basically expressed only in
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the hippocampus of the group that
went through CFC (P < 0.0001, Stu-
dent’s { test), as quantified and dis-
played in the scaltterplot showing the
colocalization distribution between
astrocytes and HSP72 (Fig. 2C).
There was almost no colocalization
between GFAP and HSP72 (Pear-
son's colocalization coefficient = 0.1
4, Fig. 2C; colocalized volume =
5%, Figure E), which eliminates this
cell as the site for the HSP70 expres-
sion induced by the CFC training. The
localization of HSP72 mainly sur-
rounded synapses between the
Schaffer collateral axons and pyrami-
dal cells of the CA1 region, which
can be seen in the merged image of
calbindin and HSP72 (Fig. 2A).

Exogenous HSP70 facilitates CFC
memory consolidation

Extracellular HSP70 usually activates
proinflammatory cascades in most
tissues (Asea et al., 2002). However,
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Fig. 2. Cellular localization of HSP72 by immunofluorescence double labeling in the CA1 region of the hippocampus. (A) Neuron and astrocyte,
Calbindin and GFAP respectively, were labeled with red fluorescence, while HSP72 was labeled with green fluorescence (n = 5). Original
magnification x20. (B) HSP72 Fluorescence intensity in the naive and trained group. (C) Scatterplot showing colocalization of HSP72 (Y axis) and
GFAP (X aas). (D) Pearson’s correlation coefficent for colocalization between HSP72 and astrocytes. (E) Volume of HSP72 and GFAP

fluorescence colocalized. Data are mean + sem. — Student’s £ test (P < 0.0001).
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in the CNS HSP70 appears o have a proteclive effect
similar to that of intracellular HSP70, maybe after being
imported inside cells. Indeed, it has been proposed that
HSPT70 could be envisaged as an effeclive treatment
against Alzheimer's disease-associated memory deficits
(Bobkova et al., 2014). In order to verify the influence of
extracellular HSPT0 on memory consolidation, we infused
recombinant human HSP70 (rHSP70) at three different
concentrations (0.25, 0.5 or 1.1 pgfpl) bilaterally into the
darsal hippocampus immediately after CFC training. We
tested the animals two days following training in the same
context for 240 s and analyzed the amount of freezing
behavior. The results showed a significant difference
among groups (F (3, 28) = 3.502, P - 0.0018, one-
way AMOVA). As shown in Fig. 3, the animals that
received rHSPT0 infusion at a concentration of 0.5 pgf
pL demonstrated higher freezing levels when compared
to wehicle (Tukey post hoc, P < 0.01) and 1.1 pgfpl
groups (Tukey post hoc, P < 0.05). Lower and higher
concentrations of fHSP70 (0.25 or 1.1 pgfpl) did not
result in any alterations in freezing behavior as compared
lo vehicle (Tukey post hoc, P = 0.05), but the animals
who received a concentration of 0.25 pgful had higher
freezing levels when compared with those who received
1.1 pg/ul (Tukey post hoc, P < 0.05). The resulls dis-
played an inverted U-shape pattern for the phenomenon,
where the intermediate concentration was the only one
capable of facilitating memory consolidation. HSP70 did
not affect behavior when infused 6 h after the CFC at a
concentration of 0.5 pgfuL (Fig. 4; P = 0.9109, Student's
t test). We also evaluated HSPY0 content in the dorsal
hippocampus 1 and 3 h after the infusion of rHSPTO
post-CFC training (Fig. 5). Significant effects of treatment
(F(1,20) = 4.961, P = 0.0376, two-way ANOVA) and an
interaction between treatment and time (F(1,20) = 5.50
0, P = 0.0294, two-way ANOWVA), but not of time alone
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Fig. 3. Exogenous H5PT0 facilitales memory consolidation. Exoge-
nous rHEPTD was infused bilaterally in the dorsal hippocampus
immediately after CFC training at different concentrations (n = 6-10)
and freering behavior was quaniified 48 h later during the iest
session. Data ame mean + sew. One-way ANOVA (P = 0.018),
followed by Tukey Post hoc (P < 0.05, TP < 0.01).
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Fig. 4. Exogenous HSPTO infused 6 h after CFC does not affect
memory consolidation. Exogenous rHSPTD was infused bilaterally in
the: dorsal hippocampus 6 h after CFC training at a concentration of
0.5 pgfpl (n = 6-10) and freezing behawor was quantified 48 h later
during the test session. Data are mean + sew. Student’s ftest (P =

0.2819).
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Fig. 5. Intrahippocampal infusion of rHSPT0 (0.5 poful ) immediataly
after CFC increases HSPTO content above the physiological levels

one hour later (n = 6). Dala are mean + sem. Two-way ANOWVA
followed by Tukey post hoc (P < 0.05).

(F1,20) = 0.032, P = 0.8577, Two-way ANOVA) were
observed. Post hoc analyses revealed that the group that
received rHSPT0 infusion after CFC had elevaled levels
af HSP70 in the hippocampus when analyzed after 1 h,
as compared to the vehicle group (P < 0.05, Tukey post
hoc test).
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Exogenous HSPTO modulates MAPK pathway
following CFC

Mitogen-activated prolein kinases are involved in the
process of memory consolidation (Sharma et al., 2003;
Giese and Mizuno, 2013; Cestari et al., 2014) and their
activities can also be affected by HSP70 expression
(Gabai et al., 1997, 1998). For this reason, we analyzed
their activities 1 and 3 h after CFC immediately followed
by HSP70 infusion in the dorsal hippocampus (Fig. GA).
The group that received rHSPT0 infusion following CFC
had elevated levels of total ERK protein in the hippocam-
pus when analyzed only 3 h later as compared to the vehi-
cle group at the same time point and there was no
difference between controls (interaction: F(1,19) = 0.83
89, P = 0.3712; treatment: F{1,19) = 12.4, P - 0.023
and time: F1,19) = 0.7389, P = 04004, two-way
ANOVA followed by Tukey post hoc, P < 0.05; Fig. 6C).
When we examined the activated form of ERK (phospho-
rylated ERK, p-ERK), the results revealed that the vehicle
group had higher levels of p-ERK at 3 h when compared
to the vehicle at 1h (interaction: F(1,16) = 0.25, P =

0.6239; treatment: F(1,16) = 13.61, P = 0.002 and time:
F{1,16) = 31.61, P < 0.0001, two-way ANOVA followed
by Tukey post hoc, P < 0.05; Fig. 6D). The group receiv-
ing rHSPT0 infusion after CFC showed elevated levels of
p-ERK when analyzed after 3 h as compared to the vehicle
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group at the same time point (Tukey post hoc, P < 0.05)
and 1o rHSP70 at 1h (Tukey post hoe, P < 0.01).
Infusion of rHSPT0 after CFC did not affect JNK 1 (inter-
action: F(1,15) = 0.01, P = 0.9216: treatment: F{1,15)

=0.144, P = 0.7097 and time: F(1,15) = 0.003, P =

0.9505, two-way ANOVA; Fig. 6E) and 2 content (interac-
tion: F{1,15) = 0.1380, P = 0.7155; treatment: F{1,15)

= 0.012, P = 0.8139 and time: F{1, 15) = 0.123, P =

0.7307, two-way ANOVA; Fig. 6F) and there was also
no treatment effect on JNK 1 phosphorylation (51, 20)

= 1.437, P = 0.2446, two-way ANOVA) rather, there
was an effect of time (F{1,20) = 9.932, P = 0.005, two-
way ANOWVA) with lower levels of p-JNK when HSPT0
was analyzed at 3 h after the infusion compared to 1h
in both the treated and vehicle groups (P < 0.05, Tukey
post hoc; Fig. 6G). With reference to the other member
of the MAPK family, p38, no effects were observed follow-
ing either rHSP70 treatment (F(1,16) = 2.608, P =

0.1259, two-way ANOVA) or in respect to time (F(1,16)
= 0.118, P = 0.7357, two-way ANOVA; Fig. 6H). How-
ever, the activated form (phospho-p38) was significantly
decreased 1 h following treatment with rHSP70 as com-
pared to the vehicle group at the same time point (interac-
tion: F(1,16) = 4.146, P = 0.0586; treatment: F{1,16) =

6.042, P =0.0258 and time: F{1,16) = 2.627, P =

0.1246, two-way ANOVA followed by Tukey post hoc, P
< 0.05; Fig. &l).
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NK in the hippocampus thres hours after the infusion {n = 6). Dala are mean + 5w Two-way ANOVA followed by Tukey post
hoc (P < 0.05, P < 0.01).
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Anti-HSPT0 mAb does not affect CFC memory
consolidation

Since HSPT0 content is rapidly increased in the
hippocampus after CFC training, we questioned whether
it was acling via a paracrine mechanism rather than
being synthesized in the hippocampus. To assess the
impact of physiological extracellular HSPT0 (eHSPTO)
on memory consolidation, we used a monoclonal
antibody raised against HSP70 (0.1 pg/ul or 1 pgfpl)
infused bilaterally into the dorsal hippocampus to block
the extracellular protein immediately after CFC. These
results showed that endogenous extracellular HSPTO
has no significant effect in the formation of long-term
memory of the CFC (F(3,49) = 1.337, P = 0.2730,
One-way ANOVA; Fig. 7), leading us to conclude
that HSP70 should have been being synthesized
inside the cell.

DISCUSSION

In this study, we investigated whether HSPTO is involved
in the formation of long-erm memory, using contextual
fear conditioning as a measure of associative leaming.
HSP70 was elevated one hour following training and
this elevation was rapid and transient. These results
differ from other studies that have observed elevations
in HSPT70 following inhibitory avoidance and water maze
after 3 and 24 h, respectively (Pizammo et al., 2003; lgaz
et al., 2004). It should be noted that the previous studies
have not analyzed shorter periods of time and, in addition,
have used the water maze (Pizarmo et al., 2003) or 8-arm
radial maze {Ambrosini et al., 2005) task as a measure of
memory consolidation, which requires more than one
training session to form a long-term memory and cannot
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Anti-HSPT0 mAb concentration

Fig. 7. Anfi-HSPT0 mAb does not affect memony consolidation. An
antibody against HSPT0 was infused bilaterally imto the dorsal
hippocampus immediately after CFC training at different concentra-
tions (n = 6-10) and freezing behavior was quantified 48 h laler, in
the test session. Data are mean + sem. One-way ANOVA (P =
0.2730).
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be directly compared to CFC. Fast and transient eleva-
tions of HSP70 mRMNA have already been reported in
the CNS following administration of quinolinate, an NMDA
agonist (Walker and Carlock, 1993) as well as by synaplic
activity induced by electroshock (Kaneko et al., 1993).
This pathway of HSP70 induction by glutamate receptors
and synaptic aclivity could also be involved in the induc-
tion of HSPT0 observed in our experiments following con-
textual fear conditioning. The entry of Ca®* activates
protein kinases such as CAMKIIV, PKC and PKA
{Murshid et al., 2010; Schafe et al., 2001). Ca®", CAMKII
and PKC are known activators of HSPT0 gene transcrip-
tion (Price and Calderwood, 1991). PKA and CREB can
directly activate HSPY0 gene transcription and protein
content (Choi et al., 18991). In fact, PKA and CREB activity
are elevated immediately after training {lzquierdo et al.,
2006) and could explain the hippocampal elevation of
HSPT70 observed in our experiments. Whether PKA and
CREB are direclly responsible for this elevation is cur-
rently under investigation.

Experiments made by Pizarmo et al. (2003) indicated
that expression of HSPT2 in the hippocampus of two dif-
ferent strains of mice (C57 and DBA) varies as a function
of the leaming performance, independently from expo-
sure o chronic acoustic stress. Accordingly, HSPT72 is
low in the condition in which each strain shows the higher
performance and high in the condition in which each strain
shows the lower performance. HSP70 elevation appears
to be related to leaming since HSP70 has been found to
be maximally expressed when rats are beginning to mas-
ter a task, but lower when memory is fully consolidated
{Pizarro et al., 2003; Ambrosini et al., 2005). Therefore,
it is plausible that both the time course of HSP70 eleva-
tion and its relation to performance may be critical factors
for elucidating the role played by these proteins in
leaming-associated cellular changes. A peak in HSPT0
content that occurs during consolidation in the hippocam-
pus could be an indication that the task is being mastered
and new neural connections are being established. This
would explain why HSPT0 increase was rapid and tran-
sient, being important in the first hours where the process
of memory consolidation in the CFC is needed (consolida-
tion window).

Studies have demonstrated that astrocytes are able to
induce HSPT70 rapidly and export them to the extracellular
space where it can be taken up by neurons {Guzhova
et al., 2001; Paviik et al., 2003; Taylor et al., 2007). To
address whether HSP70 was expressed by astrocyles,
we performed double immunofluorescence with HSPT2
and GFAP. First, we replicated the enhancement of
HSP70 following CFC, now evaluating only the inducible
form of the protein and we showed that it was highly
expressed only in the animals that were trained. The
low Pearson’s comrelation coefficient found demonstrated
that there was basically no colocalization between those
proteins, so we can claim that the astrocytes were not
responsible for the expression of HSPTO induced by con-
textual fear conditioning training. Also, double immunoflu-
orescence with calbindin and HSP72 revealed that the
localization of HSP72 mainly surrounded synapses
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between the Schalfer collateral axons and pyramidal cells
of the CA1 region of the hippocampus.

The effects observed following infusion of tHSP70 into
the hippocampus immediately after training further
supports its role on leamning in the CFC paradigm.
Previous studies (Ekimova et al., 2010; Guzhova et al.,
1998) have demonstraled that exogenous HSP70 can
penetrate cells {in wiro) and brain structures (in wivo).
Labeled Hsp70/HscT0 injected into the third ventricle of
rals penetrated many brain structures, including the hip-
pocampus, and was found in the cylosol of neurons
(Ekimova et al., 2010). Interestingly, the labeled protein
was also found in neuronal terminals, suggesting that it
may have been required for specific neuronal function
(Ekimova et al., 2010). In the present study, the infusion
of 0.5 pg/pL of rHSPTD immediately after training facili-
tated memory consolidation while lower and higher con-
centrations failed to produce an effect on memory. It is
possible that levels of tHSPT70 higher than that used in
this study could be cytotoxic and activate different molec-
wlar targets such as toll like receptors in microglia thereby
activating proinflammatory pathways (Calderwood et al.,
2007; De Maio, 2011). A study (Ammon-Treiber et al.,
2008) employing transgenic mice overexpressing human
HSPT0 revealed deficits in leaming. They suggest that
the poor performance was a consequence of excessive
LTP, corresponding to the so-called saturation hypothe-
sis, suggesting disruption of spatial leaming in animals
with no residual LTP (Moser et al., 1998). This chronic
elevation of HSP70 caused sustained changes in synaptic
plasticity, which is completely different from the acute
response of this protein after learning demonstrated in
our work,

Infuzion of rHSP70 after CFC was able to modulate
the MAPK pathway, enhancing ERK while decreasing
p38 and JMNK activity. These kinases may contribute to
the bidirectional control of synaplic strength by either
complementing or opposing each other during synaptic
depotentiation, LTD and LTP (Zhu et al., 2002, 2005).
The rapid initial increase in CREB phosphorylation in
response to neuronal activity is mediated by CaMKIV.
However, the prolonged phosphorylation of CREB that
is essential for CRE-dependent transcriplion appears to
be dependent on ERK activity since it is blocked by
MEHK inhibitors, indicating a requirement for ERK signaling
in the maintenance of Ser133 phosphorylation (Thomas
and Huganir, 2004). ERK activity is also necessary for
the insertion of GluA1 subunit of GluR (glutamate recep-
tor) in the postsynaptic membrane; an action caried out
by CAMEKII. Consequently, ERK activity is also important
for LTP and memory consolidation. On the other hand,
JNK activation blocks hippocampal LTP (Wang et al,,
2004) and is involved in low frequency stimulation-
dependent LTD in the dentate gyrus (Cuman et al.,
2003). JNKs are also involved in AMPA receptor traffick-
ing (Zhu et al., 2005; Thomas et al., 2008) and metabotro-
pic glutamate receptor-dependent LTD in the dorsal
hippocampus (Li et al., 2007). Increased JNK1 activity fol-
lowing CFC appears to be a protective mechanism from
over-consolidating a fear associative memory since this
kinase negatively regulates leaming (Sherrin el al.,

2010). Similar to JNK, p38 aclivity is also enhanced by
metabotropic glutamate receptor activation through
MKK3/6 phosphorylation that leads to GluAR internaliza-
tion and, consequently, LTD (Eales et al., 2014; Xiong
et al., 2006). It is also known that BDNF dependent
synaplic plasticity can be suppressed by IL-1p through
p38 activation (Tong et al., 2012). Blocking p38 activity
immediately after inhibitory avoidance impairs memory,
which was not seen when blocking occurred 30 to 180
min after the training session (Alonso et al., 2003), imply-
ing that this activity may only be required immediately
after memory training. HSPT0 was also shown o block
JNK and p38 in other studies (Gabai et al., 1997, 1998).
It is possible that HSP7T0 might facilitate memory consol-
idation through blockage of p38 and JNK activity, which in
turn can enhance ERK activity and consequently enhance
the maintenance of CREB phosphorylation and gene tran-
scription. Those results are summarized in Fig. 8, with the
proposed mechanism of action of HSPTO0 in memory
consolidation.

Blocking extracellular HSP70 with a specific antibody
did not affect memory consolidation, thus suggesting
that it is indeed acting intracellularly. There also exists
the possibility that extracellular HSPT0 infused may be
internalized, acting in the same way as the endogenous
protein, possibly through a receptor or membrane
interaction, as it is known that HSP70 binds to
membrane scavenger receptors and C-type lectins,
being afterward transported to the intracellular milieu, in

Gene transcription

Fig. B. Pmposed role of HSPTD in synaptic plasticity and memory
consolidation. Enhancement of HSPT0 1 h after CFC leads fo a
decrease in p38 and JMK activity, which are known LTD inducers
and, consequently, could act as memory repressors. HSPTD is also
able o enhance ERK synthesis and activity, which could lead o its
translocation into the nuclews where it can phosphorylate RSK and
MSK, theraby phosphondating CREB, that, in tum, can induce the
maintenance of gene transcripion and, consequently, memory
consolidation. ERK is also involved in the translocafion of glutamate
receplor (GluR) subunit GluAl to the membrane, another possibility
that could be influenced by enhancing ERK activity.
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which it preserves its biological function (Thérault et al.,
2006). These possibilities are currently under investiga-
tion in our laboratory.

Qur results shed light on a critical role of HSP7O in
memory consolidation mechanisms, not acting just as a
molecular chaperone, but through MAPK downstream
pathways. HSPTD can be rapidly induced in the
hippocampus  after leaming, which could be an
indication that the task is being mastered and may be a
good ool to be used as a leamning index.
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4. CAPITULO II

Resultados parciais de reativacdo da memoria.

4.1. MATERIAL E METODOS

4.1.1. Animais

Este projeto (n° 27791) foi aprovado pela Comisso de Etica no Uso de Animais
da UFRGS (08/12/2014) [anexo 1].

Foram utilizados ratos Wistar machos (60 dias), de 250-300g, obtidos do
biotério central da UFRGS (CREAL), mantidos em caixas de polipropileno (33x17x40
cm), quatro animais por caixa, em um ciclo de claro/escuro de 12 h e temperatura de
22+2°C. Os animais receberam agua e racdo ad libitum, dieta comercial padrdo para
ratos de laboratorio, contendo aproximadamente 52% de carboidratos, 21% de proteinas
e 4% de lipideos. Os procedimentos experimentais seguiram as normas éticas brasileiras
(Goldim, 1995) e os cuidados com os animais foram de acordo com a Lei Arouca
(11794/2008) e com as recomendacdes da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratério (SBCAL/COBEA), da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e
Comportamento (SBNeC), da International Brain Research Organization (IBRO) e do
Council for International Organizations of Medical Sciences (CIOMS).

A morte dos animais por decapitacdo foi escolhido para eutanasia por ser eficaz
na perda imediata de reflexos, além de produzir mudancas fisiologicas minimas nos
tecidos. Nenhum anestésico ou outra substancia foi injetado nos animais por ocasido da
decapitacdo. A morte dos animais sob anestesia € incompativel com nossos
experimentos, pois todos os anestésicos comumente utilizados em estudos com animais
experimentais levam a uma intensa hiperglicemia em roedores (Brown 2005; Saha
2005), o que afeta também as concentracdes de HSP70 (Febbraio 2004).

4.1.2. Procedimentos Cirargicos
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Os animais foram anestesiados com um anestesico geral, Cetamina juntamente
com xilazina, um sedativo/miorrelaxante/ analgésico, administrados
intraperitonealmente (i.p.), xilazina 10 mg.kg™ (0,05 mL de xilazina 2% para 100 g de
rato) e cetamina 90 mg.kg™ i.p. (0,09 mL de cetamina 10% para 100 g de rato).

Cada animal operado foi cuidadosamente colocado em um Aparelho
estereotdxico (Fabricacdo: David Kopf, modelo 1404), e a superficie de seu cranio
exposta mediante incisdo sagital com bisturi No 20 ou 21. Uma craniotomia bilateral foi
feita com o emprego de uma broca odontolégica nos locais correspondentes as
coordenadas anteroposteriores (AP) e latero-laterais (LL) da estrutura em questdo. Uma
canula de aco inoxidavel (manufaturada a partir de agulha com didmetro interno de 0,7
mm, calibre ou gauge 27, e didmetro interno de 0,3 mm), presa & torre mével do
estereotéxico, foi introduzida cuidadosamente através de cada um desses orificios feitos
na calota craniana e baixada lentamente até a coordenada dorsoventral (DV) definitiva.
A cénula foi fixada nesta posicao com acrilico dentério, aplicado ainda quando na forma
de um liquido espesso, que deixamos secar e consolidar. O acrilico é trabalhado para
formar uma espécie de "capacete™ sobre o 0sso do cranio, fechando a janela Gssea
produzida. As canulas mantém-se fixas na posicdo desejada por tempo suficiente apds a
cirurgia (10 dias, no minimo).

A estrutura de interesse foi o hipocampo dorsal e suas coordenadas foram

obtidas, inicialmente, do Atlas de Paxinos e Watson (1986), de acordo com a faixa de
peso dos animais utilizados. As coordenadas finais corrigidas para nossos animais (para
a posicao da ponta da canula, 1 mm acima do verdadeiro "alvo"), medidas a partir do
bregma, foram as seguintes: AP =-0,40mm; LL = +0,30mm; DV = -0,16mm.
As canulas intracerebrais foram fixadas 1 mm acima da posicdo desejada e, através
destas, injetadas as substancias através de um tipo de agulha mais fina ("mizzy", de
calibre 30), introduzida por dentro da primeira. A penetracdo da estrutura-alvo com a
agulha mais fina minimiza lesdes locais.

No periodo imediatamente posterior a cirurgia, 0S animais permaneceram sob
aquecimento e umidade controlados, numa camara pos-operatoria. Para reduzir o indice
pos-operatdrio de infeccdo, os animais receberam, antes da cirurgia, a administracéo de
um antibiotico intramuscular, Tilosina (1 mg/kg). Para manejo algico/nociceptivo pos-
operatdrio foi administrado (subcutaneo) meloxicam (1 mg/kg) uma vez ao dia, por 3
dias. Apos decorrido um periodo de recuperagdo pds-operatdria de 5-7 dias, 0s animais

foram submetidos as tarefas comportamentais.
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Apos finalizacdo dos experimentos e morte dos animais, os encéfalos foram
imersos em formaldeido 10% por uma semana, congelados e cortados no criostato para
visualizagdo da posi¢do das canulas e controle histolégico das cirurgias.

4.1.3. Infuséo Intracerebral

Os animais foram gentilmente imobilizados, envolvidos em um pano e
segurados com uma méao pelo experimentador. A agulha Mizzy conectada por um tubo
P10 de polietileno a uma microsseringa Hamilton contendo o farmaco foi inserida
cuidadosamente na canula até travar, que se da quando sua extremidade penetrou o
trecho final do tecido. A microsseringa foi entdo acionada (manual ou automaticamente)
para empurrar 1 pL da solucdo do farmaco em um periodo de 90 segundos, aguardando
mais 30s antes de ser removida para que o farmaco se difunda; o procedimento foi

realizado bilateralmente.

4.1.4. Drogas

Os farmacos utilizados foram a HSP70 recombinante de camundongo (hsp72,
forma induzivel da HSP70, codificada pelo gene hspala gene, Enzo, ADI-ESP-502) e 0
bloqueador da funcdo ATPase da HSP70, YM-08 (Sigma, SML0822). A proteina
recombinante foi diluida em Dulbecco PBS pH 7.4, contendo 8.1 mM de fosfato de
sodio, 1.5 mM de fosfato de potassio, 2.7 mM de cloreto de potéassio e 137 mM de
cloreto de sddio e usada em uma concentracdo final de 0.5 pg/uL. O blogueador
também foi diluido no mesmo PBS, porém com 10% de DMSO e em uma concentracdo
final de 0.05 ou 0.5 pg/uL. O veiculo utilizado foi o tampédo no qual cada droga foi

diluida. Ambas foram infundidas bilateralmente no hipocampo dorsal.
4.1.5. Condicionamento Aversivo Contextual (CAC)

Esta tarefa comportamental foi realizada em uma caixa de condicionamento
automatizada de esquiva (Fabricacdo: Albarsch) adaptada para expor apenas a grade

(que da os choques numa area de dimensdes 25 X 25 X 25 cm). A parede frontal é de

vidro, através do qual se observa o animal. O assoalho é uma grade de barras de bronze
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de 1 mm de didmetro cada, espacadas 1 cm uma das outras. Nesta grade aplica-se uma
diferenca de potencial elétrico, obtendo-se, consequentemente, uma corrente elétrica de
0.2 a 1.0 mA, conforme o desejado.

Sessao de Condicionamento: Os animais foram colocados na caixa de condicionamento
e ap6s 3 min eles receberam 2 choques de 0.7mA (protocolo médio) ou 0.3 mA
(protocolo fraco), com intervalo de 30 s entre eles. Os animais permaneceram por mais

30 s antes de voltarem para suas caixas de habitacao.

Sessdo de Reativacdo da Memoria: Os animais foram reexpostos por 4 ou 15 min para
protocolos de reconsolidacdo e 30 min para extingdo na mesma caixa de

condicionamento.

Sessdo de Teste: Os animais foram testados por 4 min, através da simples reexposi¢cdo
ao contexto. No presente estudo utilizamos o tempo de congelamento, definido como
imobilidade em uma posicdo estereotipada de agachamento, com excec¢do dos

movimentos necessarios para respiracdao, como indice de memodria.

4.1.6. Imunodeteccdo de proteinas

Quantidades iguais de proteina celular (40 pg) foram carregadas em gel de
poliacrilamida (12%) - dodecil sulfato de sédio para eletroforese (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970) em cuba Mini-Protean 3 (Bio-Rad). Apo6s as corridas nos géis, as
proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (GE Health Care) por
eletrotransferéncia (Bio-Rad). Foi empregada coloracdo de vermelho de Ponceau S para
confirmar o sucesso da transferéncia e a seguir, as membranas foram incubadas com
tampé&o de blogueio com 5% de leite desnatado (Nestlé) em tampéo de lavagem [TEN-
Tween 20 (solucdo a 0.1 % m/v); TEN é 50 mM Tris, 5 mM EDTA, 150 mM NacCl, pH
7,4]. Posteriormente, as membranas foram incubadas overnight com anticorpo
monoclonal anti-HSP70 feito em camundongo (1:1000, clone BRM22, Sigma H5147)
diluido em tampdo de lavagem com 1% de BSA e lavadas trés vezes. O anticorpo
secundario anti-lgG de camundongo (1:10.000, Sigma A9044), conjugado a peroxidase

de rabanete, foi incubado por 1 h em temperatura ambiente. Ap6s, as membranas foram
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lavadas novamente, e a seguir, submetidas a solucdo para revelacdo da peroxidase
(luminol/acido p-coumérico). As bandas foram visualizadas com o sistema de
quimiluminescéncia ImageQuant TM 350 (GE) e quantificadas no Software ImageJ.
Utilizamos o anti-GAPDH produzido em coelho (1:1000, Sigma G9545) como
normalizador, seguido do secundario anti-IgG de coelho (1:20.000, Sigma A0545). Os
dados estdo mostrados como mediatx E.P.M. de contetdo de HSP70 normalizado pelo
GAPDH do seu respectivo gel. Um gel representativo é mostrado para cada proteina na

secdo de resultados.

4.1.7. Andlise Estatistica

Para as comparacOes entre dois grupos foi aplicado o teste t de Student para
amostras independentes. Para comparacdes entre multiplos grupos, ANOVA de uma ou
duas via seguida pelo teste post hoc de Tukey. Para comparacOes de diferentes
tratamentos em mais de um momento foi utilizado ANOVA de duas vias de medidas
repetidas seguida pelo teste post hoc de Tukey. Para todas as analises, o o considerado

foi de 5%. Os dados serdo expressos como média + erro padrao da média.
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4.2. RESULTADOS

4.2.1. Reativacdo eleva rapidamente o conteido de HSP70 no hipocampo

Como demonstramos anteriormente, o contetdo de HSP70 no hipocampo dorsal
é elevado 1 h apos treino de CAC (Porto et al., 2018). Além disso, ja foi demonstrado
em caranguejos esta mesma elevacdo de HSP70, em glomérulos olfatdrios, induzida por
estimulagdo com cheiro de alimento (ndo aversivo) e por estimulo visual aversivo
condicionado ao contexto. Quando esta memoria aversiva foi reativada por um curto
periodo, houve novamente elevacdes no conteddo de HSP70 (Frenkel et al., 2012). A
fim de verificar se uma curta reativacdo também é capaz de elevar os niveis de HSP70
no hipocampo de ratos, fizemos uma curva de tempo apos reativacao de 4 min no CAC
e analisamos seu imunocontetdo no hipocampo dorsal. Similar aos nossos resultados de
consolidacdo, a HSP70 teve um pico de elevacdo rapido e transiente apds reativacdo
(Figura 7, ANOVA de uma via, P=0.0017). Entretanto, o pico foi ainda mais cedo, em
apenas 30 min (post hoc de Tukey, P<0.05), ja& normalizando aos 90 min (post hoc de
Tukey, P<0.05).

Uma reativagdo prolongada é capaz de formar uma nova memdria, suprimindo a
anterior. Ndo existem dados avaliando o conteddo de HSP70 no hipocampo durante a
formacdo de uma memoria de extingdo. Do mesmo modo, realizamos uma curva de
tempo para medir o contetido de HSP70 no hipocampo, agora apds 30 min de reativacao
da memoria de CAC. Apesar de ndo encontrarmos uma diferenga significativa (Figura
8, ANOVA de uma via, P=0.3506), podemos visualizar um pico no contetido de HSP70

em 30 min, assim como encontrado apos curta reativacao.
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Figura 7. Imunodeteccdo de HSP70 ap0s curta reativacdo. (A) Desenho experimental.
(B) Imudeteccdo de HSP70 no hipocampo em diferentes tempos apds reativacdo de 4
min no CAC (n = 4-6). Um gel representativo é mostrado. Os resultados estéo
apresentados como média £+ EPM. ANOVA de uma via (P=0.0017) seguido de post hoc
de Tukey ("P<0.05).
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Figura 8. Imunodetec¢cdo de HSP70 apds longa reativacdo. (A) Desenho experimental.

(B) Imudeteccdo de HSP70 no hipocampo em diferentes tempos apds reativacdo de 30
min no CAC (n = 5). Um gel representativo € mostrado. Os resultados estdo
apresentados como média + EPM. ANOVA de uma via (P=0.3506).
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4.2.2 A novidade durante reativacdo induz niveis mais elevados de HSP70 no
hipocampo

Ja vimos que tanto a consolidacdo como a reativacdo da memoria sdo capazes de
elevar os niveis de HSP70 no hipocampo. A reativacdo de curta duracdo leva a um
processo que chamamos de reconsolidacdo. Durante esta reativacdo, que é um processo
ativo, podemos prejudicar, fortalecer, ou atualizar a memoria anteriormente
consolidada. Nos perguntamos entdo, se a resposta de elevacdo da HSP70 no
hipocampo também poderia depender do tipo de reativacdo. Os grupos foram entdo
divididos em animais sem reativagdo, animais com reativagdo de 4 min, animais
reativados com um choque mais forte (0.7 mA) que o treino (0.3 mA) e animais
reativados com um choque de mesma intensidade (0.7 mA) que o treino (0.7 mA).
Verificamos o contetdo de HSP70 no hipocampo 1 h apds cada reativacdo e
encontramos novamente um aumento em relacdo ao controle (Figura 9, post hoc de
Tukey, P<0.01), como ja apresentado nos resultados acima. O grupo com choque de
igual intensidade também causou aumentos maiores que o controle sem reativacao (post
hoc de Tukey, P<0.0001), mas ndo foi diferente do grupo que foi somente exposto ao
contexto (P>0.05). Interessantemente, o grupo que teve choque de intensidade diferente
do treino teve valores maiores de HSP70 quando comparado com o grupo controle
(P<0.0001) e também com o grupo com exposicdo ao contexto (P<0.01). Esses
resultados nos mostram que o contetdo de HSP70 nédo é induzido pelo chogue e sim
pelos processos de aprendizagem, e também que esse aumento € influenciado pela
novidade incorporada durante a reativacao.
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Figura 9. Imunodeteccdo de HSP70 1 h apds diferentes reativacdes. (A) Desenho
experimental. (B) Porcentagem de freezing na reativacdo dois dias apds treino com 0.3
mA e 0.7 mA. (C) Imudeteccdo de HSP70 no hipocampo ap0s reativacdo ou re-treino
no CAC (n = 4-6). (D) Gel representativo. Os resultados estdo apresentados como
média + EPM. ANOVA de uma via (P<0.0001) seguido de post hoc de Tukey ('P<0.05;
"P<0.01; ""P<0.0001).
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4.2.3. Infusdo de rHSP70 ap6s reativacdo ndo induz modificacbes na
reconsolidacao

A infusdo de HSP70 recombinante no hipocampo dorsal imediatamente apds o
treino no CAC facilita a consolidacdo desta memdria (Porto et.al., 2018). Como vimos
que a HSP70 se eleva ap0s reativacdo de maneira similar a consolidacdo, avaliamos se a
infusdo imediatamente apds a reativacdo causaria algum efeito sobre a memoria.
Quando testamos 2 dias apds reativacdo de 4 (Figura 10, ANOVA de duas vias de
medidas repetidas; Interacdo P=0.4167; Teste P=0.7894; Tratamento P=0.4878) ou 15
min (Figura 11, Interacdo P=0.3246; Teste P=0.0691; Tratamento P=0.1791), a infusdo
de rHSP70 no hipocampo dorsal ndo causou nenhuma influéncia sobre a memodria,
tendo valores de freezing iguais aos do grupo que foi infundido com veiculo. Entretanto,
quando a reativacao foi mais prolongada, um segundo teste foi realizado, duas semanas
depois, onde o grupo veiculo demonstrou niveis de freezing reduzidos (Figura 11,
P<0.05) em comparagdo aos seus valores durante a reativacdo (antes da infusdo de
rHSP70). Ja o grupo que recebeu infusdo de rHSP70 apds reativacdo, manteve 0s niveis

de freezing, sem mostrar decaimento da resposta de medo ao longo do tempo.
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Figura 10. Infusdo de rHSP70 ap0s curta reativacdo. (A) Desenho experimental. (B)
Porcentagem de freezing durante a reativacdo no CAC de 4 min e no teste 48 h depois
da infusdo de rHSP70 ou veiculo. A infusdo foi realizada imediatamente ap0s reativacao
(n = 6-7). Os resultados estdo apresentados como media + EPM. ANOVA de duas vias
de medidas repetidas (Interagdo P=0.4167; Teste P=0.7894; Tratamento P=0.4878).
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Figura 11. Infusdo de rHSP70 apds longa reativacdo. (A) Desenho experimental. (B)
Porcentagem de freezing durante a reativagcdo no CAC de 15 min, no teste 48 h depois
da infusdo de rHSP70 ou veiculo e re-teste 14 dias depois. A infusdo foi realizada
imediatamente ap6s reativacdo (n = 5-6). Os resultados estdo apresentados como
média £ EPM. ANOVA de duas vias de medidas repetidas (Interacdo P=0.3246; Teste
P=0.0691; Tratamento P=0.1791; post hoc de Tukey, "P<0.05).
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5. CAPITULO Il1
Artigo cientifico intitulado: Heat shock therapy with Far-infrared light improves

cognitive related deficits in a mouse model of Alzheimer's Disease — sera submetido na

revista Neurobiology of Aging (I.F. 5.117).
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1. INTRODUCTION

According to the World Alzheimer Report, in 2016 there were 47 million people
worldwide living with dementia (World Alzheimer Report, 2016) and this number is
projected to increase to more than 131 million by 2050. Alzheimer's Disease (AD) is the
most frequent form of dementia, accounting for 60-80% of the dementia cases
(Alzheimer's Association, 2017). It is characterized by the accumulation of extracellular
beta-amyloid plaques and hyperphosphorylated tau (tau tangles) inside neurons. Beta
amyloid plaques contribute to cell death by interfering with neuron-to-neuron
communication at synapses, while tau tangles block the transport of nutrients and other
essential molecules inside neurons (Hardy, 2009). The brain of people with advanced
AD shows inflammation (Akiyama et al., 2000; Akiyama et al., 2000), dramatic
shrinkage from cell loss, and widespread debris from dead and dying neurons (Pini et
al., 2016). Research suggests that the brain changes associated with Alzheimer’s may
begin 20 or more years before behavioral symptoms appears, what makes it harder to
find an effective treatment.

In the last few years, a protein called HSP70 (Heat Shock Protein of 70kDa) has
emerged as pharmacological target for neurodegenerative disorders treatment, mainly
because of its critical role in protein misfolding (Jinwal et al., 2010). HSP70 is a
molecular chaperone that can be synthesized in the nervous system under a variety of
insults, such as glucose and oxygen deprivation, glutamatergic excitotoxicity,
psychophysiological stress, and elevations in body temperature (Guzhova et al., 2001;
Lee et al., 2001). HSP70 localizes mostly in the post-synaptic but also in the pre-
synaptic site following a physiologically relevant increase in temperature in the
mammalian nervous system, facilitating the repair of stress-induced damage to synaptic
proteins (Bechtold & Brown, 2000; Bechtold et al., 2000). Moreover, it also contributes
to neuroprotective events at the synapse. Induction of the heat shock response protects
the nervous system at the functional level and permits neurotransmission events to
proceed at synaptic connections between neurons under stressful conditions
(Karunanithi et al., 2002). Manipulation of this cellular stress response offers strategies
to protect brain cells from damage induced by ischemia and neurodegenerative diseases
(Chen & Brown, 2007; Chen et al., 2009).

HSP70 can be cytoprotective by preventing protein aggregation and mutation, but it
also acts as a signaling molecule blocking the inflammation and apoptosis cascade
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(blocking NF-kB transcription factor, JNK pathway and reducing cytochrome-c release,
respectively), oxidative stress, and consequently, neuronal death (Buzzard et al., 1998;
Lee et al., 2001). Interestingly, neurons in the hippocampus and entorhinal cortex,
which are highly affected in AD, show comparatively low levels of HSP70 when
compared to other structures like the spinal cord (Chen & Brown, 2007; Manzerra et al.,
1997), suggesting that elevations in HSP70 levels in those regions could be a target for
the treatment of cognitive impairments in AD.

In neuronal cultures, overexpression of HSP70 is able to protect neurons from
amyloid-B (AP) toxicity (Magrané et al., 2004). Furthermore, when microtubules is
destabilized, HSP70 engages tau protein and help its stabilization, establishing a
protective conformation (Jinwal et al., 2010). Treatment with exogenous HP70
(intranasally) shows a therapeutic effect in mouse models of AD, normalizing neuronal
density in the hippocampus and cortex, diminishing AP peptide and plaque formation
accumulation, and improving spatial learning (Bobkova et al., 2014).

The use of heat therapy (whole body heat shock) has become an increasingly
regular practice around the world, with the simple aim to elevate body temperature, and
consequently, elevate HSP70 expression. Several studies have shown benefits of heat
therapy for people with metabolic and cardiovascular disease and that it is tightly
associated with the role of HSP70 in blocking inflammation (Beever, 2010; Chung et
al., 2008; Crinnion, 2011; Gupte et al., 2009; Hooper, 1999; Karpe & Tikoo, 2014).
Moderate to high frequency of sauna bathing was also associated with lowered risks of
dementia and Alzheimer’s disease (Laukkanen et al., 2017). Studies using infrared
therapy in AD showed that either acute (weeks; Michalikova et al., 2008) or chronic
(months; Grillo et al., 2013; Purushothuman et al., 2015; Purushothuman et al., 2014)
exposure reduces B-amyloid plaques, neurofibrillary tangles of hyperphosphorylated tau
protein, inflammation and oxidative stress, together with increased ATP levels and
improved overall mitochondrial function (manly targeting cytochrome c oxidase, a key
enzyme of the mitochondrial respiratory chain that is a photoacceptor of light in the
infrared range) (Hamblin, 2016, 2018). Considering that the total estimated worldwide
cost of dementia is US$818 billion (Alzheimer's Association, 2017) and that there is no
effective treatment for AD, heat therapy could be a great valuable intervention since it is
a truly low cost non-pharmacological treatment that could be easily applicable in the

clinic.
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The aim of our study was to verify the influence of chronic heat shock treatment
in the 5XFAD mouse model of AD, which is a transgenic mice that presents 5 different
mutations and recapitulates a variety of AD features, including working memory
impairment, reduced anxiety, astrogliosis and microgliosis that are proportional to
extensive extracellular AP deposition in hippocampal and cortical areas beginning at 2
months of age, and selective neuron loss, making it a suitable research model for early
onset AD (Maarouf et al., 2013; Oakley et al., 2006; Ohno et al., 2007).
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2. METHODS

2.1 Animals

We used 5XFAD female and male mice (3 and 8 months) which is a double
transgenic APP/PS1 mouse model for AD. These transgenic mice co-overexpress 5
Familial Alzheimer’s Disease (FAD) mutations, the Swedish (K670N, M671L), Florida
(1716V), and London (V7171) mutations in the human APP and M146L and L286V in
the human PSEN1. Expression of both transgenes is regulated by neural-specific
elements of the mouse Thyl promoter to drive overexpression in the brain. 5XFAD
mice were bred in our animal facility, housed four to five per cage (IVC) and
maintained under constant temperature (23 + 1°C) with automatically controlled
photoperiods (12 h light/12 h dark) and 60 % relative humidity. A standard commercial
laboratory diet was provided ad libitum. All experiments were performed in accordance
with local and national guidelines for animal care and the project was approved by the

Ethics Committee on Animal Experimentation of the University of Sydney (#2015/915).

3or8 IHeatShockTreatmentI S Mh o B MR | 48R

| | |
months ! 2 x week ! ! I ' : : ! L
41°C/15 min OF OR + Y CFC CFC WB

24h 24h

Figure 1. Experimental time line. The animals started the heat treatment with 3 or 8
months of age, where they were kept at 41°C body temperature for 15 minutes, two
times per week. One day after the last heat shock session, the behavior tests started,
beginning with open field (OF), object recognition (OR), plus maze (+), y maze (Y) and
contextual fear conditioning (CFC) followed by euthanasia 48 hours after the last test.

Hippocampus and prefrontal cortex were removed for western blot (WB).

2.2 Heat shock treatment

We used a red light (Philips 175 W PAR38, where 90% of the energy is transmitted as
infrared, suppl.1AB) to mimic an infrared sauna (FIR sauna). The infrared lamp directly heat
an object or person at which they are directed without heating the surrounding air, what
makes them highly efficient heat sources. The mice were anesthetized with 1-2% isofluorane,
to lose the control of their body temperature. The initial temperature was recorded and they were put
in the anesthetic chamber under the red light (60 cm distance from the mice). When their rectal

temperature reached 41°C, they were kept in that temperature (41°C +0.5) for 15 minutes. Final and
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maximum temperature were recorded after every session.. The controls had the same protocol but
no light exposure, rectal temperature was kept around 36°C+0.5. Body weight and length was
measured in the beginning (3 or 8 months) and the end (5 or 10 months) of the intervention for Lee

. 3 eight .1000
Index calculation: /%.
length(cm)

2.3 Behavior tests
2.3.1 Open Field (OF)

The animals were free to explore the arena (40 x 40 x 20 mm) for 10 minutes (used also as
the first day of adaptation for the object recognition test). The test was recorded to be analyzed later
with a tracking software (TopScan, CleverSys Inc.). The apparatus was cleaned with 70% alcohol
and allowed to dry between animals. The parameters analyzed were the total distance and time in the

center and border of the open field.

2.3.2 Object Recognition (OR)

One day after the habituation in the open field, the animals were put again in the apparatus
and were free to explore the space for 10 minutes, with two equal objects (two culture flasks or two
lego blocks), during the training session. The test session was one hour later where one of the objects
was replaced by a novel object (lego or flask). The apparatus and objects were cleaned with 70%
alcohol and allowed to dry between animals. Exploration of each object was analyzed in the training
and test session characterized by the amount of time the animal was sniffing the object. Exploration

index was calculated as (novel object)/(novel object + familiar object).

2.3.3 Plus Maze

The two open arms lie across from each other measuring 25 x 5 x 5 cm and
perpendicular to two closed arms measuring 25 x 5 x 16 cm with a center platform (5 x
5 x 0.5 cm). The closed arms have a high wall (16 cm) to enclose the arms whereas the
open arms have no side wall, 70 cm high from the floor. Mice were placed in the central
platform facing the closed arm and their behavior recorded for 5 min. The criterion for arm visit was
considered only when the animal decisively moved all its four limbs into an arm. The maze was
cleaned with 70% ethanol after each trial. We analyzed the time spent in the open and closed arms,
the number of entries into the open and closed arms and the risk assessment was analyzed as the

time spending with at least the head out of the closed arms in direction to the open arms.
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2.34Y Maze

The Y maze was composed of three equally spaced arms (120°, 41 cm long and 15
cm high) with 5 cm wide floor. Each mouse was placed in one of the arm compartments and
was allowed to move freely until its tail completely enters another arm. The sequence of arm entries
was manually recorded, the arms being labeled A, B, or C. An alternation is defined as entry into all
three arms consecutively, for instance if the animal makes the following arm entries: A, C, B, C, A,
B,C, A C A B, C A in this example, the animal made 13 arm entries 8 of which are correct
alternations. The number of maximum spontaneous alternations is then the total number of arms
entered minus two, and the percentage alternation is calculated as (actual alternations /maximum
alternations) x 100. For each animal the Y-maze testing was carried out for 5 minutes. The apparatus
was cleaned with 70% alcohol and allowed to dry between animals.

2.3.5 Contextual Fear Conditioning (CFC)

The animals were placed in the fear conditioning chamber (13 x 17 cm) and allowed to
explore the context for 3 minutes. Two 0.5 mA footshock were applied, separated by 30 s, with 2 s
duration each. Hippocampus-dependent contextual fear memory formation was evaluated
by scoring freezing behavior (the absence of all but respiratory movement) for 5 min
when the mice were placed back into the same conditioning chamber 24 hours after the

training.

2.4 \Western Blot

In order to examine protein immunodetection, both dorsal hippocampi and prefrontal cortex
were extracted and homogenized in 350 pL of 0.1 % (w/v) SDS buffer. After protein assay,
samples were diluted in Laemmli’s gel loading buffer [S0 mM Tris, 10% (w/v) SDS, 10%
(v/v) glycerol, 10% (v/v) 2-mercaptoethanol and 2 mg/mL bromphenol blue] in a ratio
of 1:1, boiled for 5 min and electrophoresed in an 8.5% (for HSP70) or 12% (for GSK3, NF-
kB, pCREB and BDNF) polyacrylamide gel. A total of 10 pg of protein was applied in each
well and ran at 40 mA for 1 hour. The proteins were transferred onto nitrocellulose membranes at
380 mA for 25 minutes using a semidry electrotransfer apparatus. The membranes were incubated
in blocking solution (1% dry milk in TBST 1x) for 1 hour in room temperature. The incubations
with the primary antibodies were: monoclonal rabbit anti-HSP70 (EPR16892, ab181606) in a
concentration of 1:2000 diluted in TBST solution for 1 hour in room temperature; monoclonal
mouse anti-pGSK3 (alpha + beta phospho Y216 + Y279, M132, ab45383) in a concentration of
1:1000 diluted in TBST solution overnight at 4°C; monoclonal rabbit anti-pCREB (phospho S133,
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E113, ab32096) in a concentration of 1:1000 diluted in TBST solution overnight at 4°C; monoclonal
rabbit anti-BDNF (EPR1292, ab108319 ) in a concentration of 1:1000 diluted in TBST solution
overnight at 4°C; polyclonal rabbit anti-NF-B p65 (ah16502) in a concentration of 1:1000 diluted in
TBST solution overnight at 4°C; monoclonal mouse anti-Tubulin in a concentration of 1:200.000
diluted in blocking solution overnight at 4°C. Membranes were washed 3 times for 15 minutes in
TBST and incubated with the secondary antibody (anti-rabbit or anti-mouse) in a concentration of
1:20.000 diluted in TBST in room temperature for 1 hour. Membranes were washed again for 3
times and revelation was made with ECL for 90 seconds in the light following 8 minutes in the dark
into a film; for tubulin it was 30 seconds in the dark. The film stayed in the developer until the bands
were visualized, washed in distillated water and put in the fixer until it got black. Quantification of
the bands were made with ImageJ and data are shown as the mean = S.E.M. of protein

expression normalized to tubulin.

2.5 Statistical Analysis

Data were analyzed through statistical software GraphPad prism 6. Unpaired Student's t test
was used for behavioral and molecular analysis. We used Two-way repeated measures ANOVA
followed by Tukey post hoc for Lee index before and after the treatment, and between training and

test session in the object recognition test. The level of significance used was P<0.05.

69



3. RESULTS

2.1 Heat shock treatment effect on anxiety-like behavior

It is well known that 5XFAD mice have reduced anxiety levels (Jawhar et al.,
2012), a clinical factor that can be present in 20 to 35% of AD patients, manifested by
disinhibition and inappropriate euphoria (Chung & Cummings, 2000). For that reason
we analyzed anxiety-like behavior in the open field and plus maze test. Heat shock
treatment for two months didn't have any effect on the time spent in the center (Figure
2A; toy= 0.7838, P=0.4415), time spent in the border (Figure 2C; tpx= 0.7838,
P=0.4415) and locomotion (Figure 2E; t»= 0.1702, P=0.8664) of mice that started the
treatment with 3 months of age in the open field. There was also no effect when
analyzing the time spent in the center (Figure 2B; ts)= 0.8672, P=0.3937), time spent
in the border (Figure 2D; tpe= 0.8579, P=0.3988) and locomotion (Figure 2F; tye)=
0.2115, P=0.8342) of mice that started the treatment with 8 months of age. Separated
analysis of male and female is available in the supplementary material (Suppl 2).
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Figure 2. Heat Shock treatment does not influence behavior and locomotion of 5XFAD

mice in the open field. Time spent in the center of the open field after two months of

heat shock treatment or control mice at 5 (A) or 10 (B) months of age. Time spent in the

border of the open field after two months of heat shock treatment or control mice at 5

(C) or 10 (D) months of age. Total distance traveled in the open field after two months

of heat shock treatment or control mice at 5 (E) or 10 (F) months of age. Student's t test

(P>0.05). Data are the means = S.E.M.

When we analyzed anxiety behavior in the plus maze we didn't also find any

difference between control and treated animals in the time spent in the open arms
(Figure 3A; tp)= 0.6807, P=0.5032), time spent in the closed arms (Figure 3E; tp2)=
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0.4264, P=0.6740), entries in the open arms (Figure 3C; tpy)= 0.6642, P=0.5138) or
entries in the closed arms (Figure 3G; tpp= 1.571, P=0.1305), neither for risk
assessment (Figure 31; to2= 0.2536, P=0.8024) at 5 months of age. Although we also
didn't see any difference in the plus maze test for time spent in the open arms (Figure
3B; tpe= 1.822, P=0.08), time spent in the closed arms (Figure 3F; tpe= 1.883,
P=0.0709), entries in the open arms (Figure 3D; ts= 0.8780, P=0.3880) or entries in
the closed arms (Figure 3H; tpe= 0.4239, P=0.6752), neither for risk assessment
(Figure 3J; tpe= 1.367, P=0.1834) at 10 months of age, when we separated by sex,
females showed a better response to the treatment. The treatment had an effect in the
time spent in the open arms (Suppl. Fig.3B; tus= 2.428, P=0.0282), time spent in the
closed arms (Suppl. Fig.3F; ti5= 2.266, P=0.0387) and entries in the open arms (Suppl.
Fig.3D; t14= 2.679, P=0.0180) only in females.
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Figure 3. Heat Shock treatment effect on anxiety-like behavior in 5XFAD mice. Entries
and time spent in the open arms of the plus maze after two months of heat shock
treatment or control mice at 5 (A, C) or 10 (B, D) months of age. Number of entries and
time spent in the closed arms of the plus maze after two months of heat shock treatment
or control mice at 5 (E, G) or 10 (F, H) months of age. Risk assessment time in the plus
maze after two months of heat shock treatment or control mice at 5 (1) or 10 (J) months.
Student's t test (P>0.05). Data are the means + S.E.M.
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2.2 Heat shock treatment improves memory recognition and long term fear memory

Impairments in memory stabilization precede hippocampal synaptic and
cognitive failures in 5XFAD AD model (Kimura & Ohno, 2009). Memory deficits start
at four months with a substantial increase at six months of age (Girard et al., 2014;
Jawhar et al., 2012; Kimura & Ohno, 2009; Oakley et al., 2006). We first analyzed
hippocampus-dependent spatial working memory in the Y maze and we didn't see any
difference between control and heat shock treated animals at 5 (Figure 4A; tp2)= 1.245,
P=0.2264) or 10 (Figure 4B; t9= 0.3399, P=0.7377) months of age in the spontaneous
alternation. However, the treatment had a huge effect improving recognition memory at
5 (Figure 5A,; tp2)= 3.222, P=0.0039) and 10 (Figure 5B; t6)= 3.420, P=0.0011) months
of age represented as the exploration index in the test session and also compared to the
training session, showing that only the treated animals were able to learn the task at 5
(Figure 5C; tpp= 2.762, P=0.0227) and 10 (Figure 5E; tps5= 0.2027, P=0.0004) months.
Separated analysis of male and female is available in the supplementary material (Suppl
4).
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Figure 4. Heat Shock treatment does not influence spontaneous alternation in the Y
maze. Percentage of alternation in the Y maze after two months of heat shock treatment
or control mice at 5 (A) or 10 (B) months of age. Student's t test (P>0.05). Data are the

means = S.E.M.
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Figure 5. Heat Shock treatment improves memory recognition in 5XFAD mice.

Exploration index in the test session after two months of heat shock treatment or control
mice at 5 (B) or 10 (D) months of age. Student's t test (" P<0.01). Exploration index

during the training and test session in the control and heat shocked group at 5 (C) or 10

(E) months of age. Two-way repeated measures ANOVA followed by Tukey post hoc
('P<0.05; "P<0.01; ~"P<0.001). Data are the means + S.E.M.

The treatment was also effective in improving the hippocampus-dependent fear

memory, enhancing freezing levels in the treated animals at 5 (Figure 6A; tug)= 3.118,
P=0.0057) and 10 (Figure 6B; tp4= 3.295, P=0.0031) months of age in the test session

one day after the contextual fear conditioning training. Separated analysis of male and

female is available in the supplementary material (Suppl 5 and 6).
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Figure 6. Heat Shock treatment improves long-term memory in 5XFAD mice. A.
Experimental design of the fear conditioning test. Percentage of freezing in the test
session after two months of heat shock treatment or control mice at 5 (B) or 10 (D)
months of age. Student's t test ( P<0.01). Data are the means + S.E.M.

2.3 Heat shock treatment enhances HSP70 in brain regions associated with learning
and memory

Since one of the greatest benefits of the heat shock treatment is the elevation of
HSP70 protein content, we evaluated HSP70 by western blot in the dorsal hippocampus
and prefrontal cortex 48 hours after the last behaviour test. HSP70 was enhanced by
heat shock treatment in the hippocampus at 5 (Figure 7B; tg= 2.393, P=0.0437) and 10
(Figure 7C; t)= 3.939, P=0.0076) months of age and in the prefrontal cortex only at 10
months (Figure 7E; te= 5.067, P=0.0023). Those results indicate that heat shock
treatment is able to enhance HSP70 basal levels in the brain areas most affected by AD

and there are crucial for memory formation.
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Figure 7. Heat Shock treatment enhances HSP70 content in 5XFAD mice. A.
Representative bands of HSP70 and Tubulin. HSP70 immunocontent in the dorsal
hippocampus of mice at 5 (B) or 10 (C) months of age after two months of heat shock
treatment or control. HSP70 immunocontent in the Prefrontal cortex of mice at 5 (D) or
10 (E) months of age after two months of heat shock treatment or control. Student's t
test (P<0.05; ~ P<0.01). Data are the means + S.E.M.

2.4 Heat shock treatment enhances plasticity related proteins in the brain

For the formation of a long term memory, it is necessary the activation of
CREB, which in turn mediates the induction of several gene transcriptions, including
BDNF (Johansen et al., 2011). We evaluated BDNF protein content by western blot in
the dorsal hippocampus and prefrontal cortex 48 hours after the last behaviour test.
There was no difference at 5 (Figure 8A; tg= 1.652, P=0.1370) or 10 months of age
(Figure 8B; t)= 2.195, P=0.0706) in the hippocampus, however, BDNF was enhanced
in the prefrontal cortex both at 5 (Figure 8C; tug= 2.813, P=0.0184) and 10 months
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(Figure 8D; tg= 2.483, P=0.0380) in the group that received heat shock treatment.

Although BDNF was not elevated in the hippocampus, there was a positive correlation
between BDNF and HSP70 content at 5 (Suppl.7A; R?=0.8382, P=0.0002) and 10
months (Suppl.7B; R°=0.5364, P=0.0068). We also evaluated CREB phosphorylation in

the hippocampus and it was enhanced by heat shock treatment at 10 months (Figure 8F;

te)= 5.642, P=0.0005).
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Figure 8. Heat Shock treatment enhances BDNF and CREBp in 5XFAD mice. BDNF
immunocontent in the dorsal hippocampus of mice at 5 (A) or 10 (B) months of age and
in the Prefrontal cortex of mice at 5 (C) or 10 (D) months of age after two months of
heat shock treatment or control. CREBp immunocontent in the dorsal hippocampus of
mice at 5 (E) or 10 (F) months of age after two months of heat shock treatment or
control. G. Representative bands of BDNF, CREBp and Tubulin. Student's t test
("P<0.05; ""P<0.001). Data are the means + S.E.M.

2.5 Heat shock treatment does not alter pGSK3 and NF-«B content in the brain

Given the molecular role of GSK3 in destabilizing microtubules and NF-«xB
activation in inflammation in AD, we evaluated total NF-kB and pGSK3 protein content
by western blot in the dorsal hippocampus and prefrontal cortex 48 hours after the last
behaviour test. There was no difference in NF-kB content in the hippocampus at 5
(Figure 9B; tuo= 0.9721, P=0.3539) or 10 (Figure 9C; te)= 0.7955, P=0.4566) months
of age, neither in the prefrontal cortex at 5 (Figure 9F; tug= 0.2121, P=0.8363) or 10
months (Figure 9G; te)= 1.188, P=0.2797). We also didn't see statistical difference in
GSKa3 activation in the prefrontal cortex at 5 (Figure 9H; tuo= 0.3293, P=0.7487) or 10
months (Figure 9I; tg= 0.4075, P=0.6943). Although there was no change in the
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hippocampus pGSK3 at 5 (Figure 9D; tug= 0.1494, P=0.8841) or 10 months (Figure
9E; tg= 0.6742, P=0.5180), there was a negative correlation with HSP70 content at 10
months (Suppl.7D; R?=0.5132, P=0.0088). The more HSP70 content in the

hippocampus, lesser was the GSK3 activation in the same region.
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Figure 9. Heat Shock treatment does not change NF-kB and GSK3 levels in 5XFAD
mice. A. Representative bands of NF-kB, GSK3 and Tubulin. NF-kB immunocontent in
the dorsal hippocampus of mice at 5 (B) or 10 (C) months of age after two months of
heat shock treatment or control. GSK3 immunocontent in the dorsal hippocampus of
mice at 5 (D) or 10 (E) months of age after two months of heat shock treatment or
control. NF-kB immunocontent in the Prefrontal cortex of mice at 5 (F) or 10 (G)
months of age after two months of heat shock treatment or control. GSK3
immunocontent in the Prefrontal cortex of mice at 5 (H) or 10 (I) months of age after
two months of heat shock treatment or control. Student's t test (P>0.05). Data are the

means + S.E.M.
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4. DISCUSSION

Alzheimer’s disease is the most common and severe age-associated
neurodegenerative disorder for which there is currently no effective therapeutic
intervention. Even modest advances strategies that lead to small delays in the onset and
progression of AD can significantly reduce the global burden of this disease, and for
that reason, all efforts to find an effective disease-modifying treatment are important
(Brookmeyer et al., 2007).

In this study, we used far-infrared heat therapy as a non-pharmacological
candidate for the treatment of behavior related phenotypes in mice model of AD.
Traditional saunas use heaters to heat the air to approximately 80-100°C, which then
heats the occupant, mainly via convection, which can cause some discomfort. In
contrast, infrared light penetrates more deeply than warmed air, where users develop a
more vigorous sweat at a lower temperature (approximately 60°C) than they would in
traditional saunas, providing a more comfortable and relaxing experience (Beever,
2009).

Our aim was to increase body temperature to 41°C, since it has been shown that
such treatment induces heat shock proteins of 70 kDa synthesis (Bechtold et al., 2000;
Chen & Brown, 2007b). Two months of heat treatment was able to increase HP70
protein levels in the hippocampus of 5XFAD mice when started at 3 or 8 months of age,
and in the prefrontal cortex at 10 months of age. Both structures are highly affected in
AD, with high levels of AP deposition and hyperphosphorylated tau, which impairs
cognitive function since they are crucial for memory formation (Bakkour et al., 2013;
Salat et al., 2001). It is well known that the increase of HSP70 expression inhibits tau
aggregation, promote clearance of AS oligomers, and improve the corresponding
disease symptoms (Hoshino et al., 2011; Magrané et al., 2004). Induction of HSP70
levels by heat shock protects against AD like hyperphosphorylation of tau in PC12 cells
(Kirby et al., 1994) and significantly reduces Ap oligomers in a heat shock time
dependent manner in vivo (Wu et al., 2010). HSP70 can also act modulating both Apaf-
1 caspase-dependent and AIF caspase-independent pathways, resulting in attenuation of
apoptosis and ultimately inhibition of neuronal cell death (Sabirzhanov et al., 2012).

AD is usually diagnosed by cognitive impairments, which is the mainly reason
why patients seek for medical help. It is characterized by progressive impairment in

episodic memory, as well as problems with recognition and working memory,
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manifesting as forgetting (Gallagher & Koh, 2011; Jahn, 2013). 5XFAD mice present
similar cognitive deficits. They show impairments in work memory, with reduced
alternation percentage in the Y maze with 5 months, which became more pronounced at
12 months (Jawhar et al., 2012; Oakley et al., 2006). In our study, heat shock treatment
was not able to improve alternation in the Y maze either starting at 5 or 10 months when
comparing to control. One thing that should be take in account is that our animals may
not represent other studies and they may not have developed impairments in that task at
the age we analyzed. Unfortunately, we didn't have a wild type group to compare, but
an indication of this is that there was no worsening in control animals from 5 to 10
months of age.

Memory dysfunctions in spatial memory and object recognition memory were
apparently detected at 4 months old 5XFAD (Joyashiki et al., 2011) while (Ohno et al.,
2007) reported reduced levels of contextual learning together with LTP reduction in
5XFAD mice at 6 months of age. Due to that, we analyzed hippocampus-dependent
memory to test whether heat shock treatment would be able to improve the previous
deficits found in 5XFAD mice. Heat shock ameliorated short and long term memory
consolidation, measured by novel object recognition and contextual fear conditioning
tests, respectively, at both 5 and 10 months of age. Consistent with our results, a study
with transgenic mice expressing APPsw showed less cognitive deficit when they were
crossed with transgenic mice overexpressing HSP70. Although it didn't affect the
production of A, the mice displayed lower levels of AP plaque deposition and reduced
synaptic and neuronal loss. HSP70 overexpression also upregulated the expression of
APB-degrading enzyme and TGF1 both in vitro and in vivo. These results suggest that
overexpression of HSP70 in mice suppresses not only the pathological but also the
functional phenotypes of AD (Hoshino et al., 2011). In another study, using
intranasally-administered HSP70 in mouse models of AD for one month, the authors
found that it could rapidly enter the afflicted brain regions and mitigates multiple AD-
like morphological and cognitive abnormalities, enhancing spatial memory (Bobkova et
al., 2014).

We also found that heat shock treatment was also able to increase plasticity
related proteins in the brain. BDNF levels were increased at 5 and 10 months in the
prefrontal cortex when compared to the respective controls. In the hippocampus,
although there were no differences between groups, the BDNF content was positively

correlated with HSP70 levels in this same structure (suppl.7). BDNF is one of the target
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genes induced in the formation of long-term memory and is necessary for it to be
consolidated (Bekinschtein et al., 2008; Bekinschtein et al., 2008; Bekinschtein et al.,
2014). A study using geldamycin, which is an inducer of heat shock proteins, including
HSP70, showed a direct relationship of this protein with elevations in BDNF levels,
since it was able to elevate its values in the hippocampus, preventing the depressive-like
behavior in mice (Hashikawa et al., 2017). We also found pronounced activation of
CREB in the hippocampus of treated animals at 10 months of age. As we know, CREB
phosphorylation is essential for the transcription of several genes involved in memory
consolidation (Alberini, 2009; Johansen et al., 2011; Kandel, 2012; Roberson et al.,
1999) and that HSP70 is a potential target gene due to the presence of a CRE motif in
its promoter region (Choi et al., 1991; Murshid et al., 2010). There is an interaction
between the them, and in our work we found that thermal shock also induces CREB
activation. We have already demonstrated in a previous study that HSP70 is enhanced
following a learning task and that infusion of recombinant HSP70 (rHSP70) in the
dorsal hippocampus immediately after CFC is able to enhance memory consolidation
through MAPK pathway (Porto et al., 2018). MAPKs are divided into three different
subfamilies, including the extracellular signal-regulated kinases (ERK), which is
essential for CREB phosphorylation and the initiation of transcription of several genes
necessary for the formation of a long term memory (Alberini, 2009; Johansen et al.,
2011; Kandel, 2012; Roberson et al., 1999). Infusion of rHSP70 after CFC was able to
increase activation and ERK protein levels in the hippocampus (Porto et. al., 2018).

Although NF-kB is highly activated during inflammation and HSP70 is
capable of blocking its translocation to the nucleus (Chen et al., 2005), in our study,
heat shock didn't show any influence on total NF-kB content in the hippocampus or
prefrontal cortex, however, we didn't measure its activation. There was also no
treatment effect in GSK3 activation either in the hippocampus or prefrontal cortex,
which is another protein that is known to be involved in AD pathology, increasing tau
phosphorylation and consequently aggregation and toxicity (Kremer et al., 2011).
Avrahami et al. (2013) didn't find any change in the expression of HSP70 upon
treatment that inhibits GSK3 in 5XFAD mice. Since it is well known that GSK3
inactivates HSF-1 (Neef et al., 2011), we did a correlation analysis and we found that
the higher the HSP70 content in the hippocampus, the lesser GSK3 was activated at 10
months of age (suppl.7).
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Psychological alterations such as disinhibition may be present in 20-35% of
patients, which is manifested by socially unacceptable behavior and inappropriate
euphoria (Chung & Cummings, 2000). In 5XFAD female mice this characteristic is
present by reduced anxiety behavior, reflected by more time spent in the open arms in
the plus maze starting from an early age (6 mo old) which further increase in an age-
dependent manner. At 12 months old they also spend more time in the center of the
open field (Jawhar et al., 2012). In our experiments, we found heat treatment effects on
anxiety levels only in females, at 10 months of age. They spent more time and had more
entries in the open arms of the plus maze, improving their anxiety levels when
compared to controls. In contrast, locomotor behavior did not seem to be affected since
there was no difference detected in the traveled distance in the open field. A study
(Bhattacharya et al., 2014) showed that females consistently displayed higher plagque
density in comparison to males of the same age. In agreement with that, Devi et al.
(2010) showed that female 5XFAD mice are more vulnerable and prone to develop
amyloid deposits in the hippocampus in response to adverse behavioral stressors than
male. They argue that higher prevalence of sporadic AD in women may be, at least in
part, attributable to that vulnerability of female brain to stress mechanisms that favor b-
amyloidogenic processing of APP. Effects of FIR sauna on psychological factors have
already been reported in humans. They used 20 sessions of 15 minutes in a 60°C
temperature exposure over a four-week period, and they found significant
improvements in somatic complaints, hunger, and ability to relax (Masuda et al., 2005).

Weight loss is listed as a symptom consistent with the diagnosis of AD. A
study by Gillette-Guyonnet et al. (2000) showed that more than 40% of AD patients
show significant weight loss. Similarly, 5XFAD mice have reduced body weight in
comparison with their wild type littermates at 9 months of age (Jawhar et al., 2012).
Accordingly, we found a reduction in the Lee Index in the control group from 8 to 10
months of age, difference that was rescued by heat shock treatment, since this group
was able to maintain their Lee index when they were 10 months old compared to the
beginning of the treatment (suppl.8). The risk of weight loss tends to increase with
severity and progression of AD and is a predictor of mortality in humans, whereas
weight gain appears to have a protective effect (White, 1998). The fact that the
treatment was able to maintain the Lee Index stable at 10 months of age shows a great

valuable tool for the use of heat therapy as a treatment, with clinical impact.
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The heat shock treatment effect in our study was more pronounced at 10 months
of age, when the pathological and cognitive impairments are stronger in 5XFAD mice.
Aging in the central nervous system may involve time-dependent loss of protein quality
control, a deficit that is permissive for aggregation and inclusion body formation
(Calderwood et al., 2009). The failure in the chaperone capacity of HSP70 in the older
mice may be one of the reasons why the disease is more aggressive and the treatment
had such a better effect at 10 months of age. It suggests that the treatment is more
effective when the progression of the disease is actually more advanced and for that
reason it is a perfect candidate to be used in the clinic, being capable of modifying
behaviour related phenotypes, which are currently not treatable in that stage. Besides
that, far-infrared sauna is a heat shock treatment extremely cheap and assessable, easily

applicable for patients with Alzheimer's disease.
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6. SUPPLEMENTARY DATA
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Suppl 1. Heat shock equipment set up and radiation intensity at 30, 60, 40 and 60 cm from the lamp
used in this study (source: http:/Awww.infraphil.info).
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Suppl 2. Heat Shock treatment does not influence behavior and locomotion of 5XFAD
female (pink) and male (blue) mice in the open field. Time spent in the center of the
open field after two months of heat shock treatment or control at 5 (A, G) or 10 (B, H)
months of age. Time spent in the border of the open field after two months of heat
shock treatment or control mice at 5 (C, 1) or 10 (D, J) months of age. Total distance

traveled in the open field after two months of heat shock treatment or control mice at 5
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(E, K) or 10 (F, L) months of age. Student's t test (P>0.05). Data are the means *
S.E.M.
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Suppl 3. Heat Shock treatment effect on anxiety-like behavior in 5XFAD mice is sex
depended. Female (pink) and male (blue) mice. Entries (C, D, M, N) and time (A, B, K,
L) spent in the open arms of the plus maze after two months of heat shock treatment or
control mice at 5 or 10 months of age. Number of entries (G, H, Q, R) and time (E, F,
O, P) spent in the closed arms of the plus maze after two months of heat shock
treatment or control mice at 5 or 10 months of age. Risk assessment time (1, J, S, T) in
the plus maze after two months of heat shock treatment or control mice at 5 or 10
months. Student's t test (*P<0.05). Data are the means + S.E.M.
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Suppl 4. Heat Shock treatment does not influence spontaneous alternation in the Y
maze in 5XFAD female (pink) and male (blue). Percentage of alternation in the Y maze
after two months of heat shock treatment or control mice at 5 (A, C) or 10 (B, D)
months of age. Student's t test (P>0.05). Data are the means + S.E.M.
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Suppl 5. Heat Shock treatment improves memory recognition in 5XFAD female (pink)
mice. Exploration index in the test session after two months of heat shock treatment or

93



control mice at 5 (B, F) or 10 (C, G) months of age. Student's t test (" P<0.01;
"P<0.001). Exploration index during the training and test session in the control and
heat shocked group at 5 (D, H) or 10 (E, I) months of age. Two-way repeated measures
ANOVA followed by Tukey post hoc ("P<0.05; ““P<0.001). Data are the means +
S.E.M.
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6. DISCUSSAO GERAL

Estima-se que as proteinas de choque térmico tenham surgido ha cerca de 1,5
bilhdo de anos (Boorstein et al., 1994), além disso, o gene que codifica a HSP70 nos
mamiferos possui uma homologia de 50% com o da Escherichia coli. Sua conservagédo
ao longo da evolucdo é a prova de que esta proteina € essencial para sobrevivéncia
celular, sendo expressa em todos os tipos de células, inclusive no sistema nervoso
central, principalmente neurbnios, que sdo extremamente sensiveis a qualquer tipo de
estresse, necessitando de mecanismos citoprotetores mais complexos (Ohtsuka &
Suzuki, 2000).

A sua principal funcdo é de chaperona molecular, auxiliando no dobramento
correto de proteinas e também na translocacdo destas para organelas alvo e ao longo da
membrana celular, além de mecanismos de degradacdo (Kiang & Tsokos, 1998).
Entretanto, ela também tem funcgdes diretas em cascatas moleculares, como bloqueio da
via apoptdtica e da inflamacdo, importantes fatores que conferem protecdo contra
diversos tipos de estresse.

Neste trabalho, focamos na importdncia desta proteina nos processos
relacionados a memdria e como a superexpressao de HSP70 induzida por terapia de
choque térmico pode ser usada como tratamento ndo farmacoldgico da doenca de
Alzheimer. Para tanto, dividimos este trabalho em 3 partes: primeiro verificamos o
efeito da HSP70 sobre a consolidacdo da memdria, depois sobre os processos gerados
pela reativacdo, e entdo, em modelos animais da doenca de Alzheimer, avaliamos o
efeito terapéutico do choque térmico com sauna infravermelha sobre parametros
comportamentais.

Estudos anteriores ja haviam mostrado elevacdes na expressao génica e também
do conteudo proteico da HSP70 induzido por tarefas de aprendizagem. Alguns deles
utilizaram tarefas que requerem mais de uma sessdo de treinamento para formar uma
memoria de longo prazo, como o labirinto aquéatico (Pizarro et al., 2003) ou labirinto
radial de 8 bragos (Ambrosini et al., 2005). Ao longo dos dias de treino, Pizarro e
colaboradores (2003) encontraram um pico no mMRNA da HSP70 no hipocampo de ratos
no segundo dia e da proteina no terceiro, o que sugeriram se correlacionar com o indice
de aprendizagem dos animais. Em nosso trabalho, utilizamos o condicionamento

aversivo contextual como medida de aprendizagem associativa e verificamos o
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conteddo de HSP70 em uma curva de tempo apos o treino. Encontramos um pico de
elevacdo desta proteina em 1 h, que foi répido e transitério, j& que em 3 h os valores ja
estavam normalizados. Esta tarefa foi escolhida por ser capaz de formar uma memoria
forte e de longa duragdo com apenas um treino, facilitando a analise da janela de
consolidacdo. Em acordo com nossos resultados, estudos com memoria aversiva, onde
se utilizou apenas um treino capaz de formar uma memodria de longa duragdo, as
elevacBes na expressdo de HSP70 também eram mais rapidas. Na tarefa de esquiva
inibitéria, 0o mMRNA da HSP70 no hipocampo aumentou 3 h apos o treino (lgaz et al.,
2004). Ja na esquiva ativa de duas vias, houve elevagdes dos niveis proteicos de HSP72
no hipocampo e no cerebelo, em todos tempos avaliados, e de forma crescente, em 4 h,
8 h e com valores de pico em 20 h (Ambrosini et al., 1999). Cabe salientar que ambos
estudos ndo avaliaram tempos intermediarios ou anteriores.
Astrocitos sdo capazes de induzir a HSP70 rapidamente e exporta-los para o
espaco extracelular, onde podem ser captadas pelos neurdnios (Guzhova et al., 2001). A
fim de se verificar se esse aumento de HSP70 encontrado em 1 h estava sendo induzido
pelos astrdcitos, realizamos imunofluorescéncia de dupla marcacdo com HSP72 e
GFAP. Primeiro, replicamos o aumento da HSP70 ja encontrado apds treino de CAC,
agora avaliando apenas a forma induzivel da proteina, e mostramos que ela foi
altamente induzida apenas nos animais que foram treinados. O baixo coeficiente de
correlacdo de Pearson encontrado demonstrou que ndo houve colocalizacdo entre essas
proteinas, portanto podemos afirmar que os astrécitos ndo eram responsaveis pela
HSP70 induzida pelo treinamento de condicionamento aversivo contextual. Além disso,
a imunofluorescéncia de marcacdo dupla com calbindina e HSP72 revelou que a
localizacdo da HSP72 era principalmente em sinapses entre 0s axonios colaterais de
Schaffer e as células piramidais da regido de CA1 do hipocampo, local responsavel pela
formag&o de memorias associativas.
Elevages rapidas e transitorias do mRNA de HSP70 ja foram relatadas no SNC
apos a administracdo de quinolinato, um agonista de NMDA (Walker & Carlock, 1993),
bem como pela atividade sinaptica induzida por eletrochoque (Kaneko et al., 1993).
Esta via de inducdo de HSP70 pelos receptores de glutamato e atividade sinaptica
tambem pode estar envolvida na indugéo de HSP70 em neurdnios, observada em nossos
experimentos ap6s o treino de condicionamento aversivo. A entrada de Ca®* na célula
pos sinaptica ativa proteinas quinases como CAMKII / IV, PKC e PKA (Murshid et al.,

2010; Schafe et al., 2001), que sdo ativadores conhecidos da transcricdo do gene da
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HSP70 (Price & Calderwood, 1991). PKA e CREB podem ativar diretamente a
transcricdo génica de HSP70 e seu conteudo proteico (Choi et al., 1991). De fato, as
atividades de PKA e CREB s&o elevadas imediatamente apos o treinamento (lzquierdo
et al., 2006) e poderiam explicar a elevacdo de HSP70 no hipocampo observada em
nossos experimentos, 0 que esta atualmente sob investigacao.

Pode-se também levantar a divida de que o estresse do choque poderia ter
causado esta elevacdo da HSP70 e ndo a aprendizagem em si. Experimentos conduzidos
por Ambrosini e colaboradores (1999) encontraram valores infimos de HSP72 no
hipocampo dos animais controle que receberam apenas o choque. Em um estudo
posterior, indicaram que a expressdo de HSP72 no hipocampo de duas linhagens
diferentes de camundongos (C57 e DBA) varia em funcdo do desempenho de
aprendizagem, independentemente da exposicdo ao estresse acustico cronico
(Ambrosini et al., 2005). Assim, a HSP72 é baixa na condicdo em que cada cepa
apresenta 0 maior desempenho e alta na condi¢cdo em que cada cepa apresenta 0 menor
desempenho. A elevacdo da HSP70 parece estar relacionada a aprendizagem, uma vez
que a HSP70 foi expressa ao maximo quando ratos estdo comecando a dominar uma
tarefa, mas menor quando a memoria é totalmente consolidada (Ambrosini et al., 2005;
Pizarro et al., 2003). Portanto, é plausivel que tanto o curso temporal da elevacdo da
HSP70 quanto sua relacdo com o desempenho possam ser fatores criticos para elucidar
0 papel desempenhado por essas proteinas nas mudancas celulares associadas a
aprendizagem. Um pico no conteddo HSP70 que ocorre durante a consolidacdo no
hipocampo pode ser uma indicacdo de que a tarefa estd sendo dominada e novas
conexdes neurais estdo sendo estabelecidas. Isso explicaria porque o aumento de HSP70
foi rapido e transitério, sendo importante nas primeiras horas em que o processo de
consolidacdo de memdria no CAC é necessario (janela de consolidacdo). Essa janela
pode variar de acordo com a importancia desta memoria (Casagrande et al., 2018), e
neste sentido, a HSP70 poderia ser utilizada de forma similar ao cFos, que é o gene
mais utilizado para verificar ativagdo neuronal induzida pela aprendizagem, e ambos
possuem a mesma janela temporal de ativagdo (Bertaina-Anglade et al., 2000).

Mas o que acontece quando reativamos esta memdria? dependendo do tempo
de reativacdo, esta memoria aversiva pode tomar dois caminhos: ser reconsolidada ou
extinta. Para verificar se a HSP70 também pode ser induzida pela reativacdo da
memoria, realizamos uma curva de tempo apds reativacdo de 4 ou 15 min e avaliamos o

conteddo de HSP70 no hipocampo por western blot. Assim como na curva de
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consolidacdo, a reativacdo da memoria causou um aumento rapido e transiente desta
proteina, seja por processo de reconsolidacdo ou de extin¢do. Interessantemente, o pico
agora foi ainda mais rapido, em apenas 30 min. Em concordancia com esses resultados,
Frenkel e colaboradores (2012) também verificaram aumentos de HSP70 induzidos
tanto pelo aprendizado quanto pelo processo de reconsolidagdo. Eles utilizaram
memoria aversiva e avaliaram o contetdo proteico no bulbo olfatério de carangueijos.
Esses resultados indicam que essa proteina parece ser induzida por qualquer processo
relacionado a memdria. Uma observacdo interessante que deve ser ressaltada aqui, é que
0 pico de HSP70 parece variar um pouco entre os animais, indicando mais uma vez que
a sua inducdo depende do momento especifico necessario de atuacdo desta proteina,
variando de acordo com o dominio da tarefa, o que é dependente do desempenho de
cada animal.

A reativacdo é um processo ativo, momento em gque a memoria ja consolidada
anteriormente se torna labil novamente e pode ser alterada, de forma a ser prejudicada,
fortalecida ou mesmo modificada. Nos perguntamos entdo, se reativando a memoria
com objetivos diferentes, poderiamos gerar uma reposta diferenciada da HSP70.
Primeiramente, replicamos o resultado anterior, onde a reexposicdo ao contexto foi
capaz de induzir aumento da HSP70. Mas o resultado mais interessante foi que os niveis
de HSP70 no hipocampo eram ainda mais elevados quando havia uma novidade na
reexposicdo, onde o choque era diferente do esperado (0.3 mA no treino e 0.7 mA na
reativacdo). Além disso, também comprovamos que ndo é o choque que causa esse
aumento, pois 0 grupo que recebeu o choque de 0.7 mA na reativacao (igual ao do seu
treino), nédo teve valores diferentes de HSP70 quando comparado com o grupo que foi
apenas reexposto ao contexto. Esses resultados nos levam a acreditar que a HSP70 €
principalmente necessaria nos processos iniciais da formacdo de uma memoria e que ao
torna-la labil novamente, esta volta a ser requerida, sendo induzida em maiores
quantidades quando h& uma informacédo nova para ser codificada e armazenada.

Se aumentarmos o0 conteddo desta proteina ainda acima dos valores
encontrados, teremos entdo efeitos sobre a expressdo da memaria? Para responder a este
guestionamento, utilizamos a infusdo de HSP72 recombinante bilateralmente no
hipocampo dorsal dos animais, imediatamente apos o treino de CAC e avaliamos a
resposta de medo dois dias depois, quando reexpostos ao contexto. Os resultados
apresentaram um formato de U invertido, onde a dose média foi capaz de causar uma

facilitagdo na memoria, representada pelos maiores valores de freezing em resposta ao
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contexto. Os efeitos observados reforcam ainda mais seu papel na aprendizagem neste
paradigma. Estudos anteriores (Ekimova et al., 2010; Guzhova et al., 1998)
demonstraram que a HSP70 exdgena é capaz de penetrar nas células, avaliado tanto "in
vitro" como "in vivo". Quando aplicada ao meio de cultura das células U-937, rHSP70 é
capaz de se ligar a superficie celular 40 min ap6s a incubagdo, com um pico aos 60 min
(Guzhova et al., 1998), um ponto de tempo semelhante a inducdo enddgena de HSP70
observado em nosso estudo. Comprovando isso, quando comparamos o contetdo de
HSP70 1 h apos infusdo de rHSP70 imediatamente apos treino de CAC, vimos que ha
uma somacéo, com valores ainda mais elevados do que aqueles simplesmente induzidos
pelo treino. Apds 3 h, esses valores ja ndo diferem mais. Hsp70 / Hsc70 marcada
quando injetada no terceiro ventriculo de ratos, é capaz de penetrar em muitas estruturas
encefalicas, incluindo o hipocampo, e é encontrada em grandes quantidades no citosol
dos neurdnios (Ekimova et al., 2010). Curiosamente, a proteina marcada também foi
encontrada em terminais neuronais, sugerindo que ela pode ser necessaria para a funcéo
neuronal (Ekimova et al., 2010). No presente estudo, a infusdo de 0.5 pg / uL da
rHSP70 imediatamente ap6s o treinamento facilitou a consolidacdo da memoria,
enquanto concentracdes mais baixas e mais altas no produziram efeito na memoria. E
possivel que niveis de rHSP70 superiores aos usados neste estudo possam ser
citotoxicos e ativar diferentes alvos moleculares, como receptores tipo Toll (TLR) na
microglia, ativando assim as vias pro-inflamatérias (Calderwood, 2007; De Maio,
2011). Infusdo de rHSP70 6 h depois do treino de CAC ja ndo teve mais efeito,
mostrando que é necessario que esta proteina esteja elevada durante 0s momentos
iniciais da janela de consolidacdo para causar uma facilitacdo da memoria.

Por esta proteina ter sido induzida tdo rapidamente apds o treino, nos
perguntamos se ela poderia estar sendo captada do meio extracelular ao invés de ser
induzida nas células neuronais. Portanto bloqueamos a HSP70 extracelular com um
anticorpo especifico, infundindo no hipocampo dorsal imediatamente apds o treino do
CAC, este ndo afetou a consolidagcdo da memoria, sugerindo, portanto, que ela esta de
fato atuando intracelularmente.

Camundongos transgénicos que superexpressam a HSP70 humana possuem
déficits de aprendizagem (Ammon-Treiber et al., 2008). Os autores sugerem que 0
baixo desempenho foi uma consequéncia do excesso de LTP encontrado nesses animais,
correspondendo a chamada hipétese de saturacdo, sugerindo o prejuizo da

aprendizagem espacial em animais sem LTP residual (Moser et al., 1998). Essa
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elevacdo cronica da HSP70 causou mudancas sustentadas na plasticidade sinaptica, o
que é completamente diferente da resposta aguda desta proteina apds o aprendizado
demonstrado em nosso trabalho.

Em seguida nos perguntamos qual funcdo esta proteina poderia estar
exercendo a ponto de causar facilitagdo da memdoria. Como citado anteriormente, a via
da MAPK pode influenciar a indugédo de HSP70 tanto como esta pode influenciar a
ativagdo da via da MAPK. Por este motivo, avaliamos o contetdo total das proteinas
desta via, assim como sua ativacdo, 1 e 3 h apés infusdo de rHSP70 imediatamente
depois do treino de CAC. A infusdo foi capaz de modular a via da MAPK, aumentando
a ERK e diminuindo a atividade da p38 e da JNK. Essas quinases podem contribuir para
o controle bidirecional da forca sinaptica complementando ou se opondo umas as outras
durante a despotenciacdo sinaptica, LTD e LTP (Zhu et al., 2002; Zhu et al., 2005). O
rapido aumento inicial na fosforilacdo de CREB em resposta a atividade neuronal é
mediado por CaMKIV. No entanto, a fosforilagdo prolongada de CREB, que é essencial
para a transcricdo dependente de CRE, parece ser dependente da atividade da ERK, ja
que esta é bloqueada por inibidores de MEK, indicando a necessidade da sinalizacdo de
ERK na manutencéo da fosforilacdo da Ser133 (Thomas & Huganir, 2004). A atividade
da ERK também é necessaria para a insercdo da subunidade GIuAl do GIuR (receptor
de glutamato) na membrana pds-sinaptica; uma acdo realizada pela CAMKII.
Consequentemente, a atividade da ERK também € importante para LTP e consolidacdo
de memoria. Por outro lado, a ativacdo da JNK bloqueia a LTP do hipocampo (Wang et
al., 2004) e est4 envolvida na LTD dependente de estimulacdo de baixa frequéncia no
giro denteado (Curran et al., 2003). As JNKs também estdo envolvidas no trafego de
receptores AMPA (Thomas et al., 2008; Y. Zhu et al., 2005) e LTD dependente do
receptor metabotropico de glutamato no hipocampo dorsal (Li et al., 2007). O aumento
da atividade do JNK1 ap6s o CAC parece ser um mecanismo de protecdo contra a
super-consolidacdo de uma memoria associativa de medo, ja& que essa quinase regula
negativamente a aprendizagem (Sherrin et al., 2010). Semelhante a JNK, a atividade da
p38 também é aumentada pela ativacdo do receptor de glutamato metabotrépico através
da fosforilagdo de MKK3 / 6, que leva a internalizacdo de GIUAR e, consequentemente,
LTD (Eales et al., 2014; Xiong et al., 2006). Sabe-se também que a plasticidade
sinaptica dependente de BDNF pode ser suprimida pela IL-1pB através da ativagdo da
p38 (Tong et al., 2012). O bloqueio da atividade da p38 imediatamente ap0s a esquiva

inibitdria prejudica a memoria, que ndo foi observada quando o bloqueio ocorreu 30 a
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180 minutos apos a sessdo de treinamento (Alonso et al., 2003), sugerindo que essa
atividade s6 pode ser necessaria imediatamente apds aprendizagem. HSP70 ja foi
demonstrada ser capaz de bloquear JNK e p38 em outros estudos (Gabai et al., 1997;
Gabai et al., 1998). E possivel que a HSP70 facilite a consolidacio da memdria através
do blogueio da atividade da p38 e da JNK, que por sua vez pode aumentar a atividade
da ERK e, consequentemente, aumentar a manutencdo da fosforilacdo do CREB e
transcrigdo génica.

A infusdo de rHSP70 imediatamente ap0s reativacdo de 4 min ndo causou
nenhuma modificacdo na memoria quando avaliada dois dias depois. Do mesmo modo,
a infusdo apds 15 min de reativacdo ndo teve efeito sobre o teste dois dias depois.
Porém, a escolha deste tempo intermediario foi intencional, no sentido de que
gostariamos de avaliar se a infusdo de rHSP70 poderia facilitar a direcdo do processo
induzido pela reativacdo, facilitando uma reconsolidacdo ou uma extingdo. Apesar de
n&o identificarmos diferencas dois dias depois, quando testamos 0s animais hovamente,
ap6s duas semanas, vemos que O grupo controle teve um enfraquecimento desta
memoria, demonstrado pela reducdo dos niveis de freezing quando comparado com a
reativacdo, enquanto que o grupo que recebeu rHSP70 manteve niveis iguais aos da
reativacdo. Uma interpretacdo possivel para esse achado é que a HSP70 passa estar
envolvida nos processos de reconsolidacdo, mas ndo de extingdo. Portanto, quando 0s
animais sdo reativados num periodo intermediario entre a reconsolidacéo e a extincao, a
infusdo de HSP 70 no hipocampo favorece o sistema a entrar no modo reconsolidacao.
Dessa forma, a memoria é fortalecida. Por outro lado, o grupo controle comeca a
extinguir, o que fica claro no re-teste, onde os niveis de freezing estdo bastante
baixos.Estes resultados estdo ainda sob investigacdo, para que possamos ter alguma
conclusdo mais concreta a respeito destes efeitos.

Existe também a possibilidade de que a infusdo de HSP70 extracelular possa
ser internalizada, agindo da mesma forma que a proteina enddgena, possivelmente
através de uma interacdo de receptor ou com a propria membrana, como é sabido que a
HSP70 se liga a receptores de membrana e lectinas do tipo C, sendo posteriormente
transportado para o meio intracelular, onde preserva sua fungdo biologica (Thériault et
al., 2006). Essas possibilidades estdo atualmente sob investigagédo em nosso laboratdrio.

Alguns estudos também verificaram este efeito facilitador da HSP70 sobre a
memoria, utilizando o caracol Lymnaea stagnalis. Os autores observaram que o choque

térmico (conhecido indutor de HSP70) era capaz de prolongar uma memoria de curto
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prazo para até 48 h. O efeito foi observado quando o choque era feito 4 h antes ou 1 h
apos o treino (Teskey et al., 2012). Posteriormente, 0s mesmos autores mostraram que o
choque térmico ainda tinha efeito na manutencdo da memaoria mesmo sendo aplicado de
1 até 3 dias antes do treino. Provaram também que a inducdo de HSP70 era necessario
para este aumento da memoria de longa duracdo (Sunada et al., 2016; Teskey et al.,
2012)
Visto que a HSP70 mostrou-se importante nos processos de memdaria, passamos
a pesquisar sua capacidade em modificar parametros comportamentais, por meio da
inducdo com terapia térmica, a fim de minimizar os prejuizos encontrados na doenca de
Alzheimer, problema para o qual até hoje ndo existe tratamento eficaz. Considerando
que o custo total mundial estimado para tratamento de deméncia é de US$ 818 bilhdes
(Associacdo de Alzheimer, 2017), a terapia de choque térmico pode ser uma intervencao
valiosa, pois € um tratamento ndo farmacologico de baixo custo, que pode ser
facilmente aplicado na clinica. Com isso em mente, padronizamos um protocolo de
sauna infra vemelha em camundongos 5XFAD, um modelo bem agressivo da doenca de
Alzheimer. Esta escolha foi devido ao fato de que as saunas tradicionais usam
aquecedores para aquecer o ar a aproximadamente 80-100 °C, que entdo aquece 0
ocupante, principalmente por conveccdo, e pode acabar causando algum desconforto.
Em contraste, a luz infravermelha penetra mais profundamente que o ar aquecido, onde
0S usuarios desenvolvem um suor mais vigoroso a uma temperatura mais baixa
(aproximadamente 60 °C) do que nas saunas tradicionais, proporcionando uma
experiéncia mais confortavel e relaxante (Beever, 2009).
O principal objetivo deste tratamento é elevar a temperatura corporal até
41 °C, uma vez que ja foi demonstrado que tal tratamento induz a expressdo de
proteinas de choque térmico de 70 kDa (Bechtold et al., 2000; Chen & Brown, 2007).
Como esperado, dois meses de tratamento, realizado duas vezes por semana, foram
capazes de aumentar os niveis de HSP70 no hipocampo de camundongos 5XFAD
guando este foi iniciado aos 3 ou 8 meses de idade. No cortex pré-frontal, houve
aumento de HSP70 somente aos 10 meses de idade. Ambas estruturas sdo cruciais para
a formacgdo da memoria, sendo altamente afetados na DA (Bakkour et al., 2013; Salat et
al., 2001). J& é bem estabelecido que o aumento de HSP70 inibe a agregacédo da proteina
tau, promove a eliminacdo de oligdmeros de PB-amiloide e melhora os sintomas
relacionados & doenca (Hoshino et al., 2011; Magrané et al., 2004). A inducdo dos

niveis de HSP70 durante o choque térmico reduziu a hiperfosforilagao da tau em células
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PC12 (Kirby et al., 1994) e de oligdmeros de p-amiloide de um modo dependente do
choque térmico in vivo (Wu et al., 2010). A HSP70 também pode atuar modulando tanto
as vias apoptdticas Apaf-1, dependentes de caspases, quanto AlF, independentes de
caspases, resultando na atenuacdo da apoptose e, em ultima instancia, na inibicdo da
morte celular neuronal (Sabirzhanov et al., 2012).

Um fator que é listado como um sintoma consistente com o diagnostico de DA
é a perda de peso. Um estudo de (Gillette-Guyonnet et al., 2000) mostrou que mais de
40% dos pacientes com DA apresentam significativa perda de peso. Da mesma forma,
ja foi mostrado que os camundongos 5XFAD apresentam valores mais baixos de peso
corporal em comparagdo com os camundongos selvagens, aos 9 meses de idade (Jawhar
et al., 2012). Em nossos experimentos, encontramos uma reducéo no indice de Lee no
grupo controle aos 10 meses, quando comparado aos seus 8 meses de idade. Essa
diferenca foi resgatada pelo tratamento com choque térmico, uma vez que esse grupo
conseguiu manter seu indice de Lee aos 10 meses de idade quando comparado aos 8,
antes do inicio do tratamento. O risco de perda de peso tende a aumentar com a
gravidade e a progressdo da DA e é um preditor de mortalidade em humanos, enquanto
0 ganho de peso parece ter um efeito protetor (White, 1998). Apesar do peso ndo diferir
guando avaliado isoladamente, o indice de Lee nos mostra uma relagdo do crecimento
com com seu peso relativo. Sendo assim, o fato de o tratamento ter sido capaz de manter
o0 indice de Lee estavel aos 10 meses de idade mostra uma ferramenta valiosa para o uso
da terapia de choque térmico.

A DA resulta em grande comprometimento cognitivo, sendo inclusive o
principal fator diagndstico da doenca e o maior motivo da busca por ajuda médica. Ha
um prejuizo progressivo da memdria episddica, memoéria de trabalho e de
reconhecimento, manifestando-se como esquecimento (Gallagher & Koh, 2011; Jahn,
2013). Os camundongos 5XFAD apresentam déficits cognitivos similares. Aos 5 meses
de idade mostram reduzida porcentagem de alternancia no labirinto em Y, valores que
se tornam mais significativos em 12 meses (Jawhar et al., 2012; Oakley et al., 2006).
Utilizando a mesma tarefa comportamental, ndo encontramos alteracfes de alternancia
nos animais controles, tanto em 5 quanto em 10 meses de idade, quando comparados
com os animais tratados. Esse resultado pode ser devido ao fato de nossos animais ainda
ndo terem desenvolvido prejuizos nos momentos analisados e por este motivo o
tratamento ndo também n&o teve efeito. Uma indicagdo disto é que ndo houve piora nos

animais controle de 5 para 10 meses.
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Também aos 5 meses de idade, (Joyashiki et al., 2011) encontraram
disfungdes na memoria espacial e na memoria de reconhecimento de objetos, enquanto
Ohno (2007) relatou niveis reduzidos de aprendizado contextual junto com a reducgéo de
LTP em camundongos 5XFAD aos 6 meses de idade. Portanto, analisamos a memoria
dependente do hipocampo para testar se o tratamento com choque térmico seria capaz
de melhorar os déficits relatados. Utilizando a tarefa de reconhecimento de objetos,
encontramos um efeito positivo do tratamento, onde este foi capaz de melhorar o indice
de exploracdo dos animais tratados, quando comparados com os controles, comecgando
aos 3 ou 8 meses de idade. Além disso, quando comparamos os indices do treino com o
do teste, dentro do mesmo grupo, podemos ver que os controles ndo aprenderam, pois
mostraram valores iguais de exploracdo entre os objetos. Do contrario, 0s animais que
foram tratados, tiveram valores mais elevados no teste quando comparado com o treino,
confirmando assim que estes foram capazes de aprender a tarefa. Na tarefa de
condicionamento aversivo ao contexto, o tratamento também foi eficaz em melhorar a
consolidacdo da memoria, agora avaliada um dia depois do treino, tanto aos 5 como aos
10 meses de idade, quando comparado com o grupo ndo tratado.

Consistente com nossos resultados, um estudo com camundongos transgénicos
expressando APPsw mostrou menor déficit cognitivo quando eles foram cruzados com
camundongos transgénicos superexpressando HSP70. Embora ndo tenha afetado a
producdo de proteina B-amiloide, os camundongos apresentaram niveis mais baixos de
deposicdo de placas e reduziram o dano sinaptico e morte neuronal. A superexpressao
de HSP70 também regulou positivamente a expressdo da enzima de degradacdo da -
amiloide e TGF1 tanto in vivo como in vitro. Esses resultados sugerem que a
superexpressdo de HSP70 em camundongos suprime ndo apenas os fendtipos
patoldgicos, mas também funcionais da DA (Hoshino et al., 2011). Em outro estudo,
rHSP70 foi administrada por via intranasal por um més, em camundongos de dois
diferentes modelos da DA. Os autores mostraram que ela entrava rapidamente nas
regibes encefalicas afetadas, atenuando multiplas anormalidades morfologicas e
cognitivas relacionadas a DA, inclusive protegendo a memoria espacial (Bobkova et al.,
2014).

O tratamento com choque térmico também foi capaz de aumentar as proteinas
relacionadas a plasticidade, sugerindo alguns mecanismos pelos quais este poderia estar
beneficiando os animais tratados nas tarefas de memoria. Os niveis de BDNF se

encontravam aumentados aos 5 e 10 meses no cortex pré-frontal quando comparado aos
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respectivos controles. No hipocampo, apesar de ndo ter diferencas entre os grupos, 0
contelldo de BDNF foi positivamente correlacionado com os niveis de HSP70 nesta
mesma estrutura. O BDNF, como ja descrito na introducdo, é um dos genes alvo
induzidos na formacdo da memoria de longa duracéo e é necessario para que esta seja
consolidada (Bekinschtein et al., 2008; Bekinschtein et al., 2008). Um estudo utilizando
geldamicina, que é um indutor de proteinas de choque térmico, incluindo a HSP70,
mostrou uma relacdo direta desta com elevagdes nos niveis de BDNF, pois foi capaz de
elevar seus valores no hipocampo, prevenindo o comportamento tipo depressivo em
camundongos (Hashikawa et al., 2017). NOs também encontramos pronunciada ativacdo
de CREB no hipocampo de animais tratados, aos 10 meses de idade. Como sabemos, a
fosforilacdo de CREB é essencial para a transcricdo de varios genes envolvidos na
consolidacdo da memédria (Alberini, 2009; Johansen et al.,, 2011; Kandel, 2012;
Roberson et al., 1999) e que a HSP70 é um gene alvo potencial devido a presenca de um
motivo CRE em sua regido promotora (Choi et al., 1991; Murshid et al., 2010). Existe
uma interelacdo entre os dois e no nosso trabalho encontramos que o choque térmico
também é capaz de induzir a ativacdo de CREB.
Embora o NF-kB seja altamente ativado durante a inflamacdo e HSP70 é capaz
de bloquear sua translocacdo para o nucleo (Chen et al., 2005), em nosso estudo, o
tratamento de choque térmico ndo mostrou qualquer influéncia no contetdo total de NF-
kB no hipocampo ou no cortex pré-frontal, no entanto, ndo medimos sua ativacao.
Também ndo houve efeito do tratamento na ativacdo da GSK3 no hipocampo nem no
cortex pré-frontal, que é outra proteina que estd envolvida na patologia da DA,
aumentando a fosforilacdo da proteina tau e consequentemente sua agregagdo e
toxicidade (Kremer et al., 2011). Avrahami e colaboradores (2013) ndo encontraram
nenhuma mudanca na expressdo da HSP70 apo6s o tratamento que inibe a GSK3 em
camundongos 5XFAD. Como é bem conhecido que a GSK3 inativa 0 HSF-1 (Neef et
al., 2011), fizemos uma analise de correlacdo e descobrimos que quanto maior Sao 0s
niveis de HSP70 no hipocampo, menor a ativagdo da GSK3 aos 10 meses de idade.
Outro fator importante no quadro clinico desta doenca sdo as alteragdes
psicologicas, como a desinibi¢cdo, que podem estar presentes em 20 a 35% dos
pacientes, manifestado por comportamento socialmente inaceitavel e euforia
inapropriada (Chung & Cummings, 2000). Em fémeas 5XFAD também foi encontrado
uma caracteristica similar, presente por um comportamento de ansiedade reduzido,

refletido por mais tempo gasto nos bracos abertos do labirinto em cruz. Esse déficit
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aparece aos 6 meses e aumenta de uma maneira dependente da idade. Aos 12 meses de
idade elas também passam mais tempo no centro do campo aberto (Jawhar et al., 2012).
Em nossos experimentos, encontramos efeitos do tratamento térmico nos niveis de
ansiedade apenas em fémeas, aos 10 meses de idade. Elas passaram mais tempo e
tiveram mais entradas nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado, melhorando seus
niveis de ansiedade quando comparadas aos seus controles. Em contraste, o
comportamento locomotor ndo pareceu ser afetado, uma vez que ndo foi detectada
diferenca na distancia nem na velocidade percorrida no campo aberto. Um estudo de
(Bhattacharya et al., 2014) mostrou que as fémeas exibiam densidade de placas da
proteina f-amiloide consistentemente maior em comparagdo aos machos da mesma
idade. De acordo com isso, (Devi et al., 2010) mostraram que fémeas 5XFAD sdo mais
vulneraveis e propensas a desenvolver depdsitos de B-amiloide no hipocampo em
resposta a estressores comportamentais adversos quando comparada aos machos. Eles
argumentam que a maior prevaléncia de DA esporadica em mulheres pode ser, pelo
menos em parte, atribuivel a essa vulnerabilidade do encéfalo feminino a mecanismos
de estresse, que favorecem o processamento amiloidogénico da proteina precursora da
amiloide. Os efeitos da sauna infravermelha de longa distancia sobre fatores
psicoldgicos ja foram relatados em seres humanos. Utilizando 20 sessfes de 15 minutos,
em uma temperatura de 60°C, durante um periodo de quatro semanas, (Masuda et al.,
2005) encontraram melhorias significativas nas queixas somaticas, na fome e
capacidade de relaxar.

Os efeitos do tratamento empregado em nosso estudo foi mais pronunciado
aos 10 meses de idade, quando os déficits cognitivos e morfoldgicos sdo mais
proeminentes em camundongos 5XFAD. O envelhecimento no sistema nervoso central
pode envolver perda do controle de qualidade de proteinas, processo dependente do
tempo e da atividade de chaperonas moleculares (Calderwood et al., 2009). Essa falha
na capacidade de chaperona da HSP70 com o envelhecimeto pode facilitar a formacao
de agregados proteicos, neste caso o de f-amiloide, e de emaranhados neurofibrilares
constituidos de tau hiperfosforilada. Essa pode ser uma das razdes pelas quais a doenca
€ mais agressiva nos animais envelhecidos, e motivo do qual o tratamento mostrou
maiores beneficios aos 10 meses de idade. Esses resultados sugerem que o tratamento é
mais efetivo quando a progressdo da doenca é, na verdade, mais avancada e, por isso, é
um candidato perfeito para ser usado na clinica, sendo capaz de modificar fendtipos

relacionados ao comportamento, que atualmente ndo sdo trataveis nesse estagio.
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Nossos resultados lancam luz sobre um papel critico da HSP70 nos mecanismos
relacionados & memoria, sendo capaz de atuar ndo somente como uma chaperona
molecular, mas também através das vias de sinalizacdo como a da MAPK. A HSP70
pode ser rapidamente induzida no hipocampo apds aprendizado e também apos
reativacdo desta memdria. A inducdo de HSP70 parece ser proporcional ao nivel de
informacgdo a ser codificada. Esta proteina s6 estd elevada no momento em que a
memoria ainda ndo esta consolidada, e quando a tarefa é dominada, os niveis de HSP70
sdo reduzidos, podendo ser uma boa ferramenta para ser usada como um indice de
aprendizagem. Quando aplicamos estas descobertas em ensaios com potencial clinico,
obtivemos resultados extremamente benéficos a nivel cognitivo em modelo severo da
DA. O uso de tratamento de choque térmico, através da utilizacdo de sauna
infravermelha, mostrou que a inducdo de HSP70 é capaz de melhorar parametros que
atualmente ndo possuem tratamento efetivo. Além disso, o tratamento é extremamente

barato e facilmente aplicdvel em pacientes com a doenca de Alzheimer.
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7. CONCLUSOES

A elevagcdo de HSP70 no sistema nervoso central ndo resulta apenas em
citoprotecdo, mas ela também participa de processos mnemdnicos, podendo alterar
parametros a nivel comportamental, principalmente quando estes estdo prejudicados por
consequéncia de uma doega degenerativa. Portanto, métodos capazes de induzi-la se
tornam um grande alvo ndo farmacoldégico com grande potencial terapéutico.

Ressaltamos os seguintes achados:

e A HSP70 é rapidamente induzida no hipocampo de ratos apés tarefa de
aprendizagem.

e A sua inducdo foi localizada principalmente em sinapses entre 0s ax0nios
colaterais de Schaffer e as células piramidais da regido de CAl do hipocampo,
cruciais na formacéo de uma memoria associativa.

e A HSP70 é induzida ainda mais rapidamente ap0s reativacdo da memoria, tanto
de curta como de longa duracéo.

e A inducdo de HSP70 pelo processo de reconsolidacdo ¢ maior onde ha uma
novidade e ndo ¢ influenciada pelo estresse do choque.

e Infusdo de rHSP70 no hipocampo imediatamente apds aprendizado causa
facilitacdo da memoria, modulando a via da MAPK.

e Infusdo de rHSP70 imediatamente apds reativacdo de 4 ou 15 min ndo causou
alteracdes a curto prazo, porém preveniu o esquecimento quando avaliado duas
semanas depois.

e Tratamento de choque térmico por dois meses em camundongos 5XFAD,
modelo da doenca de Alzheimer, foi capaz de melhorar parametros cognitivos
como ansiedade, memdria de reconhecimento e memoria aversiva condicionada
ao contexto.

e O tratamento também elevou os valores de HSP70 no hipocampo e cortex pré-
frontal, além de elevar proteinas relacionadas a plasticidade, BDNF e CREBp.
Entretanto, ndo causou modificacbes nos niveis proteicos de NFk-B e na
ativacdo de GSKa3.
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APENDICE

Resultados com infuséo do inibidor da fungdo ATPase da HSP70 no hipocampo dorsal.
Dados ndo incorporados no corpo da tese por problemas metodologicos nos testes

comportamentais utilizados, assim optamos por deixa-los de fora da discusséo.
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Figura 1. Bloqueio da atividade ATPase da HSP70 facilita consolidacdo da memoria.
(A e C) Desenho experimental. (B) YM-08 foi infundido bilateralmente no hipocampo
dorsal imediatamente apds treino de CAC nas concentragdes de 0.05 e 0.5 pg/ul (n=6-9)
e os animais foram testados 48 h depois. ANOVA de uma via (P=0.0115) seguido de
post hoc de Tukey ('P<0.05). (D) YM-08 (0.05 ug/pl) foi infundido bilateralmente no
hipocampo dorsal 1 h apés treino de CAC (n=6-8) e os animais foram testados 48 h
depois. Teste t de Student (P=0.2467). Os resultados estdo apresentados como
média £ EPM.

Protocolo de choque imediato (reconsolidacdo): Os animais sdo somente expostos ao
contexto por 3 min. No dia seguinte, eles sdo colocados novamente no aparato por 15 s
e entdo recebem 2 ou 4 choques de 0.7 mA, com duracdo de 2 s cada, e voltam para suas

caixas de habitag&o.
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Figura 2. Bloqueio da atividade ATPase da HSP70 antes ou depois da reativacdo de
choque imediato. (A e C) Desenho experimental. (B) YM-08 (0.5 pg/ul) foi infundido
bilateralmente no hipocampo dorsal imediatamente apds reativacdo com choque
imediato (dois de 0.7 mA) no CAC (n=5-8) e os animais foram testados 24 h depois.
Teste t de Student (P=0.4162). (D) YM-08 (0.05 pg/ul) foi infundido bilateralmente no
hipocampo dorsal 20 min antes da reativagdo com choque imediato (um de 0.7 mA) no
CAC (n=5-6) e os animais foram testados 24 h depois. Teste t de Student (P=0.1444).

Os resultados estdo apresentados como média + EPM.

Labirinto aquéatico de Morris: Os animais foram submetidos a tarefa por sete dias
consecutivos, sendo que nos cinco primeiros dias a plataforma permaneceu sempre no
mesmo lugar e os animais foram largados de quatro pontos cardeais randomicamente a
cada tentativa, com a cabeca virada para a parede do WM (sendo realizado 6 trials
consecutivos por dia). Eles tem 60 segundos para achar a plataforma (tempo de uma
tentativa) e, se isso nao ocorrer, eles sdo gentilmente conduzidos até ela pelo
experimentador e permanecem 20 segundos sobre ela para que possam se localizar e
localizar a plataforma no contexto (se ele encontrar antes, também permanece 20
segundos). O tempo que ele levou para encontrar a plataforma em cada tentativa €
anotado. No sexto dia do protocolo, a plataforma € deslocada para o quadrante oposto, e
os animais sdo “retreinados” com 8 trials consecutivos (treino chamado de “aprendizado
reverso”), cada tentativa sendo realizado de maneira idéntica a descrita acima. No dia

seguinte ¢ realizado o teste, em que ndo ha plataforma. O animal é posto sempre no
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quadrante equidistante as duas plataformas e pode explorar a piscina por 2 minutos. No
teste é contabilizado o tempo que o animal permaneceu no quadrante alvo (do

aprendizado reverso) e no quadrante oposto (do treino).
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Figura 3. Blogqueio da atividade ATPase da HSP70 na reconsolidagdo de memoria
espacial. (A) Desenho experimental. (B) Curva de aprendizagem ao longo dos dias no
labirinto aquético (n=6). ANOVA de duas vias de medidas repetidas (Interacdo
P=0.1783; Dia P<0.0001; Tratamento P=0.8642) seguido de post hoc de Tukey
("P<0.01; (77'P<0.0001). (C) YM-08 (0.05 ug/pl) foi infundido bilateralmente no
hipocampo dorsal 20 min antes do aprendizado reverso. Curva de aprendizagem entre
os trials do treino reverso. ANOVA de duas vias de medidas repetidas (Interagédo
P=0.3588; Dia P<0.0002; Tratamento P=0.8006) (D) Média de tempo para encontrar a
plataforma no treino reverso no grupo veiculo e YM-08. Teste t de Student (P=0.8006).
(E) Teste onde foi avaliado o empo em que cada grupo permaneceu no quadrante onde
estava a plataforma do treino nos primeiros 5 dias e no aprendizado reverso. ANOVA
de duas vias (Interagdo P=0.9045; Dia P=0.3718; Tratamento P=0.7498). Os resultados

estdo apresentados como média + EPM.
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