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RESUMO

O cortex infralimbico (IL) ¢ uma regido crucial para a atenuacao de memorias aversivas atraveés
da extingdo. Estudos prévios demonstraram que lesdo ou inativagdo dessa regido antes da
aquisi¢do da memoria torna as memorias mais generalizadas e resistentes a extingdo. No
entanto, ainda ndo foi esclarecido se, € como, o IL. modula a especificidade da memoria e sua
susceptibilidade a extingao durante a consolidagdao. O objetivo do presente estudo foi avaliar
como a inativagdo ou inibicdo da sintese proteica desta regido durante a consolidagdo de
memorias aversivas contextuais afeta sua expressdo e susceptibilidade a extingdo. Foram
utilizados ratos submetidos a cirurgia estereotaxica para que fossem realizados os tratamentos
no IL, que foram muscimol (MUS; agonista GABA) e anisomicina (ANI; inibidor de sintese
proteica). O protocolo geral do estudo consiste no condicionamento aversivo contextual (CAC)
seguido de tratamento, e a avaliacdo do tempo de congelamento no mesmo contexto (Teste A)
e num contexto novo (Teste B), e na extingdo da memoria. Os resultados indicam que a
atividade do IL imediatamente apos o CAC, mas ndo 6 horas depois, ¢ importante para a
consolidacdo de memorias contextualmente precisas. O tratamento com muscimol gera efeitos
que persistem por pelo menos uma semana, € ocorrem independentemente da intensidade do
treino. Os efeitos dependem de aprendizado associativo (choque + contexto), uma vez que a
infusdo de MUS nao teve efeito em animais que passaram pelos protocolos de choque imediato
ou exposi¢do ao contexto isolado. A inativagdo do IL durante a consolidagdo ndo afetou a sessao
de extin¢do, mas impediu sua consolidacdo, ja que os animais tratados mantiveram altos niveis
de congelamento apods a extingdo. Assim, a atividade do IL durante a consolidacdo parece ser
necessaria para permitir que memorias aversivas contextuais sejam precisas € sensiveis a
extin¢do. Além disso, os efeitos ndo estdo relacionados a aumentos em comportamentos de tipo-
ansiedade, como observado no teste do labirinto em cruz elevado. Os resultados obtidos com
ANI indicam que a sintese proteica no IL também € importante para a consolidacdo de
memorias sensiveis a extingdo, mas nao tdo importante no que diz respeito a especificidade da
memoria. Em conjunto, os dados indicam que atividade e plasticidade no IL durante a
consolidacdo sdo importantes para o controle da generalizacao e susceptibilidade a extingdo de

memorias aversivas contextuais.

Palavras-chave: Aprendizado e memoria. Condicionamento de medo. Cortex pré-frontal.



ABSTRACT

The infralimbic cortex (IL) is a crucial brain region in the attenuation of fear memories through
extinction. Previous studies have shown that lesion or inactivation of this region before memory
acquisition renders memory more generalized and extinction-resistant. However, whether and
how the IL modulates memory specificity and extinction susceptibility during consolidation
remains unknown. The present study focuses on evaluating the effects of IL inactivation and
protein synthesis inhibition during contextual fear memory consolidation on memory
expression, generalization, and susceptibility to extinction. We subjected male adult Wistar rats
to a stereotactic surgery that allowed intra-IL infusions of muscimol (GABA agonist) and
anisomycin (protein synthesis inhibitor). Next, rats were exposed to a contextual fear
conditioning (CFC) session followed by intra-IL treatment, and measurement of the treatments’
effects on rat’s behavior were assessed in the same context (Test A), in a novel one (Test B), or
during memory extinction. The total time animals spent freezing was used as an index of
memory intensity (Test A) and generalization (Test B). Our results showed that IL’s activity
immediately after CFC, but not 6 hours later, is important for consolidating contextually precise
fear memories. The given treatment produced behavioral effects that persist for at least for a
week, and occurred regardless of memory strength. The observed effects depended on
associative learning (shock + context), since muscimol infusions had no effect in animals
exposed to immediate shock or context alone. IL’s inactivation during consolidation did not
affect the extinction session, but prevented extinction consolidation, since treated animals
continued to present high freezing levels on Test A performed after extinction. Thus, IL’s
activity seems necessary for the consolidation of precise and extinction-sensitive contextual
fear memories. These post-acquisition IL inactivation-induced effects were not associated with
changes in anxiety, as assessed in the elevated plus-maze test. Anisomycin results indicated that
IL protein synthesis is also important for the consolidation of extinction-sensitive memories,
but not as important for memory specificity. Collectively, these results provide evidence for
IL’s role in controlling generalization and susceptibility to extinction during fear memory
consolidation. Expanding the knowledge about neurobiological processes that underlie the
consolidation of generalized and extinction-resistant memories is crucial to developing new

therapeutic strategies for patients with Post-Traumatic Stress Disorder (PTSD).

Keywords: Contextual fear conditioning. Learning and memory. Prefrontal cortex.
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A memoria ndo ¢ como deseja o coragdo. E apenas um
espelho, mesmo que seja cristalino como Kheled-zaram.

Pelo menos, ¢ isso que sente o coracao de Gimli, o ando.



Tolkien, 1954
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1 INTRODUCAO

1.1 A HISTORIA E CONCEITOS FUNDAMENTAIS NO ESTUDO DA MEMORIA

A utilizacao de informagdes prévias para o enfrentamento de situacdes perigosas ou
resolugdo de problemas ¢ o grande beneficio obtido pela capacidade de formacao de memorias.
Para que isso ocorra, ¢ imprescindivel que sejam estabelecidos engramas, que sdo as
modificagdes fisicas que ocorrem no cérebro que permitem a posterior evocagao da memoria
(SEMON, 1904). Essas alteracdes fisicas ocorrem paralelamente em diversas regides
encefalicas (LASHLEY, 1950; TONEGAWA et al., 2015), de maneira que as caracteristicas
funcionais destas durante o aprendizado determina a natureza da memoria formada. Assim, o
padrdo de atividade de determinadas regides durante periodos criticos do processamento de
memorias interfere com a natureza da memoria, ¢ determinados padrdes de atividade estdo
associados com a formacdo de memorias disfuncionais, ou traumaticas (PITMAN et al., 2012).

As primeiras defini¢des de memoria, como o conceito de engrama mencionado acima,
vieram majoritariamente da escola alema de psicologia experimental, tendo grandes expoentes
desde meados do século XIX, como Gustav Flechner, Hermann Ebbinghaus, e Georg Miiller.
Mas foi no inicio do século XX, que dois cientistas proeminentes pavimentaram o caminho para
o estudo da memoria. Apesar de Pavlov ser amplamente conhecido como pioneiro no estudo de
aprendizado associativo e reflexos condicionados, o trabalho de todos esses pesquisadores foi
essencial para o seu proprio. Richard Semon foi o primeiro cientista a cunhar um termo para o
substrato fisico da memoria (i.e. engrama), e se preocupava muito com ponderacdes filosoficas
a respeito dos mecanismos filogenéticos e ontogenéticos da memoria. Em sua visdao
“Lamarckista”, Semon acreditava que aprendizado e memoria eram importantes guias da
evolugdo biolégica (SEMON, 1904). E interessante mencionar que essa ideia, apesar de
descartada durante praticamente um século, possui atualmente algum respaldo experimental,
uma vez que existem evidéncias de que memorias podem ser transmitidas através de geragoes
em animais (DIAS E RESSLER, 2014; MISKA E RECHAVI, 2021) e plantas (MOLINIER e¢
al., 2006).

Enquanto isso, Pavlov, ja havia ganhado at¢ mesmo um prémio Nobel em 1904 por
suas pesquisas envolvendo o sistema gastrointestinal. Mas comecou a se interessar pelo tema
ao observar que em experimentos que envolviam a entrega de comida a caes, eles comegavam

a salivar antes mesmo de receber a comida, devido a pistas do ambiente. Com isso, Pavlov
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acabou descrevendo um processo que influenciaria praticamente todos os estudos cognitivos
sucedentes. Trata-se do condicionamento classico, que consiste na associagdo entre estimulos
neutros e estimulos biologicamente salientes ou incondicionados (EI), de maneira que o
estimulo inicialmente neutro se torna um estimulo concicionado (EC). Com isso, o individuo
cria uma relagdo de contingéncia na qual a apresentacdo do EC prediz o EI (PAVLOV, 1927).
No entanto, € interessante perceber que Pavlov ndo foi o primeiro cientista a observar isso, mas
sim o primeiro a descrever o processo de maneira sistematica e didatica. Em seu livro Die
Mneme, de 1904, o proprio Richard Semon ja havia descrito o processo utilizando seus proprios
termos, curiosamente, assim como no caso de Pavlov, ele também apresenta um exemplo sobre
um cao, porém nesse caso o animal estaria sendo atingido por uma pedra atirada por um garoto.
Trata-se de uma descri¢cdo completa do processo, onde o “grupo a” de estimulos seria 0 EC e o

“grupo b” o correspondente a EI:

“Two groups of stimuli act upon the creature: (Group " a ") the optical stimulus of
the boys picking up stones and throwing them, and (Group "b") the tactual stimulus
of the stones striking the skin, resulting in pain. Both stimuli groups act
engraphically, for after the cessation of the synchronous and the acoluthic effects

of stimulation, the organism now appears permanently changed in relation to certain

stimuli.” (SEMON, 1904)

Outro conceito interessante para o estudo da memoria € a ecforia, que seria o despertar
de um engrama ou memoria latente, resultando na sua expressao comportamental (SEMON,
1904). E importante perceber que a inica forma de evidenciar a existéncia de uma memoria em
um individuo alheio ao observador € a partir de sua expressdo comportamental. Os estimulos
ecforicos (capazes de induzir a ecforia) sao aqueles que fazem com que o individuo evoque
determinada memoria e altere seu comportamento, sendo entdo estes necessarios para a
manifestagdo mnemodnica (SEMON, 1904). Para que um estimulo seja ecférico, deve haver
sobreposi¢do entre a sua natureza e aquela dos estimulos que produziram o engrama, mas essa
sobreposicdo raramente ¢ total (SEMON, 1904; GHIRLANDA E ENQUIST, 2003). No
entanto, ndo somente os elementos sensoriais podem disparar a ecforia de um traco. Uma das
principais contribui¢des nesse sentido veio de Endel Tulving, que trazendo a no¢do de memoria
semantica e ecforia sinergistica, foi capaz de elaborar modelos que explicam a evocacdo de

memoria a partir de pistas conceituais, € ndo apenas sensoriais (TULVING E DONALDSON,
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1972; TULVING, 1982). No entanto, atualmente o termo ¢ pouco utilizado, sendo o processo
normalmente descrito como evocagao, apesar dos termos nao serem exatamente sindnimos.

Também no inicio do século XX, havia psicologos experimentais estudando os
processos que sucedem a formacao de memorias. Miiller e Pilzecker, em um estudo de 1900,
demonstraram que se um novo aprendizado ¢ adicionado imediatamente ap6s o aprendizado
original, a eficiéncia na retencdo do original é diminuida (MULLER E PILZECKER, 1900).
Com isso, eles cunharam o termo “consolidirung” (consolidagdo), que diz respeito ao periodo
subsequente ao aprendizado. Ora, ja que um aprendizado adicional prejudica a retengdo do
inicial, os autores concluiram que deve haver um periodo apoés o aprendizado onde a memoria
fica suscetivel a interferéncias (MULLER E PILZECKER 1900; LECHNER et al., 1999). Com
o passar do tempo, essa hipdtese ganhou muita aceitagdo da comunidade cientifica,
principalmente apds a demonstracdo de que choques eletroconvulsivos (DUNCAN, 1949) ou
lesdes hipocampais realizadas apds o treino (RUSSEL E NATHAN, 1946) causavam amnésia.
De maneira importante, nesses estudos também ficou evidenciado que o grau de amnésia era
inversamente proporcional a idade da memoria, indicando que a consolidacdao ¢ de fato um
processo temporario.

Ainda na década de 1940, um grande passo para a compreensdo da consolidagao foi
dado quando Donald Hebb introduziu a hipotese de formagdao da memoria em duas etapas, ou
“hipdtese do duplo-trago”. Esta hipdtese sugere que inicialmente o aprendizado gera um padrdo
de atividade em grupos de neurdnios, sendo que a reverberacdo dessa atividade propicia a
formacdo de memorias de curto prazo, e que se ela for mantida por tempo suficiente, ha a
consolida¢do de uma memoria de longo prazo (HEBB, 1949; HERNANDEZ E ABEL, 2007).
Apesar do grande avango no entendimento da consolidacdo na primeira metade do século XX,
ela ainda carecia de evidéncias diretas em termos de mecanismo. Em 1948, em seu livro
“Functioning Of The Cytoplasm” (O Funcionamento do Citoplasma), o sueco Ludwik Monné,
ap6s ponderar sobre a semelhanca da memoria em relacdo a hereditariedade, assim como
Semon o fez, sugeriu que o mecanismo comum entre estes dois processos deveria ser a sintese
protéica, se tornando assim, o primeiro autor a sugerir a necessidade de sintese protéica para a

formagdo de memorias (HERNANDEZ E ABEL, 2007):

“Thus, it is possible that synthesis of specific proteins is the essential physical
phenomenon paralleling memory, fantasy, and intuition. This hypothesis is supported by the

fact that protein synthesis occurs in strongly stimulated neurons and that cells are able to
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“learn” to synthesize new specific proteins (antibodies, enzymes). Possibly the structure of the
proteins constituting the cytoplasmic fibrils is changed during the function of the neurons.
Instincts are inherited probably because the specific mode of protein synthesis of the respective

neurons is also inherited.” (MONNE, 1948)

No entanto, apenas o avanco da farmacologia permitiu que essa hipotese fosse
confirmada. Em 1960, Yarmolinsky e De La Haba descobriram que um antibiotico, a
puromicina, inibe a sintese proteica em células de mamiferos, e no ano seguinte, Gorski e
colaboradores demonstraram que inje¢des intraperitoneais de puromicina inibem a sintese
proteica in vivo (YARMOLINSKY E DE LA HABA, 1960; GORSKI ef al., 1961). Assim, em
1962, Flexner e colaboradores observaram amnésia retrograda (sobre um traco pré-
estabelecido) apos o tratamento com anisomicina, € no ano seguinte demonstraram que infusdes
intracerebrais (na regido parahipocampal) tem efeito similar (FLEXNER et al., 1962;
FLEXNER et al., 1963).

Os conceitos e teorias acerca da memoria estdo em constante “reconsolida¢ao” na
comunidade cientifica. Até hoje muito se discute sobre os conceitos fundamentais da
neurobiologia da memoria. No entanto, a enorme quantidade de evidéncias acumuladas por
pesquisadores e a variedade de aplicacdes translacionais que foram frutos desses estudos
ilustram a solidez e importancia do campo. Todos os estudos subsequentes, como os feitos

atualmente, so sdo possiveis devido aos cientistas do passado, como disse Isaac Newton:

"If I have seen further, it is by standing upon the shoulders of giants."
(NEWTON, 1675)

1.2 O CONDICIONAMENTO PAVLOVIANO COMO ABORDAGEM PARA O
ESTUDO DE MEMORIAS AVERISVAS

Para o estudo de memdrias aversivas associativas, um dos protocolos mais amplamente
utilizados € o do condicionamento cléassico, descrito inicialmente por Ivan Pavlov em 1927, que
consiste no pareamento de estimulos neutros ou indcuos com estimulos incondicionados (EI),
sendo estes salientes por si s6. O condicionamento pavloviano ou “classico”, como ficou
conhecido, ¢ capaz de gerar aprendizado associativo nos mais diversos organismos: ha

evidéncias desde artropodes até vertebrados (LONGO et al., 1962; ZAVALA, 1968;
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DAVIDSON E RICHARDSON, 1970 WATANABE E MIZUNAMI, 2007; GALILI et al.,
2011; HAWKINS E BYRNE, 2015;), ¢ ¢ claro, existe uma vasta literatura sobre
condicionamento classico em mamiferos. Por essas e outras razdes, o condicionamento
pavloviano ¢ um método muito utilizado ao redor do mundo para estudar o processamento de
memdrias aversivas e apetitivas em nivel comportamental e neurobiolégico.

Ha diferentes formas de realizar o condicionamento classico, sendo que se pode
condicionar contextos, quando os individuos simplesmente sao expostos a um contexto e entao
recebem estimulos incondicionados, e pode-se também usar condicionamento a pistas
especificas, como por exemplo tons sonoros, ou odores especificos. Os dois modos de
condicionamento diferem entre si ndo s no protocolo comportamental, mas também no
substrato neural envolvido (MAREN et al., 2001). Além disso, também ha uma dissociagao
entre condicionamentos apetitivos e aversivos, tanto no tipo de associacdo formada quanto nas
bases neurais envolvidas (GOTTFRIED et al., 2002; NASSER E MCNALLY, 2013), sendo os
condicionamentos apetitivos aqueles que envolvem recompensas € os aversivos aqueles que
envolvem estimulos nocivos.

Quando se estuda memorias aversivas, grande parte dos estudos € realizada utilizando
choques nas patas como EI, e sons, odores, luzes ou contextos como EC. A principal avaliagdao
comportamental realizada nos testes ¢ o tempo de congelamento (freezing), caracterizado pela
imobilidade dos animais quando se deparam com o EC apds o condicionamento
(BLANCHARD E BLANCHARD, 1969). O protocolo de condicionamento aversivo

contextual (CAC), que ¢ utilizado no presente estudo, estd exemplificado na Figura 1.

Aquisicao Evocacao

B) ! )

Condicionamento Reexposicdoao
contexto pareado

b
e

Congelamento

Congelamento

Figura 1. Condicionamento aversivo ao contexto. A) Antes da aquisi¢cdo, os niveis de congelamento sao baixos.
Durante a sess@o de condicionamento, o estimulo neutro (contexto) ¢ pareado com o estimulo incondicionado (EI,
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choques), tornando-se assim, o estimulo condicionado (EC), e passa a evocar respostas condicionadas. B) Sessdo
de evocacdo, na qual o contexto passa a evocar respostas condicionadas, e mesmo sem a presenca do choque se
observa niveis elevados de congelamento. Adaptado de Troyner, 2017.

1.3 A NEUROBIOLOGIA DA MEMORIA

1.3.1 Fases do processamento mnemonico

Inicialmente, quando uma informacao ¢ adquirida, ela fica armazenada em forma de
memoria de curto prazo. Durante as horas que sucedem o aprendizado, acontece a consolidagao,
que faz com que o trago se estabilize e promove a manuten¢do de memorias de longo prazo
(LECHNER et al., 1999). Essas fases da memoria sao bastante estudadas, e sabe-se que uma
série de eventos moleculares, celulares, sistémicos ¢ comportamentais estdo envolvidos no
mecanismo pelo qual se formam as memorias (Figura 2). Quando consideramos o
condicionamento pavloviano, o aprendizado envolve o estabelecimento de relagdes
hierarquicas entre eventos em um dado contexto (RESCORLA, 1988). Do ponto de vista
molecular, diferentes tipos de memoria compartilham uma mesma légica: dependem de um
estagio inicial que ¢ independente de sintese proteica (memoria de curto prazo), e na sequéncia
entram em um estado que so6 persiste se houver sintese de novas proteinas (KANDEL, 2012).
O principal processo que ocorre em nivel sindptico e permite esse remodelamento duradouro ¢é
conhecido por potenciacao de longa duracao (LTP, do inglés long term potentiation), que foi
descrito inicialmente por Bliss € Lomo, a partir do final da década de 1960 (LOMO, 1966;
BLISS E LOMO, 1973). Acredita-se que a LTP ¢ o substrato de diversas formas de memoria,
incluindo o condicionamento pavloviano ao contexto e a pistas (ROGAN et al., 1997; MAREN,

1999).
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Figura 2. As fases iniciais do processamento mnemonico. Apos a aquisi¢do de um traco de memoria, ¢é
necessaria uma intrincada rede de interagdes que vao do nivel genético ao sistémico para que a memdria se torne
de longo prazo. Durante o aprendizado, a apresentagdo concomitante dos estimulos condicionado e incondicionado
geram ativacdo de um conjunto de neurdnios. Apods a aquisi¢do, a consolidacdo ¢ necessaria para que esses
neurdnios sofram plasticidade, modifiquem suas conexdes, ¢ tornem-se um engrama consolidado. Apds a
consolidacdo, as memorias de longo prazo podem ser evocadas e regular o comportamento de maneira duradoura.

Do ponto de vista neuroquimico, sabe-se que os receptores de glutamato do tipo
AMPA e NMDA sdo muito importantes para a LTP e a consolidagdo. O bloqueio desses
receptores no hipocampo impede a consolidag¢do de determinados tipos de memorias aversivas
(ABEL E LATTAL, 2001; CAMMAROTA ef al., 2004). Sabe-se que a ativagado inicial desses
receptores em neurdnios glutamatérgicos pos-sinapticos leva a um aumento no célcio
intracelular que por sua vez gera ativagio da proteina quinase dependente de Ca®*/calmodulina
(CAMKII), o que gera uma cascata de eventos intracelulares (HERRING E NICOLL, 2016). E
imporante mencionar que além do glutamato, varios outros neurotransmissores como GABA,
noradrenalina, dopamina, acetilcolina e endocanabindides também tem efeito importante no
processo de formagao de memorias aversivas (IZQUIERDO et al., 2016).

Essa série de eventos que ocorrem em nivel celular durante o aprendizado induz a
transcri¢do e traducdo de genes de expressdo imediata, conhecidos como IEGs (do inglés,
immediately early genes). Um dos principais ¢ mais estudados IEGs ¢ o c-Fos, que tem sua
expressio estimulada pelo aumento nos niveis de Ca** e AMP ciclico intracelulares, e é

necessario para a formagdo do fator de transcricdo AP-1, que regula uma série de eventos
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celulares (CHIU et al., 1988). No entanto, como e porque essa proteina ¢ tdo importante para a
consolidagdo ainda nao estd bem elucidado (GALLO et al., 2018). Outra peca molecular
importante para aprendizado e memoria € a proteina Arc, sua expressao ¢ aumentada em
resposta a uma série de eventos celulares, sendo inclusive promovida por outro IEG, o Egrl (LI
et al., 2005). Ao contrario da c-Fos, sua fungdo celular ¢ diretamente associada com a
plasticidade sinaptica, sendo necessaria para a sinalizacao envolvendo o BDNF (LEAL et al.,
2014), trafego de receptores AMPA (CHOWDHURY et al., 2006) e outros eventos celulares,
assim seu papel na formacao de memorias ¢ mais claro (GALLO et al., 2018). Todos esses
processos subsidiam a formagdo do engrama, ou seja, permitem que informagdes sejam
armazenadas em circuitos neuronais especificos e possam futuramente regular o
comportamento.

Uma vez consolidadas, as memorias ndo sdo imutaveis (Figura 3), podendo sofrer
atualizagdes, como ¢ o caso da reconsolidagdo, onde apds uma exposicdo curta ao EC,
inibidores de sintese proteica sdo capazes de gerar amnésia retrograda, assim como ocorre na
consolidagao (NADER, 2000). Outra maneira pela qual a expressao de uma memoria pode ser
alterada ¢ através da extingdo, que ocorre quando o EC ¢ apresentado sucessivas vezes na
auséncia do EI (PAVLOV, 1927; MYERS E DAVIS, 2007). Na extin¢ao, € possivel perceber
a diminuicao nas respostas defensivas ao EC. Acredita-se que a extingdo envolve a formagao
de uma nova memoria, neutra, que suprime a memoria aversiva estabelecida originalmente.
Assim, devemos entender as memorias como entidades dindmicas, que dependem de uma
intrincada rede de interagcdes que vao do nivel molecular ao comportamental. Contudo, essa
rede complexa normalmente culmina em eventos comuns nos neuronios, como € o caso da
sintese proteica de novo — processo necessario para todas as fases da memoria descritas acima:
aquisi¢do, consolidacdo, reconsolida¢do e extingdo (INDA ef al., 2005).

Além disso, ¢ importante ter em mente que apds a consolidacdo inicial, por vezes
conhecida como “consolidagdo sinéptica”, os processos de remodelamento sindptico continuam
ocorrendo, e isso envolve uma mudanga nas estruturas encefalicas que subsidiam a memoria.
Sabe-se que com o passar do tempo, o hipocampo torna-se menos necessario para a evocagao,
ao contrario do cortex (FRANKLAND E BONTEMPI, 2005). Esse fendmeno ¢ normalmente
chamado de “consolidacao sist€émica” (DUDALI, 2004), e esta correlacionado com a mudancga
de determinadas caracteristicas mnemonicas que ocorrem com o passar do tempo, como

aumento de generalizacdo (ver secdo 1.4; WILTGEN E SILVA, 2007) e maior resisténcia a
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interferéncias como reconsolidagdo e extingio (FRANKLAND et al., 2006; TSAI E GRAFF,
2014).

" Reconsolidagao
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Figura 3. Atualizacdo mnemonica. Uma vez consolidadas, as memorias podem sofrer atualizagdes, como a
reconsolidagdo e a extingdo. Quando a memoria ¢ evocada, ela pode ser modificada de acordo com a natureza da
sess@o de evocagdo. De maneira geral, sessdes curtas induzem a reconsolidagdo do trago, enquanto longas sessoes
de exposi¢do ao EC induzem a formagdo de uma nova memoria — a memoria de extingdo, que suprime a expressao
da memoria original. Os neur6nios verdes na figura ilustram a memoria aversiva, o trago vermelho significa
inibi¢do, € 0s neurdnios azuis ilustram a memoria de extingdo.

1.3.2 Principais regides encefalicas envolvidas no processamento de memdrias aversivas

e reacoes de defesa

Quando analisamos o nivel molecular/intracelular, assume-se que todos os tipos de
memorias devem induzir mecanismos similares, como a LTP (KANDEL, 2012). No entanto,
nos niveis celular e sist€émico, diferentes tipos de aprendizado recrutam diferentes regides e
subtipos celulares no cérebro de mamiferos. Apesar de hoje em dia a frenologia ser considerada
uma teoria extremamente antiquada e falha, sabe-se que diversas regides encefélicas possuem
funcdes especificas (GENON et al., 2018). No contexto das respostas defensivas, memorias
aversivas e seus substratos encefalicos, alguns conceitos basicos que ainda sdao validos hoje
foram estabelecidos no inicio do século passado. Apds estudos pioneiros de Claude Bernard,

Langley, e varios outros fisiologistas, foi obtido uma nog¢ao clara de como funciona o sistema
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nervoso simpatico, aquele que € ativado em situagdes aversivas, € iniciarem-se as primeiras
especulacdes de como o cortex cerebral modula esse sistema (BARD, 1929).

Com essa base teorica, Bard conduziu um estudo que teve grande impacto na
neurobiologia das emogdes — ele demonstrou que cdes e gatos que tiveram o cortex
desconectado do tronco encefalico apresentavam um estado constante chamado de “ira ficticia”
(BARD, 1934). Com isso, em conjunto com o famoso caso de Phineas Gage (ver se¢do 1.2.3),
foi estabelecida a nocdo que se mantém até hoje de que o cortex cerebral ndo ¢ uma regiao
crucial para a sobrevivéncia. No entanto, ele ¢ fundamental para o controle do comportamento,
pois age modulando (normalmente de forma inibitdria) regides subcorticais que sao
responsaveis pela execucdo de comportamentos de subsisténcia, como alimentacdo, luta ou
fuga, sexo, etc. E interessante mencionar que a ideia de que as regides superiores controlam as
inferiores de forma inibitdria ja estava presente nos pensamentos de John Hughlings Jackson,
expostos em sua Croonian Lecture, em 1884 (YORK E STEINBERG, 2006). Jackson
acreditava que as regides mais ancestrais e basais do cérebro realizavam a primeira
representacdo de estimulos sensoriais, um segundo grupo de regides intermedidrias realizava
uma re-representacdo, € as regides superiores como o cortex agiam fazendo uma re-re-
representacdo do estimulo (YORK E STEINBERG, 2006). Com isso, surgiram as primeiras
nocdes de processamento sequencial e paralelo e hierarquia entre regides encefélicas no
cérebro, mas até meados do século XX, pouco se avangou sobre as regides responsaveis pela
formagdo e armazenamento de memorias.

Na década de 1950, um paciente que sofria de epilepsia do lobo temporal teve a
formagdo hipocampal removida e mudou a historia da neurobiologia da memoria. Ele ficou
conhecido como paciente HM, e suas crises epilépticas diminuiram significativamente apds a
cirurgia, no entanto ele apresentava sérios problemas de memoria (CORKIN, 2002). Com isso,
os pesquisadores que estudavam este caso clinico concluiram que o hipocampo e/ou regides
adjacentes deveriam ser responsaveis pela formacdo de novas memorias, uma vez que
memorias antigas do sujeito persistiam intocadas (SCOVILLE E MILLNER, 1957; CORKIN,
2002). No contexto da formacdo de memorias aversivas, porém, existe uma regido tdo ou mais
importante do que o hipocampo: a amigdala. A amigdala ndo parece ter um papel tdo geral na
formacdo de memorias, mas € peca fundamental na formacdo de memorias com contetido
emocional (McGAUGH et al., 1996). Esta regido parece ser um importante centro de
processamento e integragao entre estado interno do individuo e pistas sensoriais. Na amigdala

existe uma grande influéncia de hormdnios relacionados ao estresse, como noradrenalina e
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glicocorticoides, e a0 mesmo tempo diversos aferentes de regides sensoriais € associativas, o
que subsidia a capacidade da amigdala de codificar relagdes de contingéncia entre estimulos
(McGAUGH et al., 1996; MAREN, 2001).

Atualmente sabe-se o hipocampo ¢ responsavel pela representacdo contextual, sendo
necessario para aprendizados que envolvem relacdo espacial ou temporal entre eventos ou
objetos (HOWARD E EICHENBAUM, 2015). Por outro lado, para aprendizados onde a
associacao envolve apenas um som e um choque a participagdo do hipocampo nao ¢é
imprescindivel, sendo a amigala suficiente (ABEL E LATTAL, 2001). No entanto, a amigdala
¢ necessaria tanto para o condicionamento aversivo auditivo (PHILLIPS E LEDOUX, 1992)
quanto para o condicionamento aversivo contextual (MAREN E FANSELOW, 1995). Com
isso, acredita-se que no condicionamento aversivo contextual, assim como no condicionamento
auditivo, ¢ na amigdala que ocorre a associagdo EC-EI: a amigdala basolateral (BLA, do inglés
basolateral amygdala) ¢ responsavel pela integragdo de pistas sensoriais e por repassar a
informagdo a amigdala central, que por sua vez promove a ativa¢do do hipotalamo e tronco
encefalico para a evocagao de respostas defensivas (MAREN, 2001; PELLMAN E KIM, 2016).

Ja o papel do hipocampo, como mencionado acima, ¢ mais relacionado com a
representacdo contextual ou da configuracdo dos elementos presentes no treino, sendo
importante no condicionamento aversivo contextual ou naqueles condicionamentos onde o som
e o choque sdo espacados (ABEL E MATTAL, 2001; MAREN, 2001). Desse modo, o papel
do hipocampo no condicionamento aversivo contextual ¢ integrar os elementos contextuais e
os converter a um sinal que ¢ enviado para a amigdala como uma representagdo de um EC
(MAREN, 2001). E importante ter em mente que além dessas regides onde ocorrem as
associacoes entre EC e EI, existem regides cruciais para a formac¢do de memorias aversivas,
como por exemplo a matéria cinzenta periaquedutal (MOTTA et al., 2017), regido por onde o
sinal aversivo deve ser processado para que alcance as regides superiores responsaveis pelo
armazenamento de memorias em si (PELLMAN E KIM, 2016). Outra regido importante nesse
contexto € o tdlamo, em especial o nucleo reuniens, que € necessario para a comunicacao entre
o cortex pré-frontal (CPF) e hipocampo (CASSEL et al., 2021), e o nucleo paraventricular,
necessario para a evoca¢do de memorias de longo prazo (DO-MONTE et al., 2015). Além
destas areas, diversas outras regides subcorticais como o nucleo leito da estria terminal
(CRESTANI et al., 2013), hipotalamo (SILVA et al., 2016), habénula e 4rea tegmental ventral

(LAMMEL et al., 2012) sdao importantes para a expressao de comportamentos defensivos.



26

Resumidamente, essas sdo as regides responsaveis pela formag¢do de memorias
aversivas e execucdo de comportamentos defensivos. No entanto, elas sofrem importante
modulagdo de regides superiores € mais recentes na filogenia, como ¢ o caso do CPF, assunto

da se¢do seguinte.

1.3.3 Papel do cortex pré-frontal medial no processamento de memorias aversivas, com

enfoque para a por¢ao infralimbica

O CPF de mamiferos ¢ caracterizado como a por¢ao do cortex cerebral que recebe
aferentes do talamo médio dorsal (ROSE E WOOSLEY, 1948; CARLEN 2017). Estudos
iniciais envolvendo lesdes desta regido do cérebro em roedores ja sugeriam que esta ndo seja
uma regido imprescindivel para a formacdo de memorias aversivas (LUBAR, 1964), e esta
visdo persiste até hoje (GILMARTIN et al., 2014). No entanto, sabe-se que lesdes no cortex
pré-frontal medial (CPFm) podem acarretar em alteragdes no processamento apds o
aprendizado inicial, durante a extingdo por exemplo (MORGAN et al., 1993). Deste modo,
acredita-se que o CPF ¢ uma regido prescindivel para a aquisi¢do, mas necessaria para
determinados tipos de modulagdo que as memorias aversivas normalmente sofrem. Essa ideia
faz sentido quando consideramos a no¢ao geral de que o CPF age como um maestro do cérebro,
regulando uma infinidade de processos, mas ndo sendo necessario para a execugdo de
comportamentos basicos de subsisténcia, como respiracdo, alimentacdo, luta ou fuga, entre
outros. Isso ¢ ilustrado no caso de Phineas Gage, sujeito que teve uma grande lesdao no CPF,
mas continuava vivendo e ndo tinha problema com comportamentos basicos de subsisténcia.
No entanto, apos a lesdo, Gage apresentou severas mudangas de comportamento, se tornando
mais impulsivo e apresentando menor controle inibitério de suas agdes (O’DRISCOLL E
LEACH, 1998). Assim, a no¢do predominante na literatura ¢ a de que o CPF ¢ uma regido
crucial para fungdes cognitivas como comportamento direcionado a objetivos, flexibilidade
comportamental, avaliagdo contextual, categorizacao, entre outras (MILLER E COHEN, 2001).

Dentro do CPF, o CPFm parece ser componente crucial para a modulagdo de memorias
aversivas (GIUSTINO E MAREN, 2015). Em roedores, a regido ¢ normalmente dividida em
trés subregides, sendo elas os cortices cingulado anterior (CCA), prélimbico (PL) e IL (Figura
4), podendo ainda o cortex dorsopeduncular estar incluso como uma quarta subregido do CPFm.
CCA e PL sdo as regides mais dorsais do CPFm, e o aumento de atividade nestas regides

promove mais respostas defensivas e a formagdao de memorias aversivas mais robustas e/ou
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generalizadas (TANG et al., 2005; JHANG et al., 2018; VANVOSSEN et al., 2017). Além
disso, inibicdo de sintese protéica destas regides em momentos cruciais do processamento
mnemonico ou expressao de memorias aversivas gera amnésia (EINARSSON E NADER,
2012; RIZZO et al., 2017). O IL, por sua vez, atua de maneira antagonica, ou seja, maior
atividade na regido esta associada com diminuicdo da expressdo de respostas defensivas
condicionadas, e maior especificidade mnemodnica (DO-MONTE et al., 2015; SCARLATA et
al., 2019).
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Fresm=-—

......

Figura 4. O cértex pré-frontal medial do rato. A) visdo lateral do encéfalo de rato, com o CPFm em cinza B)
visdo coronal do CPFm de ratos. aCg: cortex cingulado anterior; PL: prelimbico; IL: infralimbico. Adaptado de
Bizon et al., 2012.

Inicialmente, o IL foi descrito por Rose e Woosley, em 1948 como “area
infralimbica”, que seria a “faixa estreita localizada ventralmente em relacdo a area precentral
agranular do cortex pré-frontal”, que corresponde atualmente ao CCA e PL (ROSE E
WOOSLEY, 1948). Nos trinta anos seguintes a descri¢do da regido, pouco aumentou o
conhecimento acerca de sua fun¢do. Estudos de lesdao na década de 1960 trazem as primeiras
elocubragdes sobre um possivel envolvimento em memorias aversivas e espaciais, mas como
as lesdes ndo apresentavam precisdo espacial, ndo se pode correlacionar os efeitos
comportamentais nem mesmo ao CPFm especificamente, pois as lesdes englobavam grandes
areas corticais (LUBAR, 1964; AIN et al., 1969). Mas foi na década de 1980 que a regido
comegou a ser amplamente estudada, e lesdes mais restritas ao ACC, PL ou IL demonstraram
que o CPFm ¢ importante para reconhecimento de objetos (BECKER E OLTON, 1980) e
memoria espacial (BECKER et al., 1980), além disso suas proje¢des aferentes foram descritas,

inicialmente em gatos (ROOM et al., 1985). Mais tarde foi demonstrado que a porc¢do ventral
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do CPFm (incluindo PL e IL) € necessaria para extingdo de memdrias aversivas no protocolo
de condicionamento pavloviano (MORGAN et al., 1993).

Desde entdo, a relacao entre CPFm (em especial a sua por¢ao infralimbica) e extingado
de memorias aversivas vem sendo estudada extensivamente. Em um importante trabalho, Milad
e Quirk demonstraram que a evocagdo da memoria de extingdo estd correlacionada com
aumento no disparo de neurénios do IL e que a estimulagdo desta regido em animais que nao
passaram por extingdo também ¢ capaz de induzir diminui¢ao de respostas defensivas (MILAD
E QUIRK, 2002). Esses resultados foram replicados e a questao foi aprofundada em diversos
estudos, incluindo ativagdo e inativagdo optogenética durante o treino e evocacao da extingdo
(DO-MONTE et al., 2015). Mais especificamente, a inativagdo optogenética desta regido
durante o treino de extin¢do ndo afeta o comportamento agudamente, mas impede a formacgao
de memorias de extingao, € quando a mesma inativagao ¢ realizada durante o teste de evocagao
apds a extingdo, ndo ha efeito (DO-MONTE et al., 2015). Quando o IL ¢ inativado
farmacologicamente, ou a sintese proteica na regido ¢ inibida apos a sessao de extingdo (durante
sua consolidacdo) também hé prejuizo no aprendizado (LAURENT E WESTBROOK, 2009;
AWAD et al., 2015). Sabe-se também que lesdes restritas ao IL também impedem o
aprendizado de extingdo (QUIRK et al., 2000), assim como observado inicialmente por Morgan
e colaboradores em estudos usando lesdes no CPFvm como um todo (MORGAN et al., 1993).
Existem até mesmo evidéncias de que a infusdo do fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF) no IL, mesmo na auséncia da sessdo de extingdo, produz efeito similar a ela (PETERS
etal.,2010, ROSAS-VIDAL et al., 2014). Assim, esta bastante solidificada na literatura a visdao
de que o IL € necessario e suficiente para a extingdo de memorias aversivas (ROSAS-VIDAL
et al.,2014; GIUSTINO E MAREN, 2015).

Acredita-se, ainda, que o substrato neural pelo qual o IL contribui para o aprendizado
de extingdo seja a presenca de conexdes monosindpticas com as células intercalares (ITC, do
inglés itercalated cells) da amigdala (AMIR et al., 2011; Ll et al., 2011; SIERRA-MERCADO
etal.,2011). As ITCs sdao um grupo de neurdnios GABAérgicos que inibem a amigdala central,
e consequentemente as respostas defensivas (AMIR et al., 2011; BLOODGOOD et al., 2018;
MAREK et al., 2018). Ademais, a amigdala basolateral (BLA) também possui dois grupos
funcionalmente distintos de neuronios: os que projetam para o PL, que tém sua atividade
aumentada durante o condicionamento, e outros que projetam para o IL, que tém sua atividade
aumentada durante a extingdo (KRABBE et al., 2018). Desse modo, a “conversa” entre IL ¢

amigdala parece ser crucial para que a extingdo ocorra de maneira adequada. Apesar da enorme



29

quantidade de estudos correlacionando IL e extingdo, uma quantidade menor de estudos se
dedicou a entender o papel desta regido durante o aprendizado aversivo original, talvez pelo
fato de que lesdes na regido nao impedem a formagdo da memodria e pouco alteram o
comportamento antes da extingdo do trago. A secdo a seguir se dedica a explorar o que a

literatura da area considera sobre o tema.

1.3.4 Evidéncias da participacdo do cortex infralimbico nos processos iniciais de

formacao de memdrias aversivas

Como ja mencionado, o IL ¢ uma regido prescindivel para que a aquisi¢ao de memorias
aversivas ocorra. No entanto, ¢ necessario para a modulagao destas apds a sua consolidagao.
Uma quantidade relativamente menor (em relagdo aqueles que estudaram exting¢do) de estudos
se dedicou a explorar o papel do IL especificamente durante a aquisi¢cdo/consolidacido de
memorias aversivas.

Nesse sentido, sabe-se que o condicionamento aversivo ao contexto induz uma reducao
na excitabilidade de neuronios do IL, o que € revertido pelo aprendizado de extingdo (SANTINI
et al., 2008). Esse resultado, que foi posteriormente replicado (SOLAR-CEDENO et al., 2016),
sugere que a reducdo na excitabilidade de neurdnios do IL pode ser um dos mecanismos que
subsidiam a consolidagdo de memorias aversivas. Ainda, o fato de que a redugdo na
excitabilidade ¢ revertida apos a extingao sugere que o IL pode ter um papel regulatério desde
a aquisi¢do até a extingdo do tragco (RABINAK et al., 2008). Essa capacidade plastica
apresentada pelo IL, onde sua atividade pode ser modulada de maneira bidirecional, pode ser
um dos substratos neurais que permitem que individuos tenham flexibilidade ao se deparar com
pistas de perigo (SOTRES-BAYON E QUIRK, 2010).

Além de registros eletrofisioldgicos, existem mais evidéncias que indicam que o IL
pode de alguma maneira modular a consolidacdo da memoria. Um estudo que avaliou o efeito
de radiacdo gama durante a consolidagdo de memorias aversivas contextuais observou que a
radiagdo aumentou os niveis de congelamento. Isso esta correlacionado com uma diminuicao
da expressao de c-Fos no IL (KUGELMAN et al., 2016). Além disso, existem evidéncias de
que a Arc (outra proteina importante na plasticidade sinéptica) tem sua expressao aumentada
no IL apds o condicionamento de medo contextual ou esquiva inibitéria (ZHANG et al., 2011;

TROYNER et al., 2018). Torres-Garcia e colaboradores também demonstraram que a
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inativagao do IL com tetrodotoxina durante a consolidagdo do treino de esquiva inibitdria gera
prejuizo na retengdo do traco (TORRES-GARCIA et al., 2017).

Para a discriminagdo entre contextos, o IL também parece ser importante. Estudos
analisando a generalizacdo contextual (sobre generalizacdo, ver secdo a seguir) apresentam
resultados interessantes: lesdo ou inativagao permanente do IL realizadas antes do treino geram
aumento de generaliza¢io contextual (ZELIKOWSKY et al., 2013; XU E SUDHOF, 2013). E
claro que, como ja mencionado, estudos de lesdo carecem de precisao temporal, pois pode ser
que o efeito observado seja devido a alteragdes tanto na aquisi¢cdo/consolidagdo como na
expressao da memoria. Ainda assim, os importantes estudo de Zelikowsky e colaboradores, e
Xu e Siidhof sdo uns dos primeiros a chamar aten¢ao sobre a possibilidade de o IL modular a
generalizacdo de memorias aversivas. Existem também evidéncias de que a ativagdo do IL
durante a consolidacdo de memdrias apetitivas contextuais prejudica a discriminagdo contextual
(RIAZ et al., 2019). Outro estudo que indica que o IL pode ser importante na diferenciagdo
entre contextos seguros e perigosos ¢ o de Sangha e colaboradores, onde foi demonstrado que
a inativacdo do IL gera prejuizo na discriminagdo entre pistas de seguranca e perigo (SANGHA
et al., 2014). No entanto, este ultimo estudo nao revela nada sobre o papel do IL nos periodos
iniciais de formag¢ao da memoria, uma vez que os tratamentos foram realizados imediatamente
antes do teste, quando a memoria ja estava consolidada. Ainda assim, ¢ importante pois ¢ mais
um indicativo do papel do IL na regulagdo da generalizacdo de memorias.

Existem também evidéncias de que a atividade do IL durante os periodos iniciais de
formagdo da memoria possa ser importante para garantir que as memorias aversivas possam ser
futuramente extintas. Utilizando o condicionamento do piscar de olhos em coelhos, Oswald e
colaboradores demonstraram que a inativagdo do IL durante a aquisi¢do prejudica a extingao
futuramente (OSWALD et al., 2015). Além desse resultado, foi demonstrado que o bloqueio
da expressao de c-Fos no IL, ou das conexdes IL-PL 12 h apos a aquisi¢ao, durante uma fase
tardia da consolidagdo, também impede que as memorias sejam extintas apropriadamente
(MUKHERJEE E CARONI, 2018). Os autores desse estudo sugerem, com isso, que o
engajamento do IL na extingdo comeca 12 h ap6s o aprendizado original. Assim, h4d uma série
de estudos que apontam a possibilidade de o IL estar envolvido nas fases iniciais de

processamento de memarias aversivas.
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1.4 CARACTERISTICAS NEUROBIOLOGICAS E COMPORTAMENTAIS DE
MEMORIAS TRAUMATICAS

O valor adaptativo das memdrias aversivas ¢ incontestavel, sendo elas necessarias para
a manuten¢ao da vida animal na terra (MAREN, 2001). No entanto, muitas vezes na natureza
os animais expressam reagdes defensivas com alta intensidade e frequéncia, o que os impede
de realizar comportamentos basicos como o forrageamento, que ¢ a busca por recursos
(BROWN et al., 1999). Assim, o medo de predadores ou ambientes ameagadores impde uma
forte restricdo sobre a dindmica do forrageamento 6timo em ambiente ecoldégico (BROWN et
al., 1999). Com isso, existem duas relagdes de trade-off importantes nesse sentido: a relagao
entre iminéncia de perigo e a necessidade alimentar (SEARLE ef al., 2008), e a relacdo entre
exploragdo de ambientes ja conhecidos e a busca de novos ambientes (ADDICOTT et al.,
2017). Ora, ambas as relagdes ilustram o fato de que o medo excessivo, mesmo em ambiente
ecoldgico, ¢ um fator que impde restri¢des para a adaptagdo ao meio — em humanos isso toma
proporg¢des ainda maiores.

As memorias traumdticas estdo no cerne do desenvolvimento de transtornos
psiquiatricos como o transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT) (PITMAN et al., 2012).
Estas memorias impoe uma séria restricao sobre a qualidade de vida, uma vez que imprimem
um padrdo de comportamento totalmente enviesado para maior evitagdo de situagdes
perfeitamente seguras. No entanto, ¢ importante perceber que mesmo em humanos as memorias
aversivas tem papel fundamental para a manutencao da vida — sdo elas que fazem com que nao
tomemos atitudes que nos coloquem em perigo. Existe um limiar entre as memorias aversivas
adaptativas e aquelas disfuncionais, e apesar de ndo haver um modo quantitativo de avaliar esse
ponto de corte, alguns fatores marcantes indicam quando uma memdria passa a ser traumatica.
Talvez os principais marcadores nesse sentido sejam a generalizagao e “rigidez” (resisténcia a
extingao ou reconsolidagdo) excessivas (PITMAN et al., 2012; MAREN E HOLMES, 2015;
MOREY et al., 2015).

A generalizagdo ¢ a capacidade de um individuo responder para estimulos diferentes
do condicionado (GHIRLANDA E ENQUIST, 2003). Assim como as memorias aversivas, a
generalizagdo também tem papel adaptativo fundamental, pois permitem que animais usem
informagdes prévias para situacdes similares em um mundo onde raramente uma mesma
situagdo ocorre duas vezes de maneira idéntica (GHIRLANDA E ENQUIST, 2003). No

entanto, também ha um nivel 6timo de generalizagdo, e quando este ¢ excedido, o individuo
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passa a expressar respostas defensivas perante situagdes muito diferentes da original. Essa ¢
uma caracteristica central no TEPT: evitacao e sensibilidade excessiva em relagdo a quaisquer
contextos ou pistas que remetam, mesmo que de maneira distante, a memoria traumatica
(MOREY et al., 2015). Com isso, a generalizagdo excessiva de memorias traumaticas impoe
uma séria restricdo para a tomada de decisdes cotidianas e impede que pacientes com TEPT
realizem diversas atividades basicas do dia-a-dia.

Como mencionado acima, outro fator marcante do TEPT ¢ a rigidez excessiva das
memorias traumaticas. Trata-se de uma falta de flexibilidade comportamental em relagao a estas
memorias, pois as respostas condicionadas dificilmente sdo extintas e os tragos apresentam
resisténcia a reconsolidacao (PITMAN, 2011; MAREN E HOLMES, 2015). Esse fato gera uma
séria dificuldade no tratamento destes pacientes, uma vez que psicologos e psiquiatras que
atuam junto a estes pacientes tem um trabalho dificil ao tentar atualizar as memorias dos
pacientes. Na verdade, ndo existe protocolo padrio para o tratamento do TEPT que seja capaz
de extinguir ou apagar totalmente o trauma com larga eficécia, apesar de terapias baseadas em
exposicao induzirem uma melhora significativa em pacientes (WATKINS ez al., 2018). Muitas
vezes, os tratamentos que incluem farmacos empregam o uso de antidepressivos e ansioliticos
para amenizar os sintomas do TEPT, mas ainda sdo necessarios tratamentos que atuem no cerne
do problema: a memoria.

Assim, € essencial entender o que leva a formagao de memorias traumaticas. Apenas
uma fracdo (<25%) das pessoas expostas a um evento traumatico desenvolvem TEPT
(YEHUDA E LEDOUX, 2007). O que esses sujeitos possuem em comum? Seriam
caracteristicas genotipicas ou alguma atividade aberrante em alguma regido encefalica? Sobre
isso, sabe-se que gémeos monozigdticos tem maior concordancia em relagdo ao risco de TEPT
do que gémeos dizigoticos (STEIN et al., 2002). No entanto pouco se sabe sobre como, € quais
fatores genéticos podem levar a uma maior pré disposicao ao TEPT (CORNELIS et al., 2010).
A neurobiologia do TEPT, por sua vez, ¢ mais conhecida, e sabe-se que pacientes com TEPT
apresentam maior atividade na amigdala e hipoatividade no hipocampo ¢ CPFm (PITMAN et
al., 2012), além de um menor indice de correlagdo na atividade entre amigdala e CPFm, o que
pode indicar uma desconexao da modulagdo da amigdala pelo CPFm (SHIN ez al., 2005).
Contudo, hé grande dificuldade para determinar se esses sao fatores de risco ou consequéncias
do TEPT (YEHUDA E LEDOUX, 2007).

No que diz respeito ao infralimbico, sabe-se que seu homo6logo humano ¢ a area 25 do

mapa de Broadmann, conhecida como cértex cingulado anterior subgenual posterior (ONGUR
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et al., 2003; DREVETS et al., 2008). No entanto, em muitos estudos, se faz a correlacdo mais
geral entre IL e cortex pré-frontal ventromedial (CPFvm), que € uma regido que contempla a
area 25 e outras, como a 32, homoéloga ao PL (MYERS-SCHULZ E KOENIGS, 2012). Isso
dificulta a translacdo direta dos dados entre roedores e humanos. Contudo, sabe-se que o
CPFvm, em especial a area 25 esta afetada no TEPT, apresentando hipoatividade (BREMMER
et al., 1999) e até mesmo redug@o no volume (RAUCH et al., 2003), o que esté correlacionado
com hiperatividade da amigdala e sugere que um fator importante no desenvolvimento do TEPT
seja um menor controle da amigdala pelo CPFvm (KOENINGS et al., 2007). Entretanto,
utilizando uma amostra Unica de pacientes com TEPT que apresentam lesdes no CPFvm, um
estudo demonstrou que estas lesdes diminuem sintomas de TEPT (KOENINGS et al., 2007).
Esses resultados conflitantes podem ser devido a especificidade do local da lesao, uma vez que
diferentes regides do CPFvm apresentam diferencas no que diz respeito ao controle da amigdala
e de outras regides. Assim, para o melhor compreendimento do envolvimento do IL/area 25 na
patofisiologia do TEPT, sdo necessarios estudos longitudinais com precisdo temporal e

espacial.
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo ¢ investigar qual o papel do cortex infralimbico de ratos na

consolida¢do de memorias aversivas contextuais.

1.5.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito de inativacdo temporaria do IL com muscimol antes do
condicionamento aversivo contextual;

- Avaliar o efeito de inativagao temporaria do IL com muscimol durante a consolidagao
sobre a intensidade e generalizagdo contextual de memorias aversivas;

- Avaliar o efeito da inativa¢do temporaria do IL ap6s o condicionamento sobre
comportamentos de tipo-ansiedade;

- Avaliar se os possiveis efeitos observados dependem de aprendizado associativo;

- Avaliar o efeito de inativagdo temporaria do IL com muscimol durante a consolidagao
sobre a susceptibilidade a exting¢ao;

- Avaliar o efeito do bloqueio da sintese proteica no IL com anisomicina durante a
consolidacdo sobre a intensidade e generalizagdo contextual de memorias aversivas;

- Auvaliar o efeito do bloqueio da sintese proteica no IL com anisomicina durante a

consolidagdo sobre a susceptibilidade a extingao.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1ANIMAIS

Foram incluidos no estudo 213 ratos Wistar machos, com idade de 90 a 130 dias e
pesando 250-400 gramas durante os experimentos. As caixas-moradia onde os animais
permaneceram contém serragem comum e abriga 3-5 animais cada, tendo as seguintes
dimensdes: (36 x 30 x 15). Os ratos receberam agua e ragao ad libitum durante todo o periodo
em que estiveram no biotério, foram mantidos num ciclo claro/escuro de 12 h comecando as
7:00 h, a temperatura ambiente foi mantida em 21 £ 2 °C. Este estudo faz parte do projeto de

numero 9263110516, aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC.

2.2 DROGAS

Muscimol (MUS; 0,46 pg/ul; Sigma-Aldrich, EUA), um agonista GABAa, foi
dissolvido em PBS 0,1M. O MUS ¢ uma droga muito utilizada como ferramenta na pesquisa
basica em neurobiologia pois possui a capacidade de reduzir de maneira rapida e eficaz a
atividade neuronal da regido encefalica onde ¢ injetado. A literatura que relata que o MUS ¢
capaz de reduzir a atividade neuronal em mais de 80% a partir de 2 minutos ap6s a infusao,
atinge seu pico de efeito aos 25 minutos, e mantém as células inativadas por pelo menos 2 horas
(EDELINE et al., 2002). A dose utilizada neste trabalho foi baseada em estudos prévios
publicados pelo nosso laboratério (STERN et al., 2014; TROYNER et al., 2018).

Anisomicina (ANI; 100 pg/pl; Sigma-Aldrich, EUA), um inibidor de sintese proteica,
foi inicialmente dissolvido em HCI 1M, teve seu pH ajustado para 7,2 com auxilio de NaOH, e
foi entdo levado a concentragao final de 100 pg/ul em PBS 0,1M. Inibidores de sintese proteica
sdo uma ferramenta classica para o estudo da consolidagdo de memorias, e a ANI ¢ uma das
drogas mais utilizadas nesse sentido. Sabe-se que depois de poucos minutos apos a infusdo
intracerebral de ANI a sintese proteica ¢ fortemente reduzida localmente, e esse efeito perdura
até pelo menos 3 horas (WANISCH E WOTIJAK, 2007). A dose utilizada neste estudo foi
baseada em estudos que utilizaram infusdao de ANI no IL (SANTINI ez al., 2004; AWAD et al.,
2015) e em experimentos piloto realizados no laboratorio.

Como ambas as drogas foram dissolvidas em PBS, este foi usado como veiculo em

todos os experimentos.
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2.3 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Para a cirurgia estereotaxica, os ratos foram anestesiados com uma solugao contendo
xilazina (10mg/ml/kg) e ketamina (100mg/ml/kg). Uma vez anestesiados, os animais tiveram
os pélos da regido dorsal da cabega cortados e foram posicionados no centro do aparelho
estereotaxico (Stoelting, EUA), fixados em barras auriculares. A assepsia do campo cirargico
foi realizada com solucdo de alcool iodado 2%, e uma solu¢ao contendo lidocaina 3% e
adrenalina 1:50000 (Dentsply Pharmaceutical, Brasil) foi injetada por via subcutanea no local
antes da realizacdo da incisdao. Duas canulas-guia de aco foram implantadas, visando o IL, nas
seguintes coordenadas a partir do Bregma: AP + 3,2 mm ; ML £ 0,5 mm ; DV - 2,1 mm, obtidas
a partir de consulta ao atlas do cérebro de ratos de Paxinos e Watson (2007) e experimentos
piloto do laboratério. As canulas possuiam 11 mm de comprimento ¢ foram confeccionadas a
partir de agulhas hipodérmicas (22G; 25,0 x 7,0 mm). Ambas sdo fixadas no cranio com o
auxilio de parafusos de aco e acrilico autopolimerizante e foram obstruidas com um mandril
removivel para evitar entupimento. Apds a cirurgia os animais receberam o anti-inflamatério e
analgésico Banamine® (2,5 mg/ml/kg), permaneceram numa cama aquecida por pelo menos
30 minutos ap0s a cirurgia e entdo passaram por um periodo de recuperagdo de pelo menos 10

dias antes da utilizacdo das canulas para infusoes.

2.4 MICROINJECAO CENTRAL

A microinjecao de drogas ou veiculo no cértex IL foi realizada através de agulhas de
14 mm de comprimento, confeccionadas a partir de agulhas gengivais (30G, 31 mm) conectadas
a um tubo de polietileno acoplado a uma microsseringa (Hamilton, EUA) preenchida com agua
destilada. Uma bolha de ar foi mantida entre a d4gua e a solu¢do a ser injetada, permitindo a
visualiza¢ao do deslocamento da solucdo a ser injetada durante as infusdes.

No momento da microinje¢ao os animais foram imobilizados, o0 mandril foi removido
e a canula foi desobstruida com uma lima odontolégica de no maximo 11 mm (Dentsply Ltda.,
Brasil). A agulha foi introduzida na canula e a infusao foi realizada com o auxilio de uma bomba
de infusdo (Insight, Brasil), programada para injetar o volume de 0,2 pL. durante 60 segundos.
Ap0s a injecdo, a agulha foi mantida em posi¢@o por mais 60 segundos para assegurar a infusao

total da droga e reduzir o fluxo retrégrado.
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2.5 CONDICIONAMENTO AVERSIVO CONTEXTUAL

2.5.1 Contextos utilizados

O condicionamento aversivo contextual (CAC) foi realizado em uma caixa retangular
(35 x 20 x 30 cm), com paredes laterais de aluminio e parede frontal e tampa de acrilico, o que
permite a visualiza¢do dos animais durante os testes. O piso gradeado, feito com barras de ago
inoxidavel (3 mm de didmetro, com 9 mm de espacamento) ¢ conectado a um gerador digital
de choques elétricos (Insight, Brasil). Esta caixa foi denominada de contexto pareado ou
contexto A. Uma segunda caixa quadrada (30 x 30 x 30 cm) feita inteiramente de vidro
transparente € com uma tampa gradeada foi utilizada como contexto ndo pareado ou contexto
B. Esse contexto apresenta pistas sensoriais diferentes daquelas apresentadas no contexto A e

foi usado para medir o grau de generalizagdo.

2.5.2 Procedimentos comportamentais

Os experimentos comportamentais foram realizados sob condi¢gdes de luminosidade
controlada (70 lux) e ocorreram entre 10:00 e 17:00 h. Cada animal passou por uma sessao de
familiarizagdo, na qual foi permitido explorar o contexto A livremente por 3 minutos. No dia
seguinte, ocorreu a sessao de CAC, durante a qual os animais receberam, apos 30s de livre
exploracdo, 3 choques elétricos nas patas (1,0 mA por 3 s), com intervalo de 30 segundos entre
cada choque, e entdo permaneceram na caixa por mais 30 s ap6s o ultimo choque, totalizando
uma sessao de 2 minutos. No experimento em que 0s animais receberam um treino de menor
intensidade, apenas 1 choque (de mesma intensidade) foi aplicado ap6s os 30 segundos iniciais
de exploragdo, sendo os animais retirados do contexto 30 segundos depois deste unico choque,
totalizando uma sessdo de 1 minuto. Este condicionamento de menor intensidade sera chamado
neste trabalho de treino fraco, por gerar respostas defensivas menos intensas. Ambos os
protocolos foram padronizados em estudos prévios do laboratorio (STERN et al., 2014;
TROYNER, 2017).

O unico experimento que envolveu protocolos alternativos ao descrito acima foi o
Experimento 6, onde ao invés de passarem pelo CAC, quatro grupos foram submetidos a dois
protocolos diferentes. Um deles foi o chamado choque imediato (CI), onde os animais, sem ter
passado por uma sessdo de familiarizacdo prévia, tinham uma sessdo de pseudo-
condicionamento, onde em apenas 20 segundos os animais recebiam 3 choques (1,0 mA por

3s) espacados em 5 segundos cada. Sabe-se que esse tipo de abordagem nio gera memorias
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aversivas contextuais, pois se acredita que os roedores precisam de um tempo inicial de
reconhecimento contextual para poder criar associagdes com o contexto em questao (Wiltgen
et al., 2001). O outro protocolo foi denominado exposi¢ao ao contexto isolado (CTX), no qual
os animais, depois de terem passado por uma sessdo de familiarizagdo como no CAC, foram
expostos novamente ao contexto A por 2 minutos, sem a apresenta¢do de choques. Esse grupo
foi adicionado para avaliar se a inativacao do IL per se poderia gerar algum tipo de aversividade
e funcionar como um EI. Esse experimento foi realizado como uma forma de descartar a
possibilidade de os efeitos observados com inativagdo do IL serem devido a fatores
inespecificos, e para assegurar que os efeitos sdo sobre a consolidagdo da memoria.

Em todos os experimentos que visaram interferir na consolidacdo da memoria recém-
adquirida, os tratamentos foram feitos imediatamente apds o condicionamento. Ja no
experimento que visou interferir com a aquisicdo da memoria, a manipulacao farmacologica foi
realizada 20 minutos antes da sessdo de condicionamento, para que o MUS atingisse seu pico
de efeito durante o treino (EDELINE et al., 2002).

Um dia apds o CAC, os animais foram reexpostos ao contexto pareado (contexto A)
durante 3 minutos, sem a apresentacao de choques, para a evocagao e avaliagdo comportamental
da memoria aversiva contextal (Teste A). Um dia depois, os animais foram expostos ao contexto
nao pareado (contexto B) durante 3 minutos, a fim de avaliar os niveis de congelamento perante
um novo contexto, como um correlato da generalizagdo da memoria. Para as sessdes de
extingdo, os animais foram reexpostos ao contexto A por um periodo de 15 minutos, que
posteriormente foi analisado em 5 blocos de 3 minutos cada. O protoco geral esta ilustrado na

Figura 5.
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Figura 5. Protocolo basico de condicionamento aversivo ao contexto (CAC) utilizado neste trabalho. A) 24h
antes das sessdes de condicionamento, os animais foram familiarizados ao contexto que foi posteriormente
pareado, sendo permitida sua exploragdo por 3 minutos. B) A sessdo de CAC foi realizada com 1 (treino moderado)
ou 3 choques (treino forte). C) A reexposi¢do ao contexto pareado visou observar a retengdo da memoria, como
uma medida de sua robustez, e a D) a exposi¢ao ao contexto nao pareado 24h depois visou a observacao do nivel
de congelamento perante um contexto ndo pareado, permitindo a verificacdo do grau de generalizacdo da memoria.
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Modificagdes nesse protocolo foram realizadas quando necessario para atingir o objetivo do experimento em
questdo e sdo apontadas no decorrer da descrigdo de resultados. Retirado de Troyner, 2017.

O tempo relativo de comportamento de congelamento (freezing) ¢ comumente
utilizado como uma medida das respostas defensivas em roedores, ¢ um comportamento inato
e pode ser definido como a auséncia total de movimentos, exceto aqueles necessarios para a
respiracdo e vocalizacdo do animal. Assim, o tempo de congelamento dos animais foi
quantificado, em segundos, a cada minuto das sessdes de evocagao e testes, sendo expresso em
porcentagem do tempo total de cada sessdo ou bloco (em experimentos que envolvem extingao).

Todos os experimentos comportamentais foram gravados por uma camera de video
acoplada a um aparelho de DVD, permitindo a posterior avaliagdo dos comportamentos de
maneira cega. A limpeza das caixas, apos o uso com cada animal, foi realizada com solugado de
etanol a 10% (v/v). Um limite minimo de 35% de congelamento no Teste A ou primeiro bloco
da sessdo de extingdo foi estabelecido como uma forma de garantir que os sujeitos
experimentais apresentavam memorias aversivas de fato. Isso foi feito em todos os
experimentos exceto aquele que envolve um treino fraco, onde os animais naturalmente

apresentam menores niveis de congelamento.

2.6 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Para garantir que os efeitos cognitivos observados ndo foram decorrentes de algum
tipo de aumento generalizado no comportamento de tipo-ansiedade dos animais, foi realizado
um experimento envolvendo o teste do labirinto em cruz elevado (LCE). Imediatamente apos o
condicionamento, os animais receberam infusdes de MUS ou veiculo e 45 minutos depois
tiveram o comportamento de tipo-ansiedade avaliado no LCE. O labirinto (Insight, Brasil), fica
elevado a 55 cm do chdo, cada brago mede 50 cm de comprimento e 10 de largura. Os bragos
fechados possuem paredes de 40 cm, enquanto os bragos abertos possuem uma borda de 0,7
cm. A area central do aparato possui 10 x 10 cm. O aparato ¢ todo feito de madeira coberta por
laminas de férmica, exceto as bordas dos bracos abertos, que sao feitas de acrilico transparente.

Para o teste, os animais foram colocados no centro do aparato, e todo o teste, que durou
5 minutos, foi filmado. Um observador treinado e cego aos tratamentos avaliou as seguintes
medidas comportamentais: nimero de entradas com as quatro patas nos bragos abertos e
fechados (EA e EF), e o tempo de permanéncia nos bracos abertos (TA), e quantidade de

avaliagoes de risco (AR; definida pela postura na qual o animal se projeta para frente e depois
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retorna para sua posi¢ao original, executada a partir da regido central ou bracos fechados em
direcao aos bragos abertos).

Os dados obtidos foram entdo utilizados para calcular o percentual de entradas nos
bragos abertos {% EA; [EA/(EA+EF)] x 100} e o tempo de permanéncia neles {%TA;
[(TA/300) x 100]}. Sabe-se que o nivel de comportamento de tipo-ansiedade dos ratos pode ser
avaliado a partir do grau de evitagdao do bracgo aberto (%TA e %EA) e quantidade de ARs, e o
numero de EFs pode ser considerado um indice de atividade exploratéria (Carobrez e Bertoglio,

2005).

2.7 HISTOLOGIA

Ao término dos experimentos, os animais receberam uma solugdo anestésica de
quetamina (100 mg/ml/kg) e xilazina (10 mg/ml/kg) por via intraperitoneal. Apos atingirem o
plano anestésico adequado, os animais receberam uma solucdo contendo cloral hidratado (30%
p/v; 2 ml/animal; Vetec, Brasil) através de injecdo intraperitoneal. Quando constatada a morte,
foi realizada a microinjecdo central de corante azul de Evans (0,2 pl), utilizando os mesmos
parametros da infusdo das drogas descrito acima, para verificar o sitio de infusdo. Os animais
tiveram seus encéfalos removidos e conservados individualmente em solu¢ao de formalina 10%
por 48 h, sendo posteriormente transferidos para uma solucdo de sacarose 30% por, no minimo,
48 h antes da realizag@o dos cortes histologicos. Para a verificagdo do sitio de inje¢ao da droga,
cortes coronais de 10 um de espessura foram obtidos utilizando um criostato (Leica CM 1850,
Alemanha) a uma temperatura aproximada de -25 °C. Os cortes foram fixados em laminas de
vidro para microscopia, gelatinizadas. Os cortes foram comparados a diagramas do cérebro de
ratos (Paxinos e Watson, 2007) e apenas os animais com histologia confirmada para o IL foram

incluidos na analise estatistica dos dados (Figura 6).
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Figura 6. Corte histolégico demonstrando o sitio de infusido. A imagem foi obtida a partir de um corte coronal
do cérebro de um dos ratos utilizados no estudo. AP aproximado = + 3,2. As setas indicam o sitio de infusdo,
evidenciado pela presenga do corante azul de evans.

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Apos ter
sido assegurada a distribui¢do normal dos dados e a homogeneidade de variancia, os tempos de
congelamento dos animais nos Testes A e B foram submetidos a andlises de variancia
(ANOVA, do inglés analysis of variance) mista, onde os fatores independentes foram o
tratamento e a sessdo e os fatores dependentes foram os niveis médios de congelamento nos
Testes A e B. A mesma abordagem foi utilizada para comparar o tempo de congelamento no
primeiro bloco da extingdo com aquele expresso durante o Teste A. Para os dados da sessdo de
exting¢do, foi utilizada a ANOVA mista, onde os fatores independentes eram tratamento e bloco
de extingdo, e os fatores dependentes foram os niveis médios de congelamento ao longo da
sessdo de extingdo. O teste post-hoc de Newman-Keuls foi utilizado para fazer comparagdes
multiplas nas situagdes descritas acima.

As comparagdes de (i) indice de descriminacdo (diferenca entre o percentual de
congelamento nos Testes A e B dividida pela soma dos percentuais), (i1) dos dados de labirinto
em cruz elevado, e (iii) do delta de tempo de congelamento (diferenca entre o percentual de
congelamento durante o primeiro bloco da extingdo e aquele apresentado no Teste A), foram
realizadas utilizado o teste ¢ de Student. O limiar de significancia estatistica utilizado foi de um
valor de p menor do que 0,05. Para essas andlises estatisticas, o software Statistica 13.5
(StatSoft, EUA) foi utilizado, e para a confecg¢ao dos graficos, utilizou-se o software GraphPad

Prism 8.02 (GraphPad Prism, EUA).
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O tamanho de efeito foi calculado utilizando o indice g de Hedges para refletir a
diferenca média entre grupos (n <20 por grupo) que podiam apresentar n amostral diferente.
Valores de g maiores ou iguais do que 0,8 foram considerados com um tamanho de efeito grande
(ELLIS, 2010). O tamanho de amostra foi determinado pelo célculo de poder estatistico foi de
8 animais por grupo (a =0,05; B =0,20 e tamanho padronizado de efeito ou d de Cohen = 1,0).
O planejamento experimental considerou que todos os grupos teriam o mesmo n amostral, mas
devido a perdas experimentais (infusdo fora do IL, ou animais que ndo apresentaram niveis

minimos de congelamento), em alguns casos o N dos grupos foi levemente desigual.
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3 RESULTADOS

3.1 EXPERIMENTO 1: EFEITO DA INATIVACAO DO CORTEX INFRALIMBICO
DURANTE A AQUISICAO DE MEMORIAS AVERSIVAS CONTEXTUAIS

Neste experimento, 17 animais foram alocados aleatoriamente em dois grupos, de
acordo com o tratamento (veiculo, N = 9; muscimol, N = 8), que foi realizado 20 minutos antes
da sessao de CAC (Figura 6). Nos dias subsequentes, os animais foram expostos ao contexto
pareado (Teste A), e a um contexto novo e neutro (Teste B). Além das comparagdes entre os
niveis de congelamento durante os Testes A e B, o indice de discriminacdo de cada grupo foi
comparado para aprofundar a andlise sobre os efeitos do tratamento nos niveis de generalizacao
contextual.

A ANOVA mista n3o revelou efeitos significativos do tratamento (Fi,15=2,6;
p=0,13), ou da interagdo (Fi,15=3,4; p=0,08), apenas da sessdo de teste (Fi,15=225,4;
p<0,001). Isso ilustra que independente do tratamento, os animais apresentam maior
congelamento no Teste A. Um teste post-hoc de Newman-Keuls confirmou que ndo ha
diferencas significativas entre os grupos nos Testes A (p = 0,71) e B (p = 0,08). A tnica
diferenca significativa observada foi na comparagdo entre os indices de discriminacdao dos
grupos. Como visto na Figura 7, o teste t de Student revelou que houve efeito do tratamento
sobre o indice de discriminagdo (#1,15=2,67; p=0,02), e que o grupo tratado apresentou um

indice de discriminagdo significativamente menor que o grupo controle (p = 0,02; g = 1,3).
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Figura 7. Experimento 1: Efeito da inativacdo do IL com MUS 20 minutos antes do CAC sobre a expressio
de congelamento nos Testes A e B. A) Desenho experimental. B) Nao houve diferencas significativas entre os
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grupos nos Testes A e B. C) Quando o indice de discriminag@o entre os grupos foi comparado, o valor médio do
grupo tratado foi significativamente inferior (p = 0,02). Os valores no grafico expressam os valores individuais e
a média + EPM (N por grupo = 8-9). O asterisco (*) denota uma diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo ao
grupo controle (Teste ¢ de Student). A seta azul-clara indica o momento do tratamento. Siglas: Fam. =
Familiarizagdo; CAC = Condicionamento Aversivo Contextual; EI = Estimulo incondicionado; VEI = Veiculo;
MUS = Muscimol.

3.2 EXPERIMENTO 2: EFEITO DA INATIVACAO DO CORTEX INFRALIMBICO APOS

A AQUISICAO DE MEMORIAS AVERSIVAS CONTEXTUAIS

3.2.1 Experimento 2.1: Efeito da Inativacio do IL imediatamente apds o CAC

Para este experimento, 30 animais foram alocados aleatoriamente em dois grupos, de
acordo com o tratamento (veiculo, N = 15; muscimol, N = 15), que foi realizado imediatamente
apds o CAC. Nos dias seguintes, os animais passaram pelos Testes A ¢ B de forma
contrabalanceada, de maneira que metade dos animais em cada grupo passou pelo Teste B antes
do Teste A. Como ndo houve diferencas qualitativas entre as duas sequéncias de testes, os dados
foram agrupados para a analise estatistica. Além das comparacdes entre valores de tempo médio
de congelamento, o indice de discriminacao dos grupos foi comparado para avaliar o efeito dos
tratamentos sobre a generalizagdo da memoria.

A ANOVA mista demonstrou efeitos significativos do tratamento (Fi28=4,2;

p=0,04), sessdao de teste (Fipos=166,1;p<0,001), e interacdo entre esses fatores
(Fi28=4,5; p=0,04) sobre o tempo de congelamento. Como mostrado na Figura 8, o teste post-

hoc de Newman-Keuls mostrou que os grupos se comportaram de maneira similar no Teste A
(p=0,61;2=0,25), mas no Teste B os tratamentos geraram aumento na média de congelamento
(p=0,02; 2=0,94). Além disso, houve efeito significativo do tratamento sobre o indice de
discriminacao (¢128 = 8,1; p =0,008), onde o valor do grupo tratado foi significativamente maior

que aquele do grupo controle (p = 0,008; g = 1,04).
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Figura 8. Experimento 2.1: Efeito da inativacio do IL com MUS imediatamente apés o CAC sobre a
expressao de congelamento nos Testes A e B. A) Desenho experimental. B) Nao houve diferencas significativas
entre os grupos no Teste A. No entanto, o grupo tratado apresentou niveis médios de congelamento
significativamente superiores no Teste B (p = 0,02). C) Os animais tratados também aprensentaram um nivel
médio de discriminagao inferior aquele dos que receberam veiculo (p = 0,008). Os valores no grafico expressam
os valores individuais ¢ a média = EPM (N por grupo = 15). O asterisco (*) denota uma diferencga significativa (p
< 0,05) em relacdo ao grupo controle (ANOVA mista ou teste ¢ de Student). A seta azul-clara indica 0 momento
do tratamento. Siglas: Fam. = Familiarizacdo; CAC = Condicionamento Aversivo Contextual; EI = Estimulo
incondicionado; VEI = Veiculo; MUS = Muscimol.

3.2.2 Experimento 2.2: Efeito da Inativaciao do IL 6 horas apos o CAC

Para verificar se o efeito observado anteriormente ¢ tempo-dependente, 18 animais
foram alocados aleatoriamente em 2 grupos de acordo com o tratamento (veiculo, N = 9;
muscimol, N = 9), realizado 6 horas apos o CAC. Os animais passaram pelos Testes A e B nos
dias seguintes e os valores obtidos nesses testes foram usados para calcular o indice de
discriminacgao.

A ANOVA mista demonstrou que houve efeito significativo da sessdo de teste

(F116=211,47; p<0,001), mas sem efeitos do tratamento (F1,16=0,10; p =0,75) e da interagdo

entre esses fatores (Fi,16=0,05; p=0,81) sobre os niveis médios de congelamento. Como
demonstrado na Figura 9, ndo houve diferencas significativas durante os Testes A e B e na

comparagao entre os indices de discriminagao.
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Figura 9. Experimento 2.2: Efeito da inativacido do IL com MUS 6 horas apos o CAC sobre a expressao de
congelamento nos Testes A e B. A) Desenho experimental. B) Nao houve diferencas significativas entre os grupos
nos Testes A e B. C) Nao houve diferencas significativas entre os indices médios de discriminacao entre os grupos.
Os valores no grafico expressam os valores individuais e a média + EPM (N por grupo = 9). A seta azul-clara
indica o momento do tratamento. Siglas: Fam. = Familiarizacdo; CAC = Condicionamento Aversivo Contextual;
EI = Estimulo incondicionado; VEI = Veiculo; MUS = Muscimol.

3.3 EXPERIMENTO 3: EFEITO DA INATIVACAO DO CORTEX INFRALIMBICO APOS
A AQUISICAO DE MEMORIAS AVERSIVAS CONTEXTUAIS SOBRE
COMPORTAMENTOS DE TIPO-ANSIEDADE

E possivel que os efeitos observados nos experimentos anteriores sejam devido a
aumentos geral nos comportamentos de tipo-ansiedade dos animais apds as infusdes de
muscimol. Para avaliar essa possibilidade, 11 animais foram divididos em dois grupos de
acordo com o tratamento (veiculo, N = 6; muscimol, N = 5) realizado imediatamente apos o
CAC. Ambos os grupos foram submetidos ao teste do LCE 45 minutos apo6s o término das
infusdes.

Os testes ¢ de Student realizados demonstraram que ndo houve efeitos significativos
do tratamento sobre o tempo de permanéncia e a quantidade média de entradas nos bragos
abertos (%TA: t0=0,70, p=0,50; %EA: t0=0,58, p=0,57), comportamento de avaliacdo de
risco (ARs: t0=1,2; p=0,25), ou atividade exploratoria geral (EF: t0=0,31, p=0,76) no LCE.
Como ilustrado na Figura 10, animais tratados ndo apresentaram diferengas significativas em
nenhuma dessas medidas comportamentais quando comparados com o grupo controle. Isso
indica que os efeitos observados anteriormente ndo sdo devido a alteragdes gerais nos niveis de

comportamentos de tipo-ansiedade durante a consolidagao.
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Figura 10. Experimento 3: Efeito da inativacio do IL com MUS imediatamente apés o CAC sobre a
expressio de comportamentos de tipo-ansiedade. A) Desenho experimental. B) Nao houve diferengas
significativas entre os grupos no tempo de permanéncia nos bragos abertos (%TA), taxa de entrada nos bragos
abertos (%EA), comportamento de avaliagdo de risco (ARs), e na quantidade de entradas nos bragos fechados
(EFs). Os valores no grafico expressam os valores individuais e a média = EPM (N por grupo = 5-6). A seta azul-
clara indica o momento do tratamento. Siglas: Fam. = Familiarizagdo; CAC = Condicionamento Aversivo
Contextual; EI = Estimulo Incodicionado; LCE = Labirinto em Cruz Elevado; TA = Tempo nos Bragos Abertos;
EA = Entrada nos Bragos Abertos; ARs = Avaliagdes de Risco; EFs = Entradas nos Bragos Fechados; VEI =
Veiculo; MUS = Muscimol.

3.4 EXPERIMENTO 4: EFEITO DA INATIVACAO DO CORTEX INFRALIMBICO APOS
A AQUISICAO DE MEMORIAS AVERSIVAS CONTEXTUAIS DE MENOR
INTENSIDADE

Existe a possibilidade de que a auséncia de efeito nos Testes A ilustrada nos
experimentos anteriores seja devido a um efeito “teto”, onde os grupos controle ja apresentavam
elevados niveis de congelamento no Teste A. Para avaliar essa possibilidade, 20 animais foram
alocados aleatoriamente em dois grupos de acordo com o tratamento (veiculo, N = 10;
muscimol, N = 10) realizado imediatamente ap0s o treino fraco (CAC com apenas um choque).
Os Testes A e B foram realizados nos dias seguintes, € os dados obtidos nestes testes foram
utilizados para calcular o indice de discriminagdo em ambos 0s grupos.

A ANOVA mista revelou efeitos significativos do tratamento (Fi,13=6,5; p =0,02),
sessdo de teste (Fi1,18=106,6; p<0,001), mas ndo da interagdo entre estes fatores
(Fi,i8=1,5; p=0,23) sobre o tempo de congelamento. Ainda assim, foi realizado um teste post-
hoc de Newman-Keuls “desprotegido” (quando ndo ha efeito da interacdo), que demonstrou
que os grupos ndo apresentaram diferencas significativas no Teste A (p =0,21; g = 0,54), mas,
como demonstrado na Figura 11 B no Teste B o grupo tratado apresentou niveis de

congelamento significativamente maiores (p = 0,03; g = 2,16). Além disso, houve efeito
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significativo do tratamento sobre o indice de discriminacdo (¢1,18=16,3; p=0,001), onde o
grupo tratado apresentou valores significativamente menores do que aqueles do grupo controle,

demonstrado na Figura 11 C (p = 0,001; g = 1,8).
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Figura 11. Experimento 4: Efeito da inativacdo do IL com MUS imediatamente apés o CAC de menor
intensidade sobre a expressiao de congelamento nos Testes A e B. A) Desenho experimental. B) Nado houve
diferencas significativas entre os grupos no Teste A. No entanto, o grupo tratado apresentou niveis médios de
congelamento significativamente superiores no Teste B (p = 0,03). C) Os animais tratados também apresentaram
um nivel médio de discriminacdo inferior aquele dos que receberam veiculo (p = 0,001). Os valores no grafico
expressam os valores individuais ¢ a média £ EPM (N por grupo = 10). O asterisco (*) denota uma diferenga
significativa (p < 0,05) em rela¢do ao grupo controle (ANOVA mista ou teste ¢ de Student). A seta azul-clara
indica o momento do tratamento. Siglas: Fam. = Familiarizacdo; CAC = Condicionamento Aversivo Contextual;
EI = Estimulo incondicionado; VEI = Veiculo; MUS = Muscimol.

3.5 EXPERIMENTO 5: EFEITO DA INATIVACAO DO CORTEX INFRALIMBICO APOS
A AQUISICAO DE MEMORIAS AVERSIVAS CONTEXTUAIS SOBRE A SUA
EXPRESSAO UMA SEMANA APOS O CONDICIONAMENTO

Para verificar se a inativagao do IL com muscimol gera efeitos persistentes, 23 animais
foram aleatoriamente alocados em 2 grupos de acordo com o tratamento (veiculo, N = 12;
muscimol, N = 13), realizado imediatamente apds o CAC. Os animais passaram pelos Testes A
e B 7 e 8 dias ap6s o CAC, respectivamente.

A ANOVA mista revelou efeitos significativos do tratamento (Fi 21 =10,9; p =0,003),
sessdo de teste (Fi121=450,2;p<0,001), mas n3o da interacdo entre os fatores
(F121=2,1; p=0,17) sobre o tempo médio de congelamento. Como mostrado na Figura 12, o
teste post-hoc de Newman-Keuls (desprotegido) demonstrou que ndo houve diferenga nos

niveis de congelamento no Teste A (p=0,12; 2g=0,63), mas que os animais tratados
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apresentaram niveis maiores de congelamento no Teste B (p =0,006; g=2,21). Além disso,
houve efeito significativo do tratamento sobre o indice de discriminagdo
(t121=28,8; p<0,001), no qual o grupo tratado apresentou niveis inferiores aos do grupo

controle (p =0,0001; g=2,23).

. g .
A A A3El L > A “p B
Fam. CAC Teste A Teste B
B _ o 10. o
> 101 e e ng, R , DO
>~ 801 & pF £ 084 e, o [ MUS
-lg L go E %00 °
60 o ° = 0.6- o 0
£ 805 % 2 o
© _ o © 4 °8o
8 40 o o O 3
> 2 G
c 20 o 0.2
o o8 2 Rs)
© D 2 00
Teste A Teste B

Figura 12. Experimento 5: Efeito da inativacio do IL com MUS imediatamente apés o CAC sobre a
expressiao de congelamento nos Testes A e B uma semana depois. A) Desenho experimental. B) Nao houve
diferencas significativas entre os grupos no Teste A. No entanto, o grupo tratado apresentou niveis médios de
congelamento significativamente superiores no Teste B (p = 0,006). C) Os animais tratados também aprensentaram
um nivel médio de discriminagao iferior aquele dos que receberam veiculo (p = 0,0001). Os valores no grafico
expressam os valores individuais e a média £ EPM (N por grupo = 10). O asterisco (*) denota uma diferenca
significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle (ANOVA mista ou teste ¢ de Student). A seta azul-clara
indica 0 momento do tratamento. Siglas: Fam. = Familiariza¢do; CAC = Condicionamento Aversivo Contextual;
EI = Estimulo incondicionado; VEI = Veiculo; MUS = Muscimol.

3.6 EXPERIMENTO 6: EFEITO DA INATIVACAO DO CORTEX INFRALIMBICO APOS
OS PROTOCOLOS DE CHOQUE IMEDIATO E EXPOSICAO AO CONTEXTO
ISOLADO SOBRE OS NiVEIS DE CONGELAMENTO NOS TESTES A E B

Para determinar se os efeitos observados nos experimentos anteriores eram
dependentes de aprendizado associativo (i.e., se os efeitos do muscimol ndo sdo associados a
uma sensibilizacdo ao contexto B ou a efeitos da droga per se), 41 animais foram alocados
aleatoriamente em 6 grupos. Os grupos foram divididos de acordo com o procedimento
realizado no dia 2 (CAC, Choque Imediato = CI ou Exposi¢do ao Contexto Isolado = CTX), e
com o tratamento realizado imediatamente apo6s (veiculo ou muscimol). Os grupos

experimentais e seu tamanho amostral foram os seguintes: CAC-VEI (N =7); CAC-MUS (N =
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7); CI-VEI (N = 7); CI-MUS (N = 6); CTX-VEI (N = 7); CTX-MUS (N = 7). Nos dias 3 ¢ 4,
os animais passaram pelos Testes A e B.

A ANOVA mista mostrou um efeito significativo da interacdo entre procedimento
realizado no dia 2, tratamento e sessdo de teste (F235=4.,8;p=0,01) sobre o tempo de
congelamento. Como demonstrado pela Figura 13, os grupos CAC-VEI e CAC-MUS se
comportaram de maneira similar no Teste A (p=0,67; g=0,16), mas apresentaram niveis
maiores de congelamento do que todos os outros grupos (p <0,0001; g>4,38), que entre si nao
apresentaram diferencas significativas (p >0,89; g<0,03). Durante o Teste B, o grupo CAC-
MUS apresentou niveis de congelamento superiores aqueles de todos os outros grupos
(» <0,009; g>2,07). Esses resultados indicam que os procedimentos empregados de fato nao
geraram memaorias aversivas contextuais e confirmam que os efeitos observados anteriormente

sao dependentes de aprendizado associativo.
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Figura 13. Experimento 6: Efeito da inativacio do IL com MUS imediatamente ap6s o0 CAC, CI ou CTX
sobre a expressao de congelamento nos Testes A e B. A) Desenho experimental. B) Os grupos CAC-VEI e
CAC-MUS apresentaram niveis de congelamento maiores do que todos os outros grupos no Teste A (p < 0,0001).
No Testes B, o grupo tratado apresentou niveis médios de congelamento significativamente superiores em relagao
a todos os outros grupos (p < 0,009). Os valores no grafico expressam os valores individuais € a média + EPM (N
por grupo = 10). O asterisco (*) denota uma diferenga significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle
(ANOVA mista ou teste ¢ de Student). A seta azul-clara indica o momento do tratamento. Siglas: CAC =
Condicionamento Aversivo Contextual; CI = Choque Imediato; CTX = Exposi¢do ao Contexto Isolado; EI =
Estimulo incondicionado; VEI = Veiculo; MUS = Muscimol.
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3.7 EXPERIMENTO 7: EFEITO DA INATIVACAO DO CORTEX INFRALIMBICO
APOS A AQUISICAO DE MEMORIAS AVERSIVAS CONTEXTUAIS SOBRE SUA
EXTINCAO POSTERIOR

Para avaliar se a inativagcdo do IL apos o CAC interfere com um aprendizado de
extin¢do subsequente, 16 animais foram alocados aleatoriamente em dois grupos de acordo com
o tratamento (veiculo, N = §; muscimol, N = 8), realizado imediatamente apos o CAC. No dia
seguinte 0s animais passaram por uma sessao de extingdo de 15 minutos (reexposi¢ao ao
contexto A sem apresentagdo de choques). Os Testes A (realizado para avaliar a expressao da
memoria de extingdo) e B (realizado para avaliar como a extingdo interfere com a expressao
generalizada de congelamento no contexto B) foram realizados 6 e 7 dias depois da extin¢ao,
respectivamente.

Para a analise estatistica dos dados da sessao de extingao, esta foi dividida em 5 blocos
de 3 minutos cada. A ANOVA mista mostrou efeitos significativos do bloco da exting¢ao
(Fa56=52,7; p<0,001), interagao entre bloco e tratamento (F4s5¢=2,7; p=0,04), mas sem
efeito do tratamento (F1,14=1,0; p =0,32) sobre os niveis de congelamento durante a sessdo de
extingdo. Como demonstrado na Figura 14 B, enquanto o grupo controle apresentou redugdo
significativa nos niveis de congelamento desde o segundo bloco da sessdao (em relacdo ao
primeiro bloco; p <0,0001; g>4,71), o grupo tratado apresentou reducdes significativas a partir
do terceiro bloco (p<0,0001; g>2,81). Nao houve diferengas significativas entre os dois
grupos durante toda a sessdo (p >0,11; g<1,56).

Durante os Testes A e B, a ANOVA mista denotou um efeito significativo do
tratamento (Fi,14=15,7; p=0,004), da sessao de teste (Fi,14=45,5; p<0,001), mas sem efeito
da interagdo entre os fatores (Fi,14=15,7; p=0,004) sobre os niveis de congelamento. Como
demonstrado na Figura 14 C, um teste post-hoc de Newman-Keuls (desprotegido) revelou que
o grupo tratado apresentou maiores niveis de congelamento em relacdo ao controle nos Testes
A (p=0,005; g=1,54) e B (p=0,05; g=1,49).

Para estimar a eficiéncia da sessdo de exting¢do, o tempo de congelamento no primeiro
bloco da exting¢ao foi comparado com aquele do Teste A. A ANOVA mista revelou que houve
efeito significativo do tratamento (Fi,14=10,2; p=0,01), da sessdo (Fi,14=15,0; p=0,02), e da
interagdo entre os fatores (Fi,14=7,0; p=0,02) sobre os niveis de congelamento. Como
mostrado na Figura 14 D, o grupo controle apresentou niveis de congelamento

significativamente menores no Teste A quando comparado com o primeiro bloco da extingdo
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(»p=0,001; g=1,89), mas o mesmo ndo ocorreu no grupo tratado (p=0,67; g=0,60).
Consequentemente, como mostrado pela Figura 14 E, o delta do tempo de congelamento foi

inferior no grupo tratado quando comparado com o grupo controle (¢1,14=6,9; p=0,02).
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Figura 14. Experimento 7: Efeito da inativacio do IL com MUS imediatamente apés o CAC sobre a extin¢ao
realizada no dia seguinte. A) Desenho experimental. B) A redug@o no tempo de congelamento ao longo da sessdo
de extingao foi similar entre os grupos, apesar do grupo controle apresentar redugao significativa desde o segundo
bloco, enquanto o grupo tratado a apresentou a partir do terceiro. C) Animais tratados com muscimol nao
apresentaram uma reten¢do da memoria de extingéo tdo eficaz quanto o grupo controle, como observado no Teste
A (p = 0,005). A sessao de extingdo ndo foi capaz de impedir o aumento na expressdo de congelamento no grupo
tratado no Teste B quando comparado ao grupo controle (p = 0,05). D) Para estimar a eficiéncia da sessdo de
extingdo, também foi realizada uma comparagdo entre o nivel de congelamento do primeiro bloco de extingao e
aquele do Teste A. Houve uma redugao significativa nos animais do grupo controle (»p = 0,001), mas ndo no grupo
tratado (p = 0,67). Como consequéncia, o delta do tempo de congelamento entre o primeiro bloco da extingdo e o
Teste A foi menor no grupo tratado (p = 0,02; 12 E). Os valores no grafico expressam os valores individuais e a
média £ EPM (N por grupo = 8). A cerquilha (#) indica uma diferenca significativa (p < 0,05) em rela¢do ao
primeiro bloco de extingdo daquele mesmo grupo (ANOVA mista seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls).
O asterisco (*) denota uma diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle (ANOV A mista ou teste
t de Student). A seta azul-clara indica o momento do tratamento. Siglas: Fam. = Familiarizagdo; CAC =
Condicionamento Aversivo Contextual; EI = Estimulo incondicionado; VEI = Veiculo; MUS = Muscimol; Ext. =
Extingao.
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3.8 EXPERIMENTO 8: EFEITO DA INIBICAO DA SINTESE PROTEICA NO CORTEX
INFRALIMBICO APOS A AQUISICAO DE MEMORIAS AVERSIVAS CONTEXTUAIS

Para determinar se a influéncia do IL na consolidagdo também depende de sintese
proteica, 16 animais foram aleatoriamente alocados em dois grupos de acordo com o tratamento
(veiculo, N = 8; anisomicina, N = 8), realizado imediatamente apos o CAC. Nos dias seguintes,
os animais foram submetidos aos Testes A e B.

A ANOVA mista revelou efeitos significativos da sessdo de teste
(F1,14=177,3; p<0,001), mas sem efeito do tratamento (F1,14=1,1; p=0,31) ou interagao entre
os fatores (F1,14=1,8; p=0,20) sobre o tempo de congelamento. Como mostrado na Figura 15
B, o teste post-hoc de Newman-Keuls (desprotegido) demonstrou que ambos os grupos se

comportaram de maneira semelhante nos Testes A (p=0,93;¢=0,03) e B
(p=0,14; g=1,65). Houve efeito significativo do tratamento sobre o indice de discriminagdo

(t1,4=10,3; p=10,006). Como mostrado pela Figura 15 C, o grupo tratado apresentou valores

menores do que os do grupo controle (p = 0,006, g=1,60).
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Figura 15. Experimento 8: Efeito da inibicido da sintese proteica no IL com ANI imediatamente apés 0 CAC
sobre a expressio de congelamento nos Testes A e B. A) Desenho experimental. B) Nao houve diferengas
significativas entre os grupos no Testes A e B. C) Os animais tratados apresentaram um nivel médio de
discriminagdo inferior aquele dos que receberam veiculo (p = 0,006). Os valores no grafico expressam os valores
individuais e a média = EPM (N por grupo = 15). O asterisco (*) denota uma diferenca significativa (p < 0,05) em
relacdo ao grupo controle (teste ¢ de Student). A seta verde-clara indica o momento do tratamento. Siglas: Fam. =
Familiarizagdo; CAC = Condicionamento Aversivo Contextual; EI = Estimulo incondicionado; VEI = Veiculo;
MUS = Muscimol.
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3.9 EXPERIMENTO 9: EFEITO DA INIBICAO DA SINTESE PROTEICA NO CORTEX
INFRALIMBICO APOS A AQUISICAO DE MEMORIAS AVERSIVAS CONTEXTUAIS
SOBRE SUA EXTINCAO POSTERIOR

Para avaliar a contribuicdo da sintese proteica do IL durante a consolidagdo para a
formagdo de memorias aversivas contextuais sensiveis a extingdo, este experimento foi
realizado. Para isso, 20 animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos de acordo com
o tratamento (veiculo, N = 10; anisomicina, N = 10), realizado imediatamente apos o CAC. No
dia seguinte, os animais passaram por uma sessao de extingdo de 15 minutos (reexposicao ao
contexto A sem apresentagdo de choques). Os Testes A (realizado para avaliar a expressao da
memoria de extingdo) e B (realizado para avaliar como a extingdo interfere com a expressao
generalizada de congelamento no contexto B) foram realizados 6 e 7 dias depois da extingao,
respectivamente.

Para a analise estatistica dos dados da sessdo de extingdo, esta foi dividida em 5 blocos
de 3 minutos cada. A ANOVA mista revelou efeitos significativos do bloco da extingao
(F4,72=30,67; p<0,001), mas nao do tratamento (Fi,18=1,36; p=0,25) ou da interagao destes
fatores (F4,72=0,76; p=0,55) sobre os niveis de congelamento apresentados durante a sessao
de extincdo. Como demonstrado na Figura 16 B, ambos os grupos apresentaram niveis de
congelamento menores do que aqueles do primeiro bloco de extingdo a partir do segundo bloco
(»<0,0008; g>1,08). Nao houveram diferencas significativas entre os grupos em nenhum dos
blocos da sessdo de extingdo (p >0,47; g<0,32).

Durante os Testes A e B, a ANOV A mista demonstrou efeitos significativos da sessdao
de teste (Fi,18=120,2; p<0,001), tratamento (Fi,15=21,7; p=0,0002), e interacdo entre os
fatores (F1,18=7,4; p=0,01) sobre os niveis de congelamento. Como mostrado na Figura 16 C,
o grupo tratado com anisomicina apresentou niveis maiores de congelamento quando
comparado ao grupo controle durante o Teste A (p=0,0003; g=2,20), mas nao no Teste B
(»=0,09; 2=0,99).

Para estimar o grau de eficiéncia da sessdo de extingdo em reduzir os niveis de
congelamento perante o contexto condicionado, o tempo de congelamento no primeiro bloco
da extin¢do foi comparado com aquele do Teste A. A ANOVA mista revelou que houve efeito
significativo do tratamento (F1,138 = 6,6; p =0,02), sessdo (F1,18=38,9; p <0,001), e da interacao
entre os fatores (Fi,18=21,5; p <0,001) sobre os niveis de congelamento. Como demonstrado

na Figura 16 D, o grupo controle apresentou redugdo significativa no Teste A
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(»p=0,0001; g=3,37), mas o grupo tratado ndo apresentou redugdo (p=0,27; g=0,36).
Consequentemente, como ilustrado pela Figura 16 E, houve efeito significativo do tratamento

sobre o delta do tempo de congelamento (z1,18=21,5; p <0,001).
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Figura 16. Experimento 9: Efeito da inibicdo da sintese proteica no IL. com ANI imediatamente apés o CAC
sobre a extincio realizada no dia seguinte. A) Desenho experimental. B) A redugdo no tempo de congelamento
ao longo da sessdo de extingdo foi similar entre os grupos. C) Animais tratados com anisomicina ndo apresentaram
uma retencdo da memoria de extingdo tao eficaz quanto o grupo controle, como observado no Teste A (p = 0,0003).
Nao houve diferengas significativas no Teste B (p = 0,09). D) Para estimar a eficiéncia da sessdo de extingao,
também foi realizada uma comparacdo entre o nivel de congelamento do primeiro bloco de extingdo e aquele do
Teste A. Houve uma redugio significativa nos animais do grupo controle (p = 0,001), mas nao no grupo tratado (p
= 0,27). Como consequéncia, o delta do tempo de congelamento entre o primeiro bloco da extingdo e o Teste A
foi menor no grupo tratado (p = 0,0002; E). Os valores no grafico expressam os valores individuais ¢ a média
+ EPM (N por grupo = 8). A cerquilha (#) indica uma diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao primeiro

bloco de extin¢ao daquele mesmo grupo (ANOV A mista seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls). O asterisco
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(*) denota uma diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle (ANOVA mista ou teste ¢ de
Student). A seta azul-clara indica o momento do tratamento. Siglas: Fam. = Familiarizagdo; CAC =
Condicionamento Aversivo Contextual; EI = Estimulo incondicionado; VEI = Veiculo; MUS = Muscimol; Ext. =

Extingao.
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4 DISCUSSAO

O papel do IL no processamento de memorias de extingdo ¢ amplamente conhecido.
No entanto, como a atividade desta regido durante as etapas iniciais (i.e., aquisicao e
consolida¢do) da formagdo de memdrias aversivas influencia o processo nao ¢ algo bem
estabelecido. No presente estudo, demonstramos que a atividade e a sintese de novas proteinas
no IL durante a consolidagdo de memdrias aversivas contextuais sdo necessarias para a posterior

exting¢ao destas, e para o controle da generalizagdo contextual.

4.1 CONTROLE DO INFRALIMBICO SOBRE A GENERALIZACAO E INTENSIDADE
DA MEMORIA

A inativacao do IL com muscimol antes do CAC nao gerou efeitos significativos sobre
os niveis de congelamento nos Testes A e B, mas reduziu o indice de discriminagao, indicando
que a atividade desta regido durante a aquisicdo de memorias de medo contextual pode estar
relacionada ao controle da generalizacdo. Quando o mesmo procedimento foi realizado
imediatamente apos o0 CAC (mas ndo 6 horas apds), foi observado o aumento nos niveis de
congelamento no Teste B e a diminui¢do no indice de discrimina¢do no grupo muscimol, sem
efeitos no Teste A. Esses resultados se repetiram quando se utilizou um treino de menor
intensidade e também quando a memoria foi testada uma semana apds o condicionamento.
Esses dados sugerem que o processamento ou passagem de informacdo pelo IL, ou ainda, o
controle que o IL realiza sobre outras regides, durante a consolidagdao, influencia a
especificidade mnemonica.

Essa visdo vai ao encontro de resultados obtidos por Zelikowsky e colaboradores, que
lesionaram o IL antes do condicionamento e observaram aumento na generalizagdo contextual
(ZELIKOWSKY et al., 2013). De maneira similar, o estudo de Xu e Siidhof demonstrou que a
inativacao permanente do mPFC (englobando PL+IL) ¢ capaz de aumentar a generalizagao
contextual (XU E SUDHOF, 2013). Além disso, os resultados de Xu e Siidhof sugerem que
existe um circuito para controle de especificidade e generalizagdo onde PL e IL modulam a
representacao hipocampal dos tracos de memoria através do nucleo reuniens do talamo (XU E
SUDHOF, 2013). Existem ainda evidéncias de que a ativa¢do do IL no momento do teste de
generalizacdo pode suprimir os niveis de congelamento (SCARLATA et al., 2019). Com base

nesses dados, ¢ provavel que os resultados obtidos a partir da inativagdo do IL em nossos
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experimentos sejam devido a alteragdes funcionais do circuito encefdlico que governa a
consolidagdo, ou devido a um efeito direto do IL sobre a memoria, ou ainda devido a estes dois
fatores em conjunto.

Além disso, como salientado por Zelikowsky e colaboradores, o IL pode fazer parte
de um sistema importante para aprendizados dependentes de contexto, ao invés de ser
responsavel apenas pela inibi¢cao do medo na extingao (ZELIKOWSKY et al., 2013). Essa visao
onde o CPFm seria responsavel pelo processamento contextual faz sentido de acordo com o
papel do CPFm na evocagao de memorias aversivas contextuais remotas (QUINN et al., 2008),
e com o fato de que o CPFm e o hipocampo estdo em constante comunicag@o para garantir a
consolidacdo sistémica de memorias durante a transicdo entre curto e longo prazo
(FRANKLAND E BONTEMPI, 2005). A nogao de que o IL faz parte de um sistema importante
para o processamento de informagdes contextuais também vai ao encontro de resultados que
demonstram que o padro de atividade no IL esta relacionado com a renovagdo do medo apos
a extin¢do, quando a memoria de extingdo ndo apresenta generalizagdo para outros contextos
(KNAPSKA E MAREN, 2009; MAREK et al., 2018).

De maneira importante, os resultados acima, obtidos em roedores, estao de acordo com
estudos conduzidos em humanos, que demonstram que a hipoatividade do CPFvm esté
associada a maior generalizagdo (GREENBERG et al., 2013; CHA et al., 2014). Além disso,
em experimentos envolvendo a discriminacdo entre pistas seguras e aquelas que predizem
perigo, hd evidéncias de que o IL também ¢é importante nesse tipo de distingdo contextual
(SANGHA et al., 2014). Assim, o IL parece ser uma importante peca no circuito de controle da
generalizagdo de memorias aversivas contextuais (SPALDING, 2018), sendo que a regido
adjacente (PL) normalmente tem papel oposto nesse sentido: enquanto a ativacdo do IL durante
o teste suprime a generalizagdo (SCARLATA et al., 2019), a ativacio do PL durante a
consolidagdo gera o efeito oposto (VANVOSSEN et al., 2017). Possivelmente a atividade
resultante do CPFm como um todo determina como este influencia a especificidade
mnemonica, sendo que essa resultante deve depender diretamente dos niveis de atividade nos
cortices PL e IL.

Jano experimento 8, que envolveu a infusao de anisomicina no IL apds a consolidagao,
nao foram observadas diferencas no Teste B. Apesar disso, houve redugdo significativa no
indice de discriminagdo. Esse resultado sugere que a inibi¢do da sintese proteica no IL durante
a consolidacdo tem um efeito moderado sobre a generalizacdo das memorias, quando

comparado com o efeito observado na extingdo (ver proxima sec¢do). E interessante observar
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que a inibi¢ao da sintese proteica com anisomicina € a inativagdo temporaria com muscimol
geraram efeitos diferentes, o que sugere que a atividade da regido e a sintese de novas proteinas
estdo engajadas em processos diferentes durante a consolidagdo. E provavel que intervengdes
que diminuem a atividade da regido alcancem seus efeitos impedindo que ela receba e envie
informacdes para outras regides, enquanto a inibicdo da sintese proteica impede o
estabelecimento de plasticidade relacionada ao aprendizado no local. Um estudo utilizando uma
abordagem similar (i.e., lidocaina para inativar o IL e anisomicina para inibir sua sintese
proteica) também encontrou diferengas entre os dois tipos de intervengao farmacologica sobre
a aquisi¢do e consolidacdo da extingdo (AWAD et al., 2015).

Uma explicacdo alternativa para a auséncia de efeito da anisomicina nos Testes B € a
concentracgdo utilizada (20 pg/hemisfério). No entanto, a faixa de concentracdo de anisomicina
que produz efeitos significativos quando infundida no PL ou IL varia de 12,5 a 62,5
pg/hemisfério (SANTINI et al., 2004; ZHANG et al., 2011; MOSCARELLO E LEDOUX,
2013; AWAD et al., 2015; RIZZO et al., 2017). Essa possibilidade ¢ pouco provavel, uma vez
que a mesma dose produziu efeitos significativos no experimento que envolveu uma sessao de
extingdo. Vale mencionar também que apesar de considerarmos que nossos resultados em
experimentos envolvendo tratamentos com ansomicina sdo decorrentes de uma inibigdo da
sintese proteica, sabe-se que infusdes de anisomicina geram efeitos secundarios, como
alteragdes nos niveis de monoaminas (CANAL et al., 2007) e atividade neuronal (SHARMA et
al.,2012).

Ao contrario das diferencas observadas nos Testes B, nao houve diferengas em
nenhum dos Testes A realizados neste estudo (exceto aqueles realizados apos a extingao, ver
proxima se¢do). Esses resultados indicam que a atividade e sintese proteica do IL durante
aquisicdo e consolidacdo de memorias aversivas contextuais ndo sdo importantes para a
formagdo do tragco mnemonico. Essa visdo esta de acordo com resultados obtidos utilizando
lesdes antes do condicionamento a pistas (MORGAN et al., 1993), ao contexto
(ZELIKOWSKY et al., 2013) e inativacao durante a consolidagdo de memorias de esquiva
inibitoria (WANG et al., 2013). Por outro lado, um estudo utilizando inativacdo do IL com
tetrodotoxina 25 minutos apds a aquisicdo de memorias de esquiva inibitoria demonstrou
redugio nas respostas condicionadas (TORRES-GARCIA et al., 2017). Diferengas na duragio
da interven¢do farmacoldgica e o momento do tratamento podem explicar a discrepancia nos
resultados. Além disso, o substrato neural que regula a formagdo de memorias aversivas

contextuais e aquele que regula a formac¢ao de memorias de esquiva inibitdria é parcialmente



60

sobreposto, porém distinto em varios aspectos (MAREN, 2001; IZQUIERDO et al., 2016),
portanto, a influéncia do IL nestes processos pode variar.

Como previamente mencionado, existem mudangas no padrao de expressao génica,
atividade, e plasticidade no IL durante a consolidagdo (ZHANG et al.,2011; SOLAR-CEDENO
et al., 2016; TROYNER et al., 2018). No entanto, essas alteragdes ndo parecem influenciar a
intensidade das memorias. Ao invés disso, pode ser que essas alteragdes permitam ajustes na
memoria aversiva original e as tornem susceptiveis a extingdao. Por exemplo, sabe-se que o IL
tem sua atividade regulada de maneira bidirecional durante aquisi¢ao e extingao de memorias
aversivas (SANTINI et al., 2008; RABINAK et al., 2008) e que a atividade e sintese proteica
no IL s3o0 necessarias para a consolida¢do da extingdo (SANTINI et al., 2004; BURGOS-
ROBLES et al., 2007). Assim, apesar de nao influenciar a intensidade de memorias aversivas,
a atividade do IL durante a consolidagdo inicial pode ser importante para a formagao de
memdrias aversivas com especificidade contextual.

E importante salientar que nossos resultados ndo se devem a alteragdes no
comportamento de tipo-ansiedade dos animais durante a inativacao do IL, nem a processos nao-
associativos, como demonstrado nos experimentos 3 ¢ 6. Esse ponto ¢ fundamental pois sabe-
se que o IL esta envolvido no controle de respostas cardiovasculares, componente importante
nas respostas defensivas (RESSTEL E CORREA 2006; TAVARES et al., 2009), e sua atividade
parece ser importante para o controle de comportamentos de tipo-ansiedade (BERG et al.,
2019). No entanto, como em nosso estudo ndo foram observados efeitos significativos do
tratamento no LCE, € pouco provavel que esse tipo de alteragdo tenha sido responsavel pelos

resultados obtidos.

4.2 INFLUENCIA DA ATIVIDADE E SINTESE PROTEICA NO INFRALIMBICO
DURANTE A CONSOLIDACAO SOBRE A EXTINCAO SUBSEQUENTE

Nos experimentos envolvendo inativag¢@o ou inibi¢@o da sintese proteica no IL durante
a consolidagdo, ambos os tratamentos prejudicaram a eficiéncia do treino de extin¢do. No
experimento envolvendo inativagdo do IL com muscimol, o grupo tratado ndo apresentou
diferencas significativas em relagdo ao grupo controle durante a sessdo de extincdo, mas
apresentou maiores niveis de congelamento no Teste A apos a extingdo. Esse resultado indica
que a atividade do IL durante a consolidacdo nao interfere na aquisicdo da memoria de extingao,

ja que os animais foram capazes de reduzir seu nivel de congelamento durante a sessao. No
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entanto, como houve diferencas no Teste A posterior, a atividade do IL durante a consolidagao
parece ser importante para a consolida¢do ou retencdo da memoria de extingao.

Na pratica, o padrao de resultados mencionado acima ¢ muito similar ao obtido em
estudos onde o IL foi lesionado antes da aquisi¢do, onde a aquisicado da memoria de extingao
ndo foi afetada, mas sim sua expressao posterior (QUIRK et al., 2000). No entanto, a maior
precisdo temporal obtida utilizando uma inativa¢ao temporaria com muscimol permite concluir
que a atividade do IL, especificamente durante a consolidagdo, ¢ necessaria para a formacao de
memorias aversivas contextuais sensiveis a extingao. De modo similar, o estudo de Do-Monte
e colaboradores demonstrou que a inibigao optogenética do IL durante a sessdo de extingdo nao
impede sua aquisi¢do, mas prejudica sua expressao no dia seguinte (DO-MONTE et al., 2015).
Assim, uma possibilidade ¢ que a inativagdo com muscimol tenha impedido o recrutamento do
IL durante a exting¢do e, portanto, gerado um efeito idéntico ao mencionado acima: sem efeitos
na sessdo de extingdo e prejuizo na evocagdo da extingdo. Ora, sabe-se que o IL é necessario
para aquisicao e consolidacdo da extingdo (LAURENT E WESTBROOK, 2009; DO-MONTE
et al., 2015), portanto se um tratamento ¢ inibe a atividade do IL durante ou apods a sessao de
extin¢do, o resultado esperado ¢ um prejuizo na evocacdo da extingdo. Assim, ¢ fundamental
entender como a inativagao do IL durante a consolidagao afeta a atividade do mesmo durante o
treino de extingao.

E interessante mencionar que alguns estudos sugerem que o papel do IL na extingdo é
garantir o processamento do contexto onde ela se da (QUIRK ef al., 2000; ZELIKOWSKY et
al., 2013; GIUSTINO E MAREN, 2015). Como o aprendizado de extingdo ¢ contexto
dependente, existe ainda a possibilidade de que a inativagdao do IL durante a consolidagao
prejudicou a extingdo pelo fato de ter induzido a formacdo de memodrias com pobre
representacdo contextual. No entanto, existem mais evidéncias para a possibilidade de que o
tratamento gerou auséncia de recrutamento do IL durante a aquisi¢do e/ou consolidacdo da
extingdo. Sabe-se que a redugdo de respostas defensivas gerada pelo contato social esta
relacionada com a reativagao dos mesmos neuronios do IL que foram recrutados durante a
formagao das memorias de contato social (GUTZEIT et al., 2019). Além disso, foi demonstrado
que os mesmos neurdnios do IL recrutados numa sessdo de evocacdo prévia sdao reativados
durante a sessdo de extingdo (KHALAF E GRAFF, 2019). Desse modo, faz sentido acreditar
que os resultados observados em nosso estudo indicam que algo dessa natureza ocorra, ou seja,

que durante a consolida¢do, neuronios especificos do IL s3o marcados para serem
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posteriormente reativados durante a extingdo, e que o tratamento com muscimol impediu este
processo.

De maneira similar ao que foi observado apods a inativagdo com muscimol durante a
consolidacdo, a infusdo de anisomicina no IL no mesmo momento foi capaz de gerar efeitos
sobre o aprendizado de extingdo. Também ndo houve diferengas intra-sessdo, indicando que a
sintese proteica no IL durante a consolidagdo ndo ¢ necessaria para a aquisicdo de memorias de
extingdo. No entanto, assim como ocorreu no experimento envolvendo inativagdao, o grupo
tratado com anisomicina ap6és o CAC apresentou um prejuizo na evocagao da memoria de
extingdo, como observado no Teste A que sucedeu a sessao de extingdo. Ja era estabelecido que
a sintese de novas proteinas no IL é necessaria para a consolidagdo de memorias de extingao
(SANTINI et al., 2004; LAURENT E WESTBROOK, 2009; AWAD et al., 2015), mas nossos
resultados demonstram que esse processo também ¢ importante durante a consolidacao de
memdrias aversivas, para garantir a consolidagdo de memorias aversivas sensiveis a extingao.

Em conjunto com o resultado do experimento com muscimol e os estudos que
demonstraram que a reativagdo de neuronios especificos no IL ¢ importante para a atenuagao
do medo (GUTZEIT et al., 2019; KHALAF E GRAFF, 2019), os resultados obtidos com
anisomicina sugerem que a plasticidade no IL é importante para a consolidagdo de memorias
passiveis de atenuagao via extingdo. De fato, sabe-se que neurdnios que fazem parte do engrama
original devem ser reativados para que a extingdo do medo possa ocorrer (KHALAF ef al.,
2018), o que esta de acordo com estudos envolvendo psicoterapia, que sugerem que a memoria
original precisa ser reativada para que terapias baseadas em exposi¢ao sejam efetivas (FOA E
KOZAK, 1986; NEMEROFF et al., 2006). No entanto, nossos resultados e varios outros
mencionados previamente indicam que o IL ndo estd engajado na formac¢ao da memdria original
e, portanto, ndo seria necessario para a expressao desta durante a extingdo. Nesse sentido, uma
explicacdo plausivel seria que o recrutamento de neurdnios do IL durante a consolidagdo e sua
reativacdo durante a sessdo de extingdo permita que os neurdnios que de fato subsidiam o
engrama sejam reativados e que a memoria possa entdo sofrer extingdo. Assim, a aparente
aquisi¢do, mas nao consolidagdo da memoria de extingdo em nossos experimentos podem
refletir a auséncia de engajamento do IL durante a consolidagdo da extingao.

E possivel que a consolidagio envolva a formagdo de um engrama no IL, que age de
forma inibitdria sobre os tracos que estimulam a generalizagdo e resisténcia a extin¢do. Essa
visdo estaria, em certo nivel, de acordo com a teoria de dominancia de trago (EISENBERG et

al.,2003). Além disso, Mukherjee e Caroni demonstraram que enquanto o PL ¢ necessario para
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fazer associagdes causais iniciais, quando as contingéncias mudam, o IL ¢é necessario para o
estabelecimento de um trago alternativo para garantir o sucesso na tarefa perante as novas
condigoes (MUKHERJEE E CARONI, 2018). Desse modo, faz sentido considerar que os
nossos dados sugerem que o traco estabelecido no IL durante a consolidagdo € necessario para
a posterior atenuagdo da memoria recém-consolidada (Figura 17), uma vez que os tragos
estariam funcionalmente relacionados. No entanto, a confirmagao dessa possibilidade depende

de estudos futuros, que possam utilizar a marcagao de neurdnios especificos do IL.
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Figura 17. Esquema ilustrando as conclusdes do estudo. A linha superior ilustra o que ocorre em situagdes
normais (infusdo de VEI): a plasticidade que ocorre no IL durante a consolidacdo ¢ importante para a
especificidade e extingdo da memoria recém consolidada. Na linha inferior estd representada a situagdo onde
imediatamente apos o condicionamento ¢ realizado tratamento com MUS ou ANI no IL, a consolidagao ¢é afetada
e as memorias tornam-se mais generalizadas e resistentes a exting@o. Siglas: VEI = veiculo; IL = cortex
infralimbico; MUS = muscimol; ANI = anisomicina.

4.3 ASPECTOS TRANSLACIONAIS

Nossos resultados ilustram a possibilidade de que a baixa atividade do IL (ou regido
homologa no humano — drea 25) durante a consolidagdo de memorias aversivas pode contribuir
para a formagdao de memorias mais resistentes a extingdo. Esse tipo de memoria € justamente
aquele que normalmente esta presente em pacientes que sofrem de TEPT. Além disso, foi
observado um aumento na generalizagdo decorrente da inativagao do IL. Na clinica, uma maior
generalizacdo estd associada a evitagcdo excessiva de contextos que remetem ao trauma, o que
representa um fator preponderante na etiologia do TEPT.

Como ja mencionado anteriormente, alguns estudos discutem a possibilidade de a

reducdo na atividade do IL e seu homoélogo humano ser um fator de risco ou uma consequéncia



64

do TEPT (BREMMER et al., 1999; RAUCH et al., 2003; KOENINGS et al., 2007, YEHUDA
E LEDOUX, 2007). No entanto, poucos estudos até o momento foram capazes de determinar o
momento em que se iniciou o déficit funcional da regido. Sabe-se, a partir de estudos em
roedores, que se hd uma lesdo ou inativagdo permanente da regido antes da aquisi¢do do trago
de memoria original as memorias se tornam mais resistentes a extingdo e generalizadas
(MORGAN et al., 1993; XU E SUDHOF, 2013; ZELIKOWSKY et al., 2013). No entanto, ao
utilizar estes protocolos, a regido permanece inativada apds o aprendizado, durante a extingao,
e posterior expressao destas memorias. Assim, nossos resultados aumentam o entendimento
longitudinal acerca dos efeitos de inativagdes no IL, demonstrando que a redu¢do na sua
atividade durante a consolida¢do esta associada com a formagdo de memorias de caracteristica
traumadtica (maior generalizacdo e maior resisténcia a extin¢ao).

Em conjunto, os dados presentes na literatura indicam que o IL e seu homologo
humano € um alvo a ser atingido em tratamentos farmacoldgicos e comportamentais. Existe a
possibilidade de que um menor grau de ativagdo da regido antes do trauma pode representar um
fator de risco em relagao ao desenvolvimento do TEPT (PITMAN et al., 2012). A confirmagao
dessa hipdtese em estudos translacionais com humanos seria importante para a maior
compreensao da etiologia da doenca. No futuro, quando compreendermos melhor os fatores de
risco para o TEPT, existe at¢ mesmo a possibilidade de identifica-los na populacao e evitar a
exposicao de sujeitos que os apresentem a situacdes potencialmente traumaticas (servigo militar
e policial, por exemplo), além de realizar terapias preventivas nesses casos (PITMAN et al.,
2012). Além disso, existem evidéncias na literatura pré-clinica que a ativacao do IL durante a
extin¢ao pode melhorar a eficiéncia de terapias baseadas em exposi¢ao. Desse modo, uma outra
possibilidade terapéutica ¢ utilizar a estimulagdo magnética transcraniana para estimular a
regido homologa ao IL durante terapias de exposi¢ao (como a extingdo). Em conjunto, os dados
e visdes mencionadas acima demonstram o papel crucial do IL no desenvolvimento e
remodelamento de memorias traumaticas, e, portanto, tratamentos que possam aumentar a

atividade da regido podem se mostrar Uteis no tratamento do TEPT.
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4.4 CONCLUSOES

O IL ¢ uma regido necessaria para aprendizados alternativos e atenuagdo de memorias
aversivas através da extingao. Nossos dados demonstram que a atividade e sintese proteica no
IL sdo importantes para a consolidagdo de memorias aversivas contextualmente especificas e
sensiveis a extingdo, embora nao interfiram com a intensidade da memoria original. O estudo
esclarece questoes longitudinais, adicionando resolugdo temporal ao que se sabe sobre o papel
do IL durante as fases da memoria. O maior entendimento sobre os aspectos neurobiologicos
envolvidos na formagao de memorias generalizadas e resistentes a extingao permite uma melhor
avaliacdo de terapias preventivas e tratamentos a serem desenvolvidos para pacientes com

TEPT.
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Infralimbic cortex controls
fear memory generalization
and susceptibility to extinction
during consolidation

Hugo Bayer & Leandro Jose Bertoglio™

Lesioning or inactivating the infralimbic (IL) subregion of the medial prefrontal cortex before
acquisition produces more generalized and extinction-resistant fear memories. However, whether
and how it modulates memory specificity and extinction susceptibility while consolidation takes
place is still unknown. The present study aims to investigate these questions using muscimol-induced
temporary inactivation and anisomycin-induced protein synthesis inhibition in the rat IL following
contextual fear conditioning. Results indicate that the IL activity immediately after acquisition, but
not six hours later, controls memory generalization over a week, regardless of its strength. Such IL
function depends on the context-shock pairing since muscimol induced no changes in animals exposed
to immediate shocks or the conditioning context only. Animals in which the IL was inactivated during
consolidation extinguished similarly to controls within the session but were unable to recall the
extinction memory the following day. Noteworthy, these post-acquisition IL inactivation-induced
effects were not associated with changes in anxiety, as assessed in the elevated plus-maze test.
Anisomycin results indicate that the IL protein synthesis during consolidation contributes more to
producing extinction-sensitive fear memories than memory specificity. Collectively, present results
provide evidence for the IL's role in controlling generalization and susceptibility to extinction during
fear memory consolidation.

To cope with life-threatening events, most animals rely on aversive memories and, thus, the appropriate forma-
tion of them are essential and conserved across species?. Aversive memories may vary according to quantitative
(e.g., intensity) and qualitative (e.g., specificity) aspects®. The study of when, how, and where into the brain such
features are established is scientifically relevant, and contributes to discovering/developing better interventions
that could have therapeutic value to tackle traumatic memories*?, which are commonly overgeneralized and
more resistant to extinction®’.

Newly acquired aversive memories require a gradual consolidation to become stable and long-lasting®. This
process involves the activity and plasticity in several interconnected brain regions, including the hippocam-
pus, amygdala, and medial prefrontal cortex’. Interventions aiming at temporarily inactivating their activity
or inhibiting their consolidation-associated protein synthesis carried out immediately after acquisition have
been shown by many to affect memory intensity'®. On the other hand, how specific (or generalized) and prone
to extinction is the aversive memory when these experimental approaches are performed during consolidation
have been less addressed.

The rodent infralimbic (IL) subregion of the medial prefrontal cortex has been shown to modulate the speci-
ficity and generalization attributes of cued and contextual fear memories at the acquisition stage: pre-training
damage to the IL" or inactivation of both IL and prelimbic (PL)'? was sufficient to produce memory overgener-
alization. Similarly, lesioning or inactivating the IL before cued or contextual fear memory acquisition induced
a relative resistance to extinction'"'>!4. The IL has also been associated with aversive memory consolidation.
Zhang et al."” reported an increase in the induction of c-fos and Arc expression in IL during inhibitory avoid-
ance memory consolidation. Torres-Garcia et al.’® reported that temporary IL inactivation with tetrodotoxin
impaired the consolidation of inhibitory avoidance training. In contrast, there were no effects of temporary IL
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inactivation with muscimol on inhibitory avoidance memory consolidation'”. Studies focusing on cued or con-
textual fear memory consolidation have also reported changes in the IL, including depressed intrinsic neuronal
excitability'®!® and increased Arc expression®’, but not c-fos induction or histone acetylation?"*. Post-acquisition
gamma irradiation potentiated the consolidation of a contextual fear memory trace, an effect associated with
reduced IL neuronal activation®. Together, these findings suggest that associative learning of aversive events
induces complex patterns of IL activation and plasticity. However, whether IL influences memory specificity/
generalization and extinction susceptibility while consolidation occurs is yet to be investigated.

Based on the above, the present study sought to investigate the effects of muscimol-induced temporary inac-
tivation and anisomycin-induced protein synthesis inhibition in the rat IL during the consolidation of contextual
fear memory on its intensity, specificity, and subsequent extinction. The working hypothesis was that the memory
would become more intense, generalized, and less prone to extinction following these interventions. Since either
lesioning or inactivating the rat IL has occasionally been reported to interfere with anxiety**?, we investigated
whether anxiety-related changes could contribute to post-acquisition IL inactivation effects on contextual fear
memory intensity, generalization, and susceptibility to extinction. To this aim, animals were tested in the elevated
plus-maze shortly after contextual fear conditioning and IL infusion of muscimol or vehicle.

Materials and methods

Animals. A total of 196 male Wistar rats aged 13-15 weeks was used in the present study. Animals were
obtained from local breeding facilities, kept in groups of 3-4 in polypropylene cages (50 x30x15 cm) on a
12 h light/dark cycle, with lights on at 7 AM, and had free access to water and standard laboratory chow. The
Institutional Ethical Committee for the Care and Use of Laboratory Animals from our University approved this
study in compliance with Brazilian legislation and the National Institutes of Health guide for the care and use of
laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978).

IL stereotaxic surgery. Animals were deeply anesthetized using 1.0 ml/kg of a solution of xylazine (10 mg/
ml; Syntec, Brazil) and ketamine (100 mg/ml; Syntec, Brazil), placed in a stereotaxic frame, then local anesthesia
with lidocaine 3.0% and epinephrine 1:50,000 (Dentsply, Brazil) was applied. Two stainless steel guide cannu-
lae (22 G, 11 mm) were implanted aimed at the IL cortex following coordinates (AP: +3.2 mm from Bregma,
ML: +0.6 mm, DV: — 2.1 mm) from the rat brain atlas by Paxinos and Watson?’, and fixed to the skull using
acrylic resin and two stainless steel screws. An obturator (30G) was inserted inside each guide cannula to reduce
possible occlusion. For post-surgery analgesia, anti-inflammatory, and antipyretic actions, animals received an
intramuscular injection of flunixin meglumine (2.5 mg/kg; Schering-Plough, Brazil). Animals were given at least
ten days of recovery before behavioral testing.

Drugs and infusion procedure. The GABA, receptor agonist muscimol (MUS; Tocris, USA), which sup-
presses the neurophysiologic activity within 0.5-1.0 mm of the infusion site”’, was brought to a final concen-
tration of 0.46 pg/pl using phosphate-buffered saline (PBS) 0.1 M. The protein synthesis inhibitor anisomycin
(ANT; Sigma-Aldrich, USA), which inhibits most of de novo protein synthesis for at least 3 h?®, was dissolved in
PBS 0.1 M to obtain a final concentration of 100 pg/ul. PBS 0.1 M served as the vehicle for both drugs.

On the day of intra-IL infusion, obturators were removed, and the treatment was delivered using two 14 mm
dental needles (30G) connected to microsyringes of 5.0 ul by polyethylene tubing (PE10) inserted into the guide
cannulae while the animal was gently restrained with a towel. Either 0.2 ul of drug or vehicle solution was given
bilaterally for one min using an infusion pump. The needles remained inside guide-cannulae for one min after
the end of injections to reduce possible drug backflow.

Contextual fear conditioning and elevated plus-maze apparatuses, behavioral procedures, and
data collection. Most aspects mentioned in this section were conducted as fully described elsewhere?®°.
Briefly, contextual fear conditioning was performed in a rectangular chamber (3520 % 30 cm), with aluminum
sidewalls and a front wall and ceiling-door made of Plexiglas, designated herein as context A. Its grid floor,
made of stainless steel bars, was connected to a circuit board and a shock generator (Insight, Brazil) to enable
the delivery of controlled electrical shocks, as subsequently detailed. The elevated plus-maze was made of wood
and consisted of two opposite open-arms (50 x 10 cm) surrounded by a 1.0 cm high Plexiglas edge and two
enclosed-arms (50 x 10 x40 cm), set up 50 cm above the floor. The junction area of the four arms (central plat-
form) measured 10x 10 cm.

Behavioral procedures were conducted in rooms under the illumination of 70 Ix, from 9 AM to 5 PM. Unless
otherwise specified (experiment 6), on day 1 each animal was placed alone in context A and allowed to explore
it freely for 3 min, as a familiarization session, and then returned to its home cage.

On day 2, each animal was again placed in context A for fear conditioning, during which it received, after an
initial 30 s delay, the unconditioned stimulus (US), which consisted of 3 electrical shocks of 1.0 mA for 3 s, with
a 30 s inter-trial interval. The animal remained in this chamber for another 30 s before returning to its home cage.
The treatment was given immediately after this session, except in experiment 2, where it was given six hours later
as a control since most interventions no longer influence memory consolidation when given at this time-point®.
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In experiment 6, to investigate whether drug-induced effects depend on the shock-context pairing, the day
2 procedure also included either animals merely exposed to the context A (the CTX only group) or animals
not familiarized with context A in which three electrical shocks (1.0 mA for 3 s, with a 5 s inter-trial interval)
were delivered in a 20 s pseudo-conditioning session (the US only group). Of note, neither fear conditioning®!
nor learning-related changes in the IL excitability' were induced by similar pseudo-conditioning procedures.

To assess the treatment effects on memory intensity and specificity, in the following days, animals were
exposed for 3 min to the conditioned context A (Test A) and the novel, unpaired context B (Test B), which con-
sisted of a square chamber (30 x 30 x 30 cm) with glass sidewalls and floor, and a white grid lid. In experiment 4,
Tests A and B were performed seven and eight days after contextual fear conditioning, respectively.

To assess the treatment effects on memory extinction, in experiments 7 and 9, animals underwent a 15-min
session (further divided into five blocks of 3 min) of exposure to the conditioned context A without US presen-
tation one day after contextual fear conditioning. Tests A and B were performed 6 and 7 days later, respectively,
to evaluate extinction learning effectiveness.

The time spent freezing, defined as the ceasing of all body and head movements, except the flank movements
related to breathing’?, was used as a fear memory index for all experiments. Such response was quantified in
seconds by a trained observer (inter- and intra-observer reliabilities > 90%) blind to the experimental groups
and expressed as the percentage of total session time.

A five min test in the elevated plus-maze was conducted as previously described®. A trained observer blind
to the experimental design scored the following behavioral measures from the DVD: the number of open-
and enclosed-arms entries (EAE) with the four paws as well as the time spent in open- and enclosed-arms.
Raw data were used to calculate the percentage of entries {%OAE; [open-arms entries/(open- + enclosed-arms
entries)] x 100} and time spent in open-arms {%OAT; [(time in open-arms/300) x 100]}. The number of stretched-
attend postures (SAPs), defined as a posture in which the subject stretches forward and then retracts to its
original position, performed from the central platform or enclosed-arms towards open-arms, was also recorded.
It has been shown that the animal’s anxiety response level may be inferred from inhibitory avoidance (%OAT
and %OAE) and risk assessment (SAPs) behaviors, and the number of EAE is considered an elevated plus-maze
index of general exploratory activity**.

Histology. Mostaspects mentioned in this section were conducted as fully described elsewhere?***°. Briefly,
at the end of the experiments, animals were anesthetized as already described for surgery, received a lethal dose
of chloral hydrate (3.0 ml/kg of a 15% solution). Then Evans Blue (0.2 pl) was infused into the IL with the same
needle used in the respective experiment for subsequent evaluation of the infusion site. Brains were removed
and immersed in a 4.0% formalin solution and, later, sucrose 30%, for 48 h each. Then, brain slices (50 um thick)
were obtained in a cryostat, mounted on glass microscope slides, and stained with cresyl violet to determine the
infusion site. Its location in the IL ranged from 3.7 to 2.7 mm anterior to Bregma. Figure 1 shows a photomi-
crograph of the rat IL with infusion sites. Animals receiving the treatment outside this medial prefrontal cortex
subregion (about 20%) were excluded from the analysis.

Statistical analysis. After ensuring the assumptions of normality with Shapiro-Wilk’s W test and homo-
geneity of variance with Levene’s test, freezing times expressed during Tests A and B were subjected to a mixed
analysis of variance (ANOVA) in which the independent factors were treatment and test sessions. The same
approach was used to compare the time spent freezing in the first extinction session block with that expressed
during Test A. For extinction session data, a mixed ANOVA was carried out in which the independent factors
were treatment and time-bin. The Newman-Keuls test was used for post-hoc multiple comparisons in the above-
mentioned cases. The discrimination index (the difference between the percentage of time spent freezing during
Test A and Test B, divided by the sum of the two percentages), the elevated plus-maze data, and the delta of the
freezing time (the difference between the percentage of time spent freezing during the first extinction block and
Test A) used in experiments 7 and 9 were analyzed using two-sample unpaired Student t-tests. The statistical
significance level was set at p <0.05. For statistical analysis, Statistic 13.5 (StatSoft, EUA) was used, and GraphPad
Prism 8.02 (GraphPad Prism, EUA) was used for graphing.

The effect size was calculated using the formula for Hedges’ g to reflect the mean-difference between two
groups (n <20 per group) that could be dissimilar in size. A ¢>0.8 was considered a large effect size®>. The
sample size determined by power analysis was 8 animals per group (a=0.05; $=0.20 and standardized effect
size or Cohen’s d=1.0). The group sizes were equal by design, but due to experimental losses (when treatment
was infused outside the target brain region) or the violation of the predetermined exclusion criterion (fear-
conditioned animals were those spending at least 35% of freezing behavior during Test A or first extinction
block, except for the experiment 4 where there was a single context-shock pairing), in a few cases, they were
unequal. We have replaced the exclusions in an attempt to keep the study balanced and to maintain its power.

Results

Experiment 1: Effects of IL inactivation during the consolidation of a contextual fear memory
on its intensity and specificity. Thirty animals were randomly allocated to two groups based on the
treatment (vehicle, n=15; muscimol, n=15) given immediately after pairing the context A with three shocks
(Fig. 2A). In the following days, both groups were exposed to the conditioned context (Test A) and the novel,
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Figure 1. Photomicrograph of representative infusion sites placement (indicated by arrows) in the rat
infralimbic cortex (~ 3.2 mm anterior to Bregma).

neutral context B (Test B) in a counterbalanced order (i.e., half of animals of each group performed Test B before
Test A). In both groups, data of the latter animals did not differ qualitatively from those in which Test A was
performed before Test B. Therefore, they were merged for the statistical analysis. To assess treatment effects on
memory specificity and generalization, data from Tests A and B were used to calculate the discrimination index.

A mixed ANOVA showed significant effects of treatment (F, ,;=4.2; p=0.04), test sessions (F, 53 =166.1;
p=0.00001), and their interaction (F, ,3=4.5; p=0.04) for freezing time. As shown in Fig. 2B, Newman-Keuls
post-hoc tests showed that muscimol and vehicle groups behaved similarly during Test A (p=0.61; Hedges’ g
effect size =0.25), but during Test B animals treated with muscimol presented higher levels than controls (p=0.02;
g=0.94). Furthermore, there were significant treatment effects for the discrimination index (¢, ,3=38.1; p=0.008).
As shown in Fig. 2C, muscimol-treated animals presented lower values than controls (p =0.008; g=1.04).

Experiment 2: Effects of IL inactivation six hours after the acquisition of a contextual fear
memory on its intensity and specificity. To test whether the abovementioned findings depend on the
time elapsed between fear conditioning and IL inactivation, 18 animals had the context A paired with three
shocks but only received the treatment (vehicle, n=9; muscimol, n=9) six hours later (Fig. 2D). Tests A and B
were performed on the following days. Their data were used to calculate the discrimination index.

A mixed ANOVA showed significant effects of test sessions (F, ;4=211.47; p=0.00001), but not treatment
(F},16=0.10; p=0.75) or interaction between these factors (F, ;,=0.05; p=0.81) for freezing time. As shown in
Fig. 2E, muscimol and vehicle groups behaved similarly during both Tests A and B. Regarding the discrimination
index, there were also no significant treatment effects (¢, ,,=0.17; p=0.90) (Fig. 2F).

Experiment 3: Acute effects of IL inactivation immediately after contextual fear memory
acquisition on the expression of anxiety-related behaviors. To investigate the possibility that aug-
mented freezing time seen during Test B performed 24 h after fear conditioning and IL inactivation (Experiment
1) was associated with changes in anxiety-related behaviors, 11 animals had context A paired with three shocks
and then were randomly allocated to two groups based on the treatment (vehicle, n=6; muscimol, n=5) given
immediately after that. Both groups performed the elevated plus-maze test 45 min later (Fig. 2G).

Unpaired Student’s t-tests showed no significant effects of treatment for inhibitory avoidance (%OAT: t,=0.70,
p=0.50 and %OAE: t,=0.58, p=0.57), risk assessment (SAPs: t,=1.2; p=0.25), and general exploratory activity
(EAE: ty=0.31, p=0.76) in the elevated plus-maze test. As shown in Fig. 2H, muscimol-treated rats did not differ
significantly from controls in any of these behavioral measures, indicating that post-acquisition IL inactivation
effects were not due to altered levels of anxiety during consolidation.
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Figure 2. Effects of IL inactivation by muscimol (MUS) immediately (upper graphs) or six hours after (middle graphs) the acquisition
of contextual fear memories on their expression in the paired context A (Test A) and the novel, neutral context B (Test B), and on
anxiety-related behavior and general exploratory activity assessed in the elevated plus-maze (EPM) test 45 min later (lower graph).
(A) Experiment 1's design. (B) MUS-treated animals presented comparable freezing times to controls (VEH) during Test A. However,
they had higher levels during Test B. (C) The MUS group presented lower discrimination index values than the VEH group. (D)
Experiment’s 2 design. (E) MUS-treated animals presented comparable freezing times to VEH during both Tests A and B. (F) The
MUS group presented similar discrimination index values to the VEH group. (G) Experiment’s 3 design. (H) MUS-treated animals
and controls behaved similarly in either case [anxiety: % open-arm time (%OAT), % open-arm entries (%OAE) and stretched-attend
postures (SAPs); general exploratory: enclosed-arm entries (%EAEs)]. Values are expressed as individual units and mean +S.E.M. (n
per group in experiment 1=15; experiment 2=9; and experiment 3=5-6). The * denotes a statistically significant difference (p <0.05)
from the respective control group (mixed ANOVA followed by the Newman-Keuls test or unpaired t-test).
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Figure 3. Effects of IL inactivation by muscimol (MUS) immediately after weak contextual fear memory
acquisition on expression in the paired context A (Test A) and the novel, neutral context B (Test B) evaluated
at a recent time point (upper graphs), or after strong contextual fear memory acquisition evaluated at a more
remote time point (lower graphs). (A) Experiment 4's design. (B) MUS-treated animals presented comparable
freezing times to controls (VEH) during Test A. However, they had higher levels during Test B. (C) The MUS
group presented lower discrimination index values than the VEH group. (D) Experiment’s 5 design. (E) MUS-
treated animals presented comparable freezing times to VEH during Test A, although they had higher levels
during Test B. (I) The MUS group presented lower discrimination index values than the VEH group. Values are
expressed as individual units and mean +S.E.M. (n per group in experiment 4=10; and experiment 5=11-12).
The * denotes a statistically significant difference (p <0.05) from the respective control group (mixed ANOVA
followed by the Newman-Keuls test or unpaired t-test).

Experiment 4: Effects of IL inactivation during the consolidation of a weaker contextual fear
memory on its intensity and specificity. Freezing times close to the ceiling level could have concealed
possible differences between groups during Test A in experiment 1. To evaluate this possibility, 20 animals were
randomly allocated to two groups based on the treatment (vehicle, n =10; muscimol, n=10) given immediately
after pairing the context A with a single shock (Fig. 3A). Tests A and B were performed on the following days,
and their data were used to calculate the discrimination index.

A mixed ANOVA showed significant effects of treatment (F, ;3=6.5; p=0.02), test sessions (F, j3=106.6;
p=0.00001), but not their interaction (F, j3=1.5; p=0.23), for freezing time. As shown in Fig. 3B, unprotected
Newman-Keuls tests showed that muscimol and vehicle groups behaved similarly during Test A (p=0.21;
g=0.54), but animals treated with muscimol presented higher levels than controls during Test B (p=0.03;
g=2.16). Moreover, there were significant treatment effects for the discrimination index (t, ;3=16.3; p=0.001).
As shown in Fig. 3C, muscimol-treated animals presented lower values than controls (p=0.001; g=1.80).
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Figure 4. Effects of IL inactivation by muscimol (MUS) after pairing the context A with three shocks (CFC),
exposure to immediate foot-shocks (US only) or the mere exposure to the context A (CTX only), on freezing
time expressed during exposure to contexts A (Test A) and B (Test B). (Experiment 6). (A) The experimental
design used. (B) During Test A, both CFC-VEH and CFC-MUS groups expressed significantly higher freezing
levels than the others did. The CFC-MUS group presented higher freezing levels than the others did during Test
B. Values are expressed as individual units and mean + S.E.M. (n per group =6-7). The * denotes a statistically
significant difference (p <0.05) from all the other groups in the same session (mixed ANOVA followed by the
Newman-Keuls test).

Experiment 5: Effects of IL inactivation during the consolidation of a contextual fear memory
on its intensity and specificity evaluated at a more remote time point. To investigate whether IL
inactivation-induced effects persist for longer periods, 23 animals were randomly allocated to two groups based
on the treatment (vehicle, n=12; muscimol, n=11) given immediately after pairing the context A with three
foot-shocks (Fig. 3D). Tests A and B were performed 7 and 8 days later.

A mixed ANOVA showed significant effects of treatment (F, ,, =10.9; p=0.003), test sessions (F, 5, =450.2;
p=0.00001), but not their interaction (F, ,, =2.1; p=0.17), for freezing time. As shown in Fig. 3E, unprotected
Newman-Keuls tests showed that muscimol and vehicle groups behaved similarly during Test A (p=0.12;
g=0.63), but animals treated with muscimol presented higher levels than controls during Test B (p =0.006;
g=2.21). Moreover, there were significant treatment effects for the discrimination index (¢, ,, =28.8; p=0.0001).
As shown in Fig. 3F, muscimol-treated animals presented lower values than controls (p =0.0001; g=2.23).

Experiment 6: Are the effects of IL inactivation on fear generalization learning-depend-
ent? To examine this question (i.e., whether muscimol-induced effects are not associated with fear sensitiza-
tion or drug effects per se), 41 animals were allocated to six groups based on the procedure they underwent on
days 1 and 2 (context A-shock pairing—CFC—as in experiment 1; US only or CTX only), and the treatment
(vehicle or muscimol) given immediately after that (Fig. 4A). Tests A and B were performed on the following
days. The experimental groups were as follow: CFC-VEH, n=7; CFC-MUS, n=7; US only-VEH, n=7; US only-
MUS, n=6; context only-VEH, n=7; and context only-MUS, n=7.

A mixed ANOVA showed a significant day 2 procedure versus treatment versus test sessions interaction
(F,35=4.8; p=0.01) for freezing time. As shown in Fig. 4B, CFC-MUS and CFC-VEH groups behaved similarly
during Test A (p=0.67; g=0.16) but presented higher freezing time levels than the other groups (p<0.0001;
£>4.38), which did not differ from each other (p>0.89; g<0.03). During Test B, the CFC-MUS group presented
higher levels than the others (p <0.009; g=2.07).

Experiment 7: Effects of IL inactivation during the consolidation of a contextual fear memory
on its subsequent extinction. To determine whether IL inactivation during consolidation interferes
with subsequent extinction learning and retention, 16 animals were randomly allocated to two groups based on
the treatment (vehicle, n =8; muscimol, n=8) given immediately after pairing the context A with three shocks
(Fig. 5A). On the next day, both groups underwent a 15-min extinction session (context A re-exposure without
US presentation). Test A (to assess the recall of extinction learning) and Test B (to assess whether extinction
learning influences freezing expressed in context B) were performed six and seven days later.

For extinction session data, a mixed ANOVA showed significant effects of time-bin (F, ss=52.7; p=0.00001)
and interaction between time-bin and treatment (F, 5,=2.7; p=0.04), but not treatment (F, ,,=1.0; p=0.32).
As shown in Fig. 5B, whereas vehicle-treated animals presented lower freezing time values from the second to
the fifth extinction session block relative to the first one (p <0.0001; g=4.71), those treated with muscimol only
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Figure 5. Effects of IL inactivation by muscimol (MUS) during the consolidation of a contextual fear memory
on its extinction, and expression in the paired context A (Test A) and the context B (Test B) (Experiment 7).
(A) The experimental design used. (B) The freezing time reduction throughout the extinction session in MUS-
treated animals was similar to controls (VEH group). (C) MUS-treated animals did not retain the extinction
learning as well as the VEH group, as observed during Test A. On Test B, they kept expressing more freezing
time than controls. (D) To estimate how efficient the extinction learning and memory process was, the time
spent freezing in the first extinction session block and that expressed during Test A were compared. There was
a difference indicative of a sufficient extinction in animals treated with VEH, but not MUS. As a result, the
freezing time delta was lower in MUS-treated animals than controls (E). Values are expressed as individual units
and/or mean+S.E.M (n per group =8). The # represents a significant difference (p <0.05) from the respective
first extinction session block (mixed ANOVA followed by the Newman-Keuls test). The * denotes a statistically
significant difference from the respective control group (mixed ANOVA followed by the Newman-Keuls test or
unpaired t-test).

presented a significant reduction from the third to the fifth extinction session block (p<0.0001; g>2.81). No
differences between groups were found across any extinction session block (p=0.11; g< 1.56).

For Tests A and B data, a mixed ANOVA showed significant effects of test sessions (F, ;,=45.5; p=0.0001) and
treatment (F, ;,=15.7; p=0.004), but not their interaction (F, ;,= 1.0; p=0.33). As shown in Fig. 5C, unprotected
Newman-Keuls tests showed that muscimol-treated animals presented higher freezing time levels than controls
during both Test A (p=0.005; g=1.54) and Test B (p=0.05; g=1.49).

To estimate how eflicient the extinction learning and memory process was, the time spent freezing in the first
3-min extinction session block (Fig. 5B) and that expressed during the 3-min Test A (Fig. 5C) were compared. A
mixed ANOVA showed significant effects of treatment (F, ;,=10.2; p=0.01), test sessions (F, ;,=15.0; p=0.02),
and their interaction (F, ;,=7.0; p=0.02). As shown in Fig. 5D, there were reduced values in animals treated
with vehicle (p=0.001; g=1.89), but not muscimol (p=0.67; g=0.60). Similarly, as shown in Fig. 5E, there were
significant treatment effects for the freezing time delta (¢, ,,=6.9; p=0.02).

Experiment 8: Effects of IL protein synthesis inhibition during the consolidation of a contex-
tual fear memory consolidation on its intensity and specificity. To investigate whether ILs influ-
ence on memory consolidation depends on protein synthesis, 16 animals were randomly allocated to two groups
based on the treatment (vehicle, n=8; anisomycin, n=8) given immediately after pairing the context A with
three shocks (Fig. 6A). Tests A and B were performed on the following days.

A mixed ANOVA showed significant effects of test sessions (F, ;,=177.3; p=0.00001), but not treatment
(F114=1.1; p=0.31) or interaction between these factors (F, ;,=1.8; p=0.20), for freezing time. As shown in
Fig. 6B, unprotected Newman-Keuls tests showed that anisomycin and vehicle groups presented similar values
during both Tests A (p=0.93; ¢=0.03) and B (p=0.14; g=1.65). There were significant treatment effects for the
discrimination index (t, ;,=10.3; p=0.006). As shown in Fig. 6C, drug-treated animals presented lower values
than controls (p=0.006; g=1.60).

Experiment 9: Effects of IL protein synthesis inhibition during the consolidation of a contex-
tual fear memory on its subsequent extinction. To this aim, 20 animals were randomly allocated
to two groups based on the treatment (vehicle, n=10; anisomycin, n=10) given immediately after pairing the
context A with three shocks (Fig. 6D). On the next day, both groups underwent a 15-min extinction learning
session. Tests A and B were performed six and seven days later, respectively.

For extinction session data, a mixed ANOVA showed significant effects of time-bin (F, ;,=30.67; p=0.000001),
but not treatment (F, ;3= 1.36; p=0.25) or interaction between these factors (F,;,=0.76; p=0.55). As shown in
Fig. 6E, both groups presented lower freezing time values from the second to the fifth extinction session block

SCIENTIFIC REPORTS |

(2020) 10:15827 | https://doi.org/10.1038/s41598-020-72856-0



www.nature.com/scientificreports/

B 100- C _1.0-

A%A-wsv“’ﬂ» A 2 B

Fam. Conditioning Test A Test B

% ' [ 1VEH
£ 80 2081 3 4 HEEAN
= c -2l
g’ 60+ _gO.G— o"o °
3 :
$ 40- £0.4-
L =
2 20+ z 0.2
a
0 0.0
Test A TestB
D Ay pagusV oy p iy A Ly g
Fam. Conditioning  Extinction Test A TestB
E 100+ F 100- G 100+ H 804
) —— VEH * ) 2
£ 80 —~— ANl 2 gg. o £ 80- + o7 60] 0
2 60- S ? 2 60- £2 40
N ¥ § 60 ) N o
© 40 Lt e N 4l o 340~ ¥ 53 20-
= o 7 ° — e
Lo Ty £ ; o 207 VEH B2 )
X 0 e 209 | o o - > 0 —— ANI g™ o o
) 090 - ()
10 20 3° 4° 5° 0 (635 ofxt. Tést o -20- .
3-min session block TestA TestB block A ~_40-

Figure 6. Effects of IL protein synthesis inhibition by anisomycin (ANI) during the consolidation of a
contextual fear memory either on its expression in the paired context A (Test A) and the context B (Test B)
(upper graphs) or on its extinction and Tests A and B (lower graphs). (A) Experiment’s 8 design. (B) ANI-treated
animals presented comparable freezing times to controls (VEH) during Tests A and B (p=0.14). (C) The ANI
group presented lower discrimination index values than the VEH group. (D) Experiment’s 9 design. (E) The
freezing time reduction throughout the extinction session in ANI-treated animals was similar to controls (VEH
group). (F) ANI-treated animals did not retain the extinction learning as well as the VEH group, as observed
during Test A. On Test B, no differences (p=0.09) were found. (G) To estimate how efficient the extinction
learning and memory process was, the time spent freezing in the first extinction session block and that
expressed during Test A were compared. There was a difference indicative of a sufficient extinction in animals
treated with VEH, but not ANI. As a result, the freezing time delta was lower in ANI-treated animals than
controls (H). Values are expressed as individual units and/or mean +S.E.M (n per group in experiment 8 =8; and
experiment 9=10). The # represents a significant difference (p <0.05) from the respective first extinction session
block (mixed ANOVA followed by the Newman-Keuls test). The * denotes a statistically significant difference
from the respective control group (mixed ANOVA followed by the Newman-Keuls test or unpaired t-test).

relative to their respective first one (p <0.0008; g>1.08). No differences between groups were found across any
extinction session block (p >0.47; g<0.32).

For Tests A and B, a mixed ANOVA showed significant effects of test sessions (F, ;3=120.2; p=0.00001),
treatment (F, ;3=21.7; p=0.0002), and their interaction (F, ;s="7.4; p=0.01). As shown in Fig. 6F, anisomycin-
treated animals presented higher freezing time levels than controls during Test A (p =0.0003; g=2.20), but not
Test B (p=0.09; g=0.99).

To estimate how efficient the extinction learning and memory process was, the time spent freezing in the first
extinction session block (Fig. 6E) and that expressed during Test A (Fig. 6F) were compared. A mixed ANOVA
showed significant effects of treatment (F, 3=6.6; p=0.02), test sessions (F, ;3=38.9; p=0.00001), and their
interaction (F, ;3=21.5; p=0.0002). As shown in Fig. 6G, there were reduced values in animals treated with
vehicle (p=0.0001; g=3.37), but not anisomycin (p=0.27; g=0.36). Similarly, as shown in Fig. 6H, there were
significant treatment effects on the freezing time delta (¢, ;,3=21.5; p=0.0002).
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Discussion

Inactivating the IL immediately after, but not six hours later, pairing the context A with either one or three shocks
significantly reduced the ability to restrict freezing to the conditioned context, as seen during Test B performed
2 and 8 days after conditioning and inferred by the discrimination index. This result indicates that information
processed in the IL, or at least passing through this medial prefrontal cortex subregion, during consolidation
influences memory specificity. It is in line with that reported by Zelikowsky et al.!! and Xu and Siidhof'?, which
lesioned the IL and inactivated both IL and PL, respectively, before contextual fear memory acquisition in rodents
that later presented higher freezing times than controls when exposed to a novel and neutral context. Xu and
Siidhof™? have suggested a neural circuitry for fear memory specificity and generalization in which IL and PL
modulate memory trace representations in the hippocampus through the thalamic nucleus reuniens. Based on
this, the IL inactivation performed in our experiments has presumably affected the functional interaction of the
neuronal circuitry underlying consolidation. Collectively, their data and ours suggest that the IL controls contex-
tual fear memory specificity at acquisition and consolidation phases by suppressing generalization. Importantly,
this view is consistent not only with animal and human cued fear conditioning results*® but also with the ILs
contribution to discriminate between fear and safety cues in both contextual and cued fear conditioning®”.
Of note, the post-acquisition IL inactivation-induced memory generalization was not associated with changes
in anxiety-related behaviors. Besides, the IL and the adjacent PL typically have opposite roles in learning and
memory processing®, a feature also valid to fear overgeneralization. Whereas stimulating the IL activity sup-
presses it*’, a similar approach applied to the PL can promote it*'.

Unlike Test B, there were no differences between muscimol and vehicle groups during Test A in any experi-
ment conducted here (except experiment 7, in which it was carried out post-extinction). This result indicates
that intensity is not a primary memory aspect influenced by the IL activity during consolidation. It is in line with
that reported by Wang et al.'”, which inactivated the IL with muscimol during the consolidation of inhibitory
avoidance memory in animals that later behaved similarly to controls. In contrast, there was a relative reduc-
tion in inhibitory avoidance when the IL was inactivated with tetrodotoxin 25 min after training'®. Differences
in the duration of the pharmacological intervention used and the moment it was given may account for the
mixed findings. Besides, the neural substrate regulating contextual fear conditioning and inhibitory avoidance is
thought to be overlapping yet distinct'® and, thus, the relative IL contribution in each case may vary. Importantly,
as previously mentioned, changes in IL plasticity patterns are associated with aversive memory consolidation.
However, they do not necessarily influence memory intensity upon retrieval and expression. Instead, they could
allow adjustments in mechanisms supporting the original aversive memory to retain the extinction one***-#,
For instance, whereas fear conditioning was sufficient to depress the IL intrinsic excitability'®'?, fear extinction
produced the opposite outcome**. Of note, dampening the excitability of IL neurons is accompanied by impaired
extinction consolidation*®.

Animals in which the IL was inactivated during consolidation extinguished similarly to controls within the
session but were unable to recall the extinction memory the following day. This result is in line with that found
when the IL was lesioned or inactivated before cued and contextual fear memory acquisition'?"'%, suggesting
that the IL controls the formation of extinction-sensitive fear memories at both stages. Of note, activity in the
IL similarly has a role not only after consolidation, in maintaining extinction-sensitive fear memories*, but
also during their extinction acquisition and consolidation**-*°. Furthermore, post-extinction Test B data from
muscimol-treated animals in experiment 7 and those from controls (without extinction) in experiments 1 and 5
are alike, suggesting that a single session of extinction learning was insufficient to attenuate the overgeneraliza-
tion produced by IL inactivation after memory acquisition.

Our result showing that anisomycin-treated animals extinguished within the session but were unable to
recall the extinction memory the following day is equivalent to that seen with muscimol and indicates that
protein synthesis in the IL is necessary for consolidating extinction-sensitive contextual fear memories. This
finding agrees with those relating de novo protein synthesis requirement in the IL to fear extinction memory
consolidation®*2 Of note, reactivating the IL neuronal ensembles involved in the original memory engram dur-
ing remote fear extinction is thought to be required for fear attenuation®. Similarly, recruiting the IL neuronal
population activated during social interaction can alleviate conditioned fear responses®*. Collectively, data suggest
that activity and plasticity in the IL during initial learning stages are essential for posterior suppression of fear.
In this context, future studies are guaranteed to examine remaining open questions. For instance, is the memory
engram representing fear memory in the IL suppressed by another representing the extinction learning? Alter-
natively, is extinction learning achieved through changes in the original engram representing the fear memory?

Although there were no statistically significant differences in p-values between anisomycin and vehicle groups
during Test A and Test B (the effect size was significant in this case) in experiment 8, a reduction in the discrimi-
nation index was shown. This result suggests that protein synthesis in the IL has moderate effects on specificity
and generalization attributes of the memory during consolidation compared to those exerted on extinction
retention. The study by Awad et al.** used a similar approach (i.e., comparing lidocaine-induced temporary inac-
tivation with anisomycin-induced protein synthesis inhibition) and found subtle quantitative differences as well.
A possible explanation for the absence of anisomycin-induced effects on Test B is the dose of 20 pg/hemisphere
used here. The dose range in which this drug produces significant effects when infused into the IL or PL varies
from 12.5 to 62.5 pg/hemisphere!>**%5>% However, that possibility is unlikely since the same dose interfered
with extinction retention (experiment 9), being selected here because it provides more spatially precise protein
synthesis inhibition than the dose of 62.5 pg/hemisphere®. Of note, we considered our results as if anisomycin
primarily had impaired the protein synthesis in the IL. However, it is acknowledged that its administration
can also interfere with other processes presumed to be necessary for cellular memory consolidation, including
monoamine levels®” and neural activity®®.
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In summary, either suppressing the activity or inhibiting protein synthesis in the IL during contextual fear
consolidation produces more generalized and extinction-resistant memories. At least three not mutually exclud-
ing potential explanations may account for this pattern of findings, namely: (i) it represents the direct IL influ-
ence over brain regions supporting aversive memory consolidation; (ii) it results from the lack of modulation of
other interconnected areas of the underlying circuitry through the IL; and (iii) it is associated with a failure in
establishing an inhibitory engram in the IL during memory consolidation. Whatever the case, the precise neural
basis and plastic mechanisms underlying the IL-related changes reported here require further examination.
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All data supporting this study are available from the corresponding author upon request.
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