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RESUMO

As memorias de medo quando disfuncionais podem levar a patologias
associadas a ansiedade, como a depressdo, o Transtorno de Panico e
Transtorno de estresse pos-traumatico. Sendo assim, torna-se fundamental a
compreensao de mecanismos bioldgicos e comportamentais que possam
contribuir no tratamento destes transtornos. O objetivo geral desta pesquisa foi
avaliar o impacto do suporte social na extingdo de uma memadria de medo e
verificar a participacdo de diferentes areas cerebrais nesta memoéria. Para isso,
foram utilizados Ratos Wistar entre 300 - 330g com canulas implantadas nas
regides CA1 do hipocampo ou CPFm, submetidos ao teino de MCC sozinhos.
Vinte e quatro horas apés, foi realizado o treino de extingdo, com duracéo de 10
minutos, sozinhos (S) ou na presenca de um coespecifico familiar (SS) e
imediatamente foram infundidas intra-CA1 ou intra-CPFm solucédo salina 0,9%
(Veiculo), anisomicina (Ani, 80 pg por lado; inibidor de sintese de proteinas),
rapamicina (Rapa; 5 pg por lado; inibidor da proteina mTOR) ou 5,6-dichloro-1-
beta-d-ribofuranosylbenzimidazole (DRB; 8 ng por lado; inibidor de expresséo
génica). Apds vinte e quatro horas os animais S ou SS foram submetidos ao teste
de extingéo, todos sozinhos, por 3 minutos. Como resultados foi encontrado que
a extincdo do medo condicionado ao contexto (MCC) na presenca de um familiar
gque nao passou pela tarefa aversiva (suporte social), pode ocorrer
independentemente da memodria original ser evocada durante o treinamento de
extincdo. O suporte social gera uma forma de aprendizagem diferente da
extincdo adquirida sem suporte social em termos das estruturas cerebrais
envolvidas. Foi observado que a extingdo da memoria de medo com suporte
social depende de sintese de proteinas na regido do CPFm, mas nao da regido
cal do Hipocampo. Esses achados podem levar a uma melhor compreenséo dos
mecanismos cerebrais envolvidos na influéncia do suporte social nas memarias

e em terapias para disturbios relacionados a memarias de medo disfuncionais.

Palavras-Chave: Memodria, Medo condicionado ao contexto, Extingcdo, Suporte Social,

hipocampo, cértex pré-frontal.



ABSTRACT

Memories of fear when dysfunctional can lead to pathologies associated
with anxiety, such as depression, panic disorder and posttraumatic stress
disorder. Thus, it becomes essential to understand biological and behavioral
mechanisms that may contribute to the treatment of these disorders. The general
objective of this research was to evaluate the impact of social support on the
extinction of a fear memory and to verify the participation of different brain areas
in this memory. For this, Wistar rats were used between 300 - 330g with cannulas
implanted in the CA1 regions of the hippocampus or PFCm, submitted to MCC
theophyte alone. Twenty-four hours later, the extinction training was carried out
with a duration of 10 minutes, either alone (S) or in the presence of a familial
coexistent (SS) and immediately infused intra- CA1 or intra-PFCin saline solution
0.9% (Vehicle), anisomycin (Ani, 80 ug per side, protein synthesis inhibitor),
rapamycin (Rapa, 5 ug per side, mTOR protein inhibitor) or 5,6-dichloro-1-beta-
d-ribofuranosylbenzimidazole (DRB , 8 ng per side, inhibitor of gene expression).
After twenty-four hours the animals S or SS were submitted to the extinction test,
all alone, for 3 minutes. As results, it was found that the MCC in the presence of
a family member who did not undergo the aversive task (social support) can occur
independently of the original memory being evoked during the extinction training.
Social support generates a different form of learning from extinction acquired
without social support in terms of the brain structures involved. It has been
observed that the extinction of fear memory with social support depends on
protein synthesis in the PFCm region, but not in the cal region of the
Hippocampus. These findings may lead to a better understanding of the brain
mechanisms involved in the influence of social support in memories and in

therapies for disorders related to dysfunctional fear memories.

Key words: Memory, Context conditioned fear, Extinction, Social support,
hippocampus, prefrontal cortex.
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1 INTRODUCAO

Ainda que ndo exista um consenso sobre a idade na qual um individuo
pode ser considerado idoso, as idades entre 60 e 65 anos servem
frequentemente como marcadores cronologicos para esta definicdo. Entretanto,
€ importante observar que esse marcador cronoldgico e o fato de tornar-se velho
nao sao necessariamente sindbnimos (WHO, 2017). A idade em si é apenas um
dos elementos balizadores da passagem do tempo (SCHNEIDER; IRIGARAY,
2008), mas acredita-se que em 2020 esta populagéo possa alcancar a marca de
32 milhdes de habitantes (BEZERRA; ALMEIDA; NOBREGA-THERRIEN, 2012).

O aumento deste contingente populacional pode ser creditado as
melhorias no sistema de saude publica, nutricdo, educacao e condi¢des de vida
e aos avan¢os na medicina que tém auxiliado na prevencao de morte prematura,
mortalidade infantil e infeccdes (BURLA et al., 2013; OEPPEN; VAUPEL, 2002).
Com a populacao envelhecida o perfil de morbimortalidades vem se modificando,
além de aumentar as necessidades em cuidados cronicos (GOTTLIEB et al.,
2011). Além das necessidades especificas da saude, se faz presente a
necessidade de compreender este processo na sociedade brasileira, tendo em
vista as alteracdes significativas num contexto social que o envelhecimento
acarreta (FELIX; CATAO, 2013; OPRESKO; SHAY, 2017).

O envelhecimento pode ser definido biologicamente como uma diminui¢ao
das fungcbBes das células, dos tecidos e dos 6rgdos, que levam a perda da
homeostase, aumentando a predisposi¢cao para doencas e, por fim, conduzindo
a morte (LEE; NOH, 2016). Este declinio € muitas vezes considerado como o
principal fator de risco para algumas doencas, tais como o cancer, a diabetes, as
cardiovasculares e as neurodegenerativas (LOPEZ- OTIN et al., 2013). Diante
destas consideragdes que apontam um declinio na funcionalidade do organismo,
no cérebro ndo é diferente. O envelhecimento cerebral estd associado a declinios
da funcao cognitiva, incluindo a memoria. Estes declinios estdo associados, ndo
apenas a uma diminuicdo do numero dos neurdnios no cérebro, mas também

com alteragfes sinapticas no
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hipocampo e no cortex pré-frontal, além de atrofia cerebral (ANDREWS-
HANNA et al., 2007; MORRISON; BAXTER, 2012).

Alguns estudos descrevem também a importancia do estilo de vida na
cognicao do idoso, sugerindo que exercicios fisicos e cognitivos podem ter efeito
benéfico na cognicdo e memdria (KUSTER et al., 2016). Além disso, também
existem achados que indicam que o engajamento social pode desempenhar um

papel importante na saide mental no final da vida (GLASS et al., 2006).

Neste sentido, pouco se sabe sobre os mecanismos neurais associados
ao suporte social. No entanto, alguns achados sugerem que o suporte social

facilita a extingdo da memoria de medo, por exemplo.

A extincdo da memoria € considerada como um novo aprendizado que
inibe a evocacdo da memdria original, ou seja, ndo é um esquecimento, mas sim
uma nova memoria que se sobrepfe a uma memoria ja existente (DE
CARVALHO MYSKIW et al., 2015; PONNUSAMY et al., 2016). Assim como na
consolidacdo da memaria original, a extincdo também pode ser modulada por
diferentes mecanismos moleculares, por farmacos que agem sobre o0s
receptores para os diferentes neurotransmissores envolvidos na aprendizagem
e memoria (FIORENZA et al., 2012), bem como a exposi¢cao a um ambiente novo
(DE CARVALHO MYSKIW et al., 2014) e a interacdo social entre seres da
mesma espécie (co-especificos) (GUZMAN et al., 2009, 2014).

Tendo em vista que o suporte social facilitacdo a extincdo da memoria de
medo, é de fundamental importancia a compreensao de seus mecanismos sobre
suas complexas func¢des, para que no futuro possa ser aplicada a disturbios
associados ao medo e ao suporte social.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ENVELHECIMENTO

As pesquisas relacionadas com a tematica memoéria e envelhecimento,
tém sido cada vez mais recorrente e relevante quando se trata da saude dos
idosos, que atualmente vivem mais do que ha 100 anos atras e representam
7,3% da populacéo brasileira, segundo o Censo de 2010 (MORIGUCHI et al.,
2014). O envelhecimento humano vem se caracterizando como um fenémeno
global influenciando tendéncias demograficas durante os séculos 20 e 21. Nos
paises desenvolvidos, 75% da populacdo morrem apos os 75 anos. No Japao,
essa expectativa de vida se diferencia ainda mais, ultrapassando os 85 anos. No
Rio Grande do Sul, apresenta ainda, um quadro que revela que as mulheres
vivem aproximadamente 8 anos mais que os homens (GOTTLIEB et al., 2011,
HANNIGAN et al., 2015; LUNENFELD; STRATTON, 2013).

O aumento da expectativa de vida é uma grande conquista da sociedade,
entretanto, o envelhecimento apresenta também grandes desafios, pois € um
processo complexo, dindmico e universal, que acarreta declinio das funcdes
bioldgicas, fisiolégicas e maior vulnerabilidade a doencas (BENNETT et al.,
2008; FONTANA; PARTRIDGE; LONGO, 2010). Sendo assim, em
conjunto com a transi¢cdo demografica, ocorre também a epidemioldgica, que se
traduz em um aumento na incidéncia de doencas crbnicas, ndo transmissiveis,
degenerativas e incapacitantes (SCHRAMM et al., 2004). Atualmente, as
doencas cardiacas, acidente vascular cerebral, cancer, diabetes, doencas
respiratérias e as doencas de Alzheimer e Parkinson sdo as principais causas
de morbidade e mortalidade (SEALS; JUSTICE; LAROCCA, 2016; WHO, 2017).

Sabe-se que durante o processo de envelhecimento humano o organismo
passa por uma seérie de modificacbes, em diferentes aspectos, tais como,
psicoldgico, social e biologico. Considerando os aspectos psicossociais alguns
estudos vém relacionando o nimero de pessoas que compdem a rede social do

idoso com as funcgdes fisicas e cognitivas. Assim, poucas relacdes
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sociais estao associadas ao desenvolvimento de incapacidades e diminui¢do de
funcgdes fisicas (LI; CHEN, 2017). Além disso a conexao social de alta qualidade
com amigos e familiares esta associada a uma menor probabilidade de
depressdo (WERNER-SEIDLER et al., 2017).

Dentre as modificacdes biologicas, destaca-se o declinio das funcdes
cognitivas, como por exemplo a aprendizagem, a memoria, a atencdo, o
raciocinio e a solugdo de problemas (ANTUNES et al., 2006). Um dos fatores
qgue podem influenciar esse declinio cognitivo no idoso, € a depressao, muito
recorrente em idosos e também estd associada a um aumento do risco de
deméncias (DINIZ et al., 2013). Existem diversos estudos que buscam identificar
0S mecanismos neurais que levam ao declinio cognitivo em idosos, no entanto,
ainda ndo esta claro quais sdo esses mecanismos, mas provavelmente, as
modificacdes nas respostas celulares e subcelulares estdo envolvidas, bem
como, alteracdes morfoldgicas e de resposta funcional local e regional das redes
neurais (BACKMAN et al., 2006).

2.2 Memoéria e Memoéria de Extingéo

As memorias que acompanham cada individuo sdo formadoras de sua
identidade, guiando comportamentos, conectando o que ja foi feito e suas
consequéncias a novas experiéncias e seus novos desfechos, ou ndo. Uma
pessoa sem a capacidade de armazenar ou acessar suas memorias tende a
isolar-se do que é (STERN; ALBERINI, 2013). A memaria pode ser considerada
como um processo individual, ou seja, mesmo vivenciado experiéncias idénticas,
cada individuo ird armazenar e recordar essas informacdes a sua maneira
(IZQUIERDO, IVAN, 2008).

Apés uma informacdo ser adquiridas, ou seja, aprendida, ela pode
permanecer armazenada por um curto periodo de tempo ou por um longo
periodo de tempo, sendo assim, classificadas em memdrias de curta ou de longa
duracdo. A memoria de curta duracdo permanece armazenada por alguns
minutos ou horas, podendo perdurar de 3 a 6 horas no maximo, enquanto a
memoéria de longa duracdo permanece armazenada por muitas horas, dias,

meses ou anos. Porém, quando perdura pela vida toda séo
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chamadas de memdrias remotas. E importante destacar que a memdria de curta
duracgdo ndo depende de sintese proteica, mas sim de sucessivas ativacdes de
diferentes vias de sinalizacdo, envolvendo varias proteinas quinases. Ja a
memoria de longa duracédo, necessita de sintese de proteinas e de transcricao
génica para ser armazenada (COWAN, 1998; IZQUIERDO, IVAN, 2008).

O processo de armazenamento das informacfes recém-adquiridas é
chamado de consolidagéo (DE CARVALHO MYSKIW et al., 2015; IZQUIERDO;
FURINI; MYSKIW, 2016; MCGAUGH, 2000; IZQUIERDO et al., 2008), o
processo pelo qual um novo traco de memodria é gradualmente formado
(BADDELEY et al., 2011). Enquanto estdo sendo consolidadas, as memorias
encontram-se labeis e sdo sensiveis a interferéncias, tanto positivas (como a
incorporacdo de novas informacfes) quanto negativas (como a acdo de
inibidores de sintese proteica ou 0 acontecimento de eventos traumaticos) (DE
CARVALHO MYSKIW et al., 2015; IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016).

Quando evocadas, as memdrias ja consolidadas tornam-se novamente
labeis e susceptiveis a novas interrupces (DEBIEC; LEDOUX; NADER, 2002;
SARA, 2000) este processo € também conhecido como evocacéo, reativacao,
recordacdo, lembranca ou recuperacdo (IZQUIERDO, IVAN, 2008). A
consolidacdo de memorias de longa duracdo conta com modificacdes sinapticas,
morfologicas e funcionais, que parecem formar a base da evocacédo (SZAPIRO
et al., 2002), ja a formacdo de novas memdrias estd baseada na evocacao de
experiéncias ocorridas no passado, visto que € a memoria do passado que
organiza e da sentido as experiéncias perceptuais do presente (IZQUIERDO,
IVAN, 2008; SARA, 2000). A evocacdao de uma memdéria previamente
consolidada pode desencadear dois processos distintos e dependentes de
sintese de proteinas: a consolidacdo, que pode fornecer uma janela de
oportunidades para a manutencao, o fortalecimento e atualizagéo (integracéo de
novas informac¢des) da memoéria evocado (NADER; SCHAFE; DOUX, 2000;
SARA, 2000); ou a extingdo, que consiste de um novo aprendizado (DE
CARVALHO MYSKIW et al., 2015; IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016).
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A extincdo foi descrita por Pavlov ha mais de um século, e consiste na
inibicdo da evocacao de uma resposta aprendida por repeticdo de estimulo que
a produzem sem a apresentacao do reforco. A extingdo € um processo ativo de
aprendizagem decorrente da reexposicao a informacéo/situacao na auséncia de
reforco, a qual leva a formacao de uma nova memoaria que se sobrep&e a original
(DE CARVALHO MYSKIW et al., 2015). Ainda, de forma mais simples, pode-se
dizer que a extincdo € a inibicdo da recuperacdo de uma memoria adquirida
anteriormente (FURINI; MYSKIW; IZQUIERDO, 2014)

Em um texto escrito por Izquierdo, “A Arte de Esquecer”, o autor comenta
a importancia de esquecer, ou ao menos de algumas memdrias serem mantidas
longe de sua evocacgdo (IZQUIERDO, IVAN, 2008). Na clinica, a extincdo é
conhecida como terapia de exposicdo, sendo utilizada no tratamento de
disturbios desencadeados pela evocacdo recorrente de memorias de medo
(FIORENZA et al., 2012; IZQUIERDO, IVAN, 2008).

O processo de extincdo depende de ativacdo de receptores
glutamatérgicos NMDA, proteina quinase dependente de AMPc, proteinas
quinases reguladas extracelularmente, proteina quinase dependente de calcio e
calmodulina, expressao génica e sintese proteica em uma ou mais das seguintes
estruturas encefalicas: hipocampo, amigdala basolateral, cortex entorrinal e
cortéx pré-frontal ventromedial (FURINI; MYSKIW; [ZQUIERDO, 2014;
IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016; IZQUIERDO, IVAN, 2008).

2.2.1 Memo6ria de medo e medo condicionado ao contexto

A memoria de medo é a forma de memoéria mais bem estudada, muito
provavelmente devido a importancia do medo na sobrevivéncia. No entanto,
existem diferentes formas de lidar com o medo, em que cada individuo lida de
uma determinada maneira diante de uma mesma situacao (LONSDORF; MERZ,
2017).

A auséncia do medo em seres humanos é considerada perigosa e
potencialmente letal (IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016). No entanto, é

sabido que existem memodrias de experiéncias de medo que podem levar a



18

condicbes patogénicas, como ansiedades e fobias, podendo interferir em
atividades das mais corriqueiras de um individuo como sair de casa, por
exemplo. Nos ultimos anos, houve grandes avancos na compreensao dos
fundamentos neurobiolégicos da formacédo de memadria de medo e extingédo. Foi
mostrado que a extincdo ndo é mediada por uma regido especifica do cérebro.
Em vez disso, ela depende da plasticidade de uma rede neural, envolvendo

amigdala, o cortex pré-frontal e o hipocampo (ORSINI; MAREN, 2012).

Acredita-se que individuos que possuam uma rede de apoio, podem
enfrentar melhor situacfes de medo, se comparado com individuos sozinhos. Na
pesquisa basica, alguns estudos (KIYOKAWA et al., 2014; LIPINA; RODER,
2013; LIU; YUAN, 2016a) vém sendo realizados, utilizando o paradigma do
suporte social ou “social buffer”, a fim de compreender os mecanismos neurais

envolvidos nessa memoria.

Em modelos animais, o condicionamento do medo pavloviano tem sido
um modelo influente para o estudo dos transtornos de ansiedade e medo
(CHANG et al.,, 2009; MILAD et al., 2006). O modelo classico de medo
condicionado ao contexto, consiste na associacdo que o animal faz entre um
estimulo condicionado (contexto) e um estimulo incondicionado (estimulo
elétrico nas patas), desta forma gerando uma resposta de medo condicionado
(imobilidade). A resposta de medo pode ser extinta diante da reapresentacéo do
estimulo condicionado (contexto) na auséncia de um estimulo incondicionado
(estimulo elétrico) (DE CARVALHO MYSKIW et al., 2015; IZQUIERDO; FURINI;
MYSKIW, 2016; MILAD et al., 2006).

2.3 Cortex Pré-Frontal e Hipocampo na memoaria de extincao

Nos ultimos anos, houveram grandes avancos na compreensdo dos
fundamentos neurobioldgicos da formacdo de memdéria de medo e extingdo. Foi
mostrado que a extincdo ndo é mediada por uma regido especifica do cérebro.
Em vez disso, ela depende da plasticidade de uma rede neural, envolvendo
amigdala, cortex pré-frontal e hipocampo (ORSINI; MAREN, 2012). O processo

de extingcdo depende de ativacdo de diferentes receptores
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bem como, glutamatérgicos NMDA, além de proteina quinase dependente de
AMPc, proteinas quinases reguladas extracelularmente, proteina quinase
dependente de calcio e calmodulina, expressao génica e sintese proteica em
uma ou mais das seguintes estruturas encefélicas: hipocampo, amigdala
basolateral, cortex entorrinal e cortéx pré-frontal ventromedial (FURINI;
MYSKIW; 1ZQUIERDO, 2014; I1ZQUIERDO; FURINI;, MYSKIW, 2016;
IZQUIERDO, IVAN, 2008).

Evidéncias demonstram a importancia da participacdo do cortex pré-
frontal medial (CPFm) na tarefa de medo condicionado ao contexto, e que esta
regido é especialmente sensivel a experimentos envolvendo tarefas sociais e
emocionais (BRILL-MAOZ; MAROUN, 2016; MORGAN; ROMANSKI; LEDOUX,
1993), notavelmente relacionado a disturbios como Transtorno de estresse pos-
traumatico, depressado, estresse crénico e dor (ROY; SHOHAMY; WAGER,
2012). Além disso, lesbes pré-frontais causam déficits no comportamento social,
como a perda da afinidade do grupo social, bem como demonstraram um papel
critico para esta area do cérebro em varios aspectos da cogni¢cao, emocao e
comportamento (MYERS; SWETT; MILLER, 1973; ROY; SHOHAMY; WAGER,
2012). Ja o hipocampo apresenta forte relagdo com a aprendizagem contextual
nos estudos de condicionamento do medo pavloviano em ratos, além de estar
envolvido na modulacéao da exprecéo de ansiedade e condicionamento de medo
(MAREN; HOLT, 2004; ZHANG et al., 2014). LesBes nesta regido geram prejuizo
de aprendizagem contextual (KLEIN et al., 2015; MOSER et al., 1995). No
entanto, existe uma lacuna na literatura diante da compreensao das estruturas e
mecanismos envolvidos na aprendizagem da memoria de extingcdo com suporte

social em ratos.

2.4 Suporte social

Compreendendo que o comportamento é a tentativa do organismo de
se adaptar as mudancas de condi¢des internas e externas, € importante salientar
que o comportamento social € uma construcdo complexa (MOY et al., 2004) que
envolve inimeros fatores e que em diferentes espécies estes ajustes podem
variar (SCOTT, J. P., FREDERICSON, E., 1951). Neste sentido,estudos que
utilizam modelos animais sociais como os ratos, camundongos e zebrafish, vém
tentando avaliar o impacto de um coespecifico nos mecanismos neurais e

comportamentais envolvidos na memdéria social. Na ciéncia, tal fendmeno é
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descrito como “social buffering” ou Suporte social (como sera mencionado no

decorrer deste trabalho). E reconhecido como um efeito de modalidade multi-
sensorial, consistindo por contato fisico direto, observacao visual e/ou olfacao
(LIU; YUAN, 2016).

As percepcdes de sinais comportamentais, entre animais de mesma
espécie, podem influenciar nas respostas ao estresse. Em tarefas relacionadas
a extincdo da memoria de medo sugerem que a interacdo social pode ser um
regulador positivo na inibicdo da resposta comportamental de medo e assim
poderia ser uma alternativa facil, acessivel para tratamento de disturbios
relacionados ao medo (BRILL-MAOZ; MAROUN, 2016).

Existem evidencias de que a intensidade da resposta de reducdo de
comportamento de medo é mais eficiente quando a participacdo de membros de
mesma espécie e principalmente se este coespecifico ndo passou pela situagdo
de estresse (KIYOKAWA et al., 2014).

Um estudo realizado com ratos machos, para avaliar a importancia do
suporte social, baseado no odor de um coespecifico, encontrou que 0s
mecanismos associados a FOS (um fator de transcricdo génica) na amigdala,
foram os mesmos quando comparado o suporte social realizado por um
coespecifico doador de odor desconhecido e um doador de odor familiar, no
entanto ficou claro que o efeito do suporte social de um odor doador familiar é
mais eficaz na resposta de medo condicionado ao contexto (KIYOKAWA et al.,
2014).

O suporte social ja possui algumas evidéncias sobre seus mecanismos
neurais. Em um estudo, realizado recentemente, os autores avaliam a
importancia de pistas visuais e olfativas, isoladamente ou concomitantemente do
suporte social em um modelo experimental em Zebrafish. Neste estudo, o
suporte social pelo estimulo visual foi representado por diferentes tamanhos de
cardume familiar do peixe testado, e como estimulo olfativo, foi colocado uma
quantidade de agua do aquario do cardume do qual o peixe testado fazia parte.

Como resultado o estimulo visual, em zebrafish, foi mais eficaz que o estimulo
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olfativo na promocao da diminuicdo da resposta de medo. Porém, o estimulo
visual e olfativo quando concomitantes sdo ainda mais eficientes. Além disso, foi
mostrado que o suporte social revelou uma co-ativacdo em regides homologas
do cérebro, mesmo fendmeno que ocorre em mamiferos, sugerindo que o
suporte social durante um evento ameacgador parece ser um processo
conservado entre as espécies (FAUSTINO; TACAO-MONTEIRO; OLIVEIRA,
2017).

Notavelmente, o comportamento também pode ser modelado pela
aprendizagem observacional (vicéria), e assim, um grupo de pesquisadores
investigou o suporte social com a participagao de 21oespecifico “com medo” e
21oespecifico “sem medo”. Nestes achados, relatam que a atenuagcdo do
condicionamento do medo feito pelo grupo de animais “sem medo” foi em grande
parte, mas nao inteiramente, mediada pela aprendizagem indireta. Esses
achados identificam um importante processo de suporte social que serve para
prevenir uma inducdo de medo em resposta a eventos estressantes isolados e
moderadamente intensos (GUZMAN et al., 2009). J&, outro grupo encontrou
diminicdo do comportamento de medo quando os animais coespecificos sdo
expostos juntos a uma situacéo de medo (LEE; NOH, 2016).

Ja existem evidencias da importancia da participado do Coértex Pré-
Frontal Medial (CPFm) na tarefa de medo condicionado ao contexto, e que esta
regido é especialmente sensivel a experimentos envolvendo tarefas sociais e
emocionais (BRILL-MAOZ; MAROUN, 2016), e que lesdes pré-frontais causam
déficits no comportamento social, como a perda da afinidade do grupo social em
macacos (MYERS; SWETT; MILLER, 1973).

Diante do exposto, os estudos ainda deixam lacunas a serem investigadas
para uma maior compreensdo dos mecanismos envolvidos na extincdo do medo,
num modelo experimental de extingdo com suporte social. Dentre os sistemas
enddgenos capazes de modular as memarias estad o sistema serotoninérgico,
gue nos ultimos dez anos, descobriu-se que esta envolvido com diversas funcdes
de integracdo do sistema nervoso central, tais como o humor, o estado de
ansiedade, estresse, agressividade, alimentacdo, cognicdo e comportamento

sexual. Segundo Brend Olivier “E espantoso que
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um neurotransmissor seja capaz de desempenhar esse papel”’. A descoberta da
serotonina e da sua funcdo na década de 1960, e na sequéncia o
desenvolvimento dos SSRIs (Serotonin Selective Reuptake Inhibitors), foram
grandes achados para o campo dos tratamentos de doencas psiquiatricas
(MOHAMMAD-ZADEH; MOSES; GWALTNEY-BRANT, 2008; OLIVIER, 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar a participac@o do cortex pré-frontal e do hipocampo na extingdo da

memoria de medo condicionado com suporte social.

3.2 Objetivos especificos

Verificar a participac@o do cortex pré-frontal medial na extingdo da memoria de

medo condicionado ao contexto com suporte social.

Verificar a participacéo da regidao CA1 do Hipocampo na extingdo da memoria

de medo condicionado ao contexto com suporte social.
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4 METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar de aproximadamente trés meses
de idade, pesando em média 300 gramas, provenientes do Centro de Modelos
Biologicos Experimentais (CeMBE) da PUCRS, e foram alojados no biotério do
Centro de Memoria, localizado no prédio 64 desta instituicio e mantidos em
grupos de quatro por caixa moradia; com agua e comida a vontade, com ciclo
claro/escuro de 12/12 horas (luz a partir das 07:00 horas e escuro a partir das
19:00 horas) e, a uma temperatura ambiente constante de 22°C + 1. As caixas
moradia foram trocadas e higienizadas 3 vezes por semana pela equipe
altamente treinada e capacitada do CeMBE. Todos os procedimentos previstos
no projeto foram realizados somente apds a aprovacio da Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da PUCRS.

4.2 Cirurgia estereotaxica

Os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantacéo
bilateral de canulas guia de 0,2 mm de calibre posicionadas a 1 mm acima da
regido CA1 do hipocampo dorsal (A -4.2, L+ 3.0, V -1.8 mm) ou do Cortex Pré-
frontal (A-2.9,L£1.0,V -4.1 mm), segundo as coordenadas do Atlas de Paxinos
e Watson (1986). Todo o procedimento foi realizado com os animais previamente
anestesiados com ketamina, juntamente com Xilazina, um
sedativo/miorrelaxante/analgésico, ambos administrados intraperitonealmente
(i.p.), nas doses de 75 mg/Kg e 10 mg/Kg, respectivamente. Durante o periodo
pos-operatorio, 24 horas e 48 horas ap0s a cirurgia, 0s animais receberam

Meloxicam 0,2%, administrado via subcutéanea, na dose de 2 mg/Kg.

4.3 Manipulagdes dos animais

Sete dias apo0s a cirurgia os animais foram submetidos a trés sessdes
de manipulagdo, em dias sucessivos. Durante cada sessédo, os mesmos foram

levados da sala de alojamento até a sala onde os experimentos
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comportamentais foram realizados, retirados da caixa moradia e manuseados
durante 5 minutos. Apds 24 horas da ultima sessao de manipulacdo os animais

foram submetidos aos paradigmas comportamentais.

4.4 Intervencdes farmacoldgicas

Os animais receberam infusdes intra-CPFm e intra-CA1l de solucéo
salina 0,9% (Veiculo), anisomicina (Ani, 80 ug por lado; inibidor de sintese de
proteinas) ou rapamicina (Rapa; 5 pg por lado; inibidor da proteina mTOR; do
inglés mammalian target of rapamycin) e receberdo 5,6-dichloro-1-beta-d-
ribofuranosylbenzimidazole (DRB; 8 ng por lado; inibidor de expressao génica)
imediatamente apds a sessao de treino de extingao.

Além disso, receberao agonistas e antagonistas dos receptores 5- HT1A
no CPFm e na regido CA1l do hipocampo dorsal. O agonista seletivo dos
receptores 5-HT1A, 8-OHDPAT (32 nmol; BIAGIONI et al., 2016) e, o antagonista
seletivo dos receptores 5-HT1A, WAY-100635 (0,74 nmol; BIAGIONI et al.,
2016). As drogas foram adquiridas da empresa Sigma U.S.A. As mesmas séo
dissolvidas de acordo com as especificacbes do fabricante e mantidas em
aliquotas a uma temperatura de - 20°C.

Para as infusdes farmacologicas na regido alvo foi utilizado uma
microseringa Hamilton acoplada a um tubo de polietileno com uma agulha de
infusdo (0,05 mm de diametro). Assim, foram infundidos bilateralmente os
volumes de 1 pl na regido CA1 do hipocampo dorsal e no cértex pré-frontal por
hemisfério cerebral de veiculo no qual a droga foi dissolvida (anisomicina ou
rapamicina). Ao término, as agulhas de infusdo foram mantidas no interior das

canulas-guia por pelo menos mais 60 segundos, a fim de evitar refluxo de liquido.

4.5 Protocolo do paradigma de medo condicionado ao contexto

O aparato utilizado para estudar o Medo condicionado ao contexto foi
uma caixa de condicionamento (35 x 35 x 35cm) formada de acrilico, cujo
assoalho é constituido por barras metalicas que conduzem corrente elétrica, e a

parte frontal em acrilico transparente, no alto da parede de fundo de acrilico
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fica acoplado uma camera Gopro HERO 3, para o armazenamento dos videos.

Este aparato fica dentro de uma caixa de isolamento acustico.

4.5.1 Protocolo Experimental De Extingcdo com Suporte Social

No dia 1 (sesséo de treino de Medo Condicionado ao Contexto - MCC),
os animais foram colocados individualmente na caixa de condicionamento, e
apos um periodo de 120 s, foram apresentados 3 estimulos elétricos de 0,5 mA,
com intervalo de 30 s entre eles. Trinta segundos apds o ultimo choque o animal
retorna a sua caixa moradia. Vinte e quatro horas depois (dia 2) os animais foram
submetidos a uma sesséao de treino da extin¢do, para isso eles foram colocados
individualmente ou em pares ha mesma caixa onde aconteceu a sessao de treino
de extin¢do, e apds 10 min retornaram a sua caixa moradia. Vinte e quatro horas
depois os animais foram submetidos a uma sesséo de teste de extincéo (dia 3),
individualmente na caixa de condicionamento por 180 s. Foi medido o tempo
total de freezing como resposta condicionada. Freezing é o comportamento mais
medido em testes de condicionamento de medo. E definido como a auséncia de
qualquer movimento, exceto 0 movimento de respiracdo. Tal comportamento foi
medido por observacéo direta, por um pesquisador capacitado, com o auxilio de
um cronémetro. Todas as sessdes foram gravadas por uma camera digital da
marca GoPro, em caso de qualquer eventualidade as imagens séo reavaliadas.
E assim, durante a sessdo de treino e teste da extincdo foram quantificados o
tempo de freezing de cada animal, com o objetivo de avaliar a expressao da
memoria aversiva em animais. E importante destacar que imediatamente apés a
sessdo de treino de extingdo foram infundidas as drogas, bilateralmente no
cortex pré-frontal medial ou CA1 do hipocampo.



Quadro 1 — Protocolo experimental da extingdo com suporte social:

AR 28h | 10 min 24h 3 min

Tr Ext Teste

Fonte: Clarissa Penha Farias, 2017

4.6 Desenho experimental

Os grupos experimentais estdo apresentados a baixo:
GRUPO 1 - submetidos a sesséo de tr, ext e teste individualmente
GRUPO 2 - submetidos a sessao de tr individualmente, ext pares e teste
individualmente

Quadro 2: Desenho experimental da extincdo com suporte social

I

i

Tr MCC (Dia 1) - Grupo 1 e 2

= A
el
i1

- \.él
(7

i

Tr Ext (Dia 2) - Grupo 1 Tr Ext (Dia 2) - Grupo 2
- ¢
Teste (Dia 3) - Grupo 1 Teste (Dia 3) — Grupo 2

fonte: Clarissa Penha Farias, 2017.
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4.7 Avaliacao histoldgica da regido estudada

Ao término dos experimentos comportamentais, 0s animais previamente
operados, foram avaliados histologicamente quanto a colocagéo de suas canulas
guias nas regides cerebrais alvo, visando assim garantir que apenas os dados
comportamentais de animais que efetivamente receberam a administracédo
correta das drogas foram incluidos na analise estatistica final. Para este
procedimento histolégico, os animais foram submetidos a infuséo bilateral de
uma solugéo de azul de metileno a 4% atraves das canulas guia; quinze minutos
depois serdo eutanasiados (Tiopental sodico 100 mg/Kg i.p.) e entédo
decapitados. Seus cérebros foram removidos e colocados em uma solucédo de
formol 4% por um periodo de quatro dias, a partir disso procedera a analise
histoldgica, considerando somente os animais com a infusdo de azul de metileno

dentro de 2 mm2 dos locais alvos.

Figura.l.: Desenho ilustrativo do cérebro de rato mostrando sombreada a regiéo
CPFm (A) e regiao CAl do hipocampo dorsal (B) onde posteriormente é
realizada a implantacdo das canulas guias.

Fonte: Fiozenza et al., 2012
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4.8 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software Graph-Pad
Prisma 5.1. Os dados foram analisados por ANOVA de uma via seguido do teste
de Newman-Keuls. Os dados foram expressos como media + erro padrédo da
média. Para todos os dados os valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

4.9 Aspectos éticos

Todos os procedimentos foram realizados com o maximo de cuidado
para evitar o desconforto e o sofrimento dos animais. O projeto foi submetido a
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Pontificia Universidade Catdlica do
Estado do Rio Grande do Sul e, somente apds a sua aprovac¢ao foi dado inicio
aos procedimentos experimentais, 0s quais estdo de acordo com as normas
regidas por esta universidade. Aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da PUCRS sob registro: 7480 (ANEXO A).
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Abstract

Extinction of contextual fear conditioning (CFC) in the presence of a familiar non-
fearfull conspecific (social support), like that of others tasks, can occur regardless
of whether the original memory is retrieved during the extinction training.
Extinction with social support is blocked by the protein synthesis inhibitors,
anisomycin and rapamycin and by the inhibitor of gene expression, DRB, infused
immediatelly after extinction training into the ventromedial prefrontal cortex
(vmPFC) but unlike regular CFC extinction, not in the CA1 region of the dorsal
hippocampus. So social support generates a form of learning that differs from
extinction acquired without social support, in terms of the brain structures
involved. This finding may lead to a better understanding of the brain mechanisms
involved in the social support of memories, and in therapies for disorders related
to dysfunctional fear memories. Thus, here we show for the first time that the
consolidation of extinction memory with social support relies on vmPFC rather
than hippocampus gene expression and ribosomal and mTOR-dependent protein
synthesis. These results provide additional knowledge about the cellular
mechanisms and brain structures involved on the effect of social support in

changing behavior and fear extinction memory.

Keywords: Contextual fear conditioning; Extinction; Prefrontal cortex;
Hippocampus; Social buffering, Social support.
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Significance Statement

The presence of a familiar non-fearful conspecific during the extinction training
session inhibits the retrieval but not the consolidation of extinction of contextual
fear conditioning. This effect relies on vmPFC rather than hippocampal gene
expression and on ribosomal and mTOR-dependent protein synthesis. These
results provide new knowledge about the cellular mechanisms and brain
structures involved on the effect of social support in changing behavior and fear

extinction memory.



Introduction

Fear memories are essential for survival, however, their overexpression and/or
generalization to other than the original stimulus, may lead to fear- and anxiety-
related disorders, such as phobias and posttraumatic stress disorder (PTSD) (1—
7). Currently, the first-line treatment for these disorders are the extinction- based
exposure therapies (2,3,8,9), which suppresses fear response by repeatedly
exposing the subjects to the fear-inducing stimulus without harmful
consequences (10).

Pavlovian fear conditioning is a widely used experimental model to study fear
learning and extinction (8,11-13). In this paradigm, a neutral conditioned stimulus
(CS) is paired with an aversive unconditioned stimulus (US). Subsequent
presentations of the CS alone elicit a conditioned fear response (CR) (2,7,12).
Multiple presentations of the CS in the absence of the US will eventually induce
extinction memory, which decrease fear response to the CS (2,7,11). Fear
extinction memory requires, at the time of consolidation, protein synthesis in
several brain regions, such as hippocampus (14-19), ventromedial prefrontal
cortex (8) and basolateral amigdala (20).

The expression of fear response can be modulated by many factors including by
social presence (21-24). It has been reported that the presence of a conspecific
reduces stress and fear responses to threat situation (25-30) Such reduction in
fear responses can be greater when the conspecific is familiar and/or non-fearful
(15). This social support effect is known as social buffering and seems to involve
direct physical interaction, visual observation and/or olfaction (25,26,32—-34). In
addition, the presence of a conspecific blocks the fear response to an auditory
CS (35) and facilited fear extinction.

In the current study, we first examined the effect of social support by a familiar
non-fearful conspecific during an unreinforced retrieval on the extinction memory
of contextual fear conditioning (CFC). Then we study the effects of a ribossomal
protein synthesis inhibitor, anisomycin (Ani); a mTOR dependent protein
synthesis inhibitor, rapamycin (Rapa); and a gene expression inhibitor, 5,6-
dichloro-1-beta-d-ribofuranosylbenzimidazole (DRB) on fear extincion memory of
CFC with social support when infused into the CA1l region of the dorsal

hippocampus or ventromedial prefrontal cortex (vmPFC).



Results

Effect of social support by a familiar conspecific on the extinction of CFC.
To verify the effect of social support on the extinction memory of CFC, animals
were submitted to a training session (CFC) alone. After 24 h they were submitted
to a 10-min extinction training session (Ext Tr) either Alone or in the presence of
a familiar conspecific, Support; and after another 24 h, the animals underwent a
3-min extinction retention test (Test), always alone. As can be observed in Fig. 1,
animals whose Ext Tr occurred with social support expressed less freezing
behavior than animals submitted to the Ext Tr alone. One-way ANOVA showed
significant differences between groups (F@.28)= 16.40; P < 0.0001), and Newman-
Keuls test revealed significant differences between the first 3 min of Ext Tr
Support and the first 3 min of Ext Tr Alone. However, both groups (Alone and
Support) exhibited similar levels of freezing during the Test, indicating that even
in the absence of retrieval, animals submitted to the Ext Tr with a familiar
conspecific were able to learn the extinction of CFC. Clearly, social support adds
a degree of complexity to the task under study (one more stimulus and its

consequences to be analysed besides the regular CS and US).

Effect of Ani, Rapa and DRB given into the vmPFC on the consolidation of
extinction of CFC with social support. A time-honored way of assessing
whether a given brain structure participates in a given behavioral task is to study
the effect of inhibition of ribosoamal or mTOR-mediated protein synthesis and of
gene expression in that structure. For these purposes, the effect of the localized
infusion of well-known inhibitors of these processes, the most widely used of
which are, respectively, anisomycin, rapamycin and DRB (7,14,15). To verify the
participation of vmPFC on extinction of CFC with social support, animals were
submitted to a training session (CFC) alone. After 24 h they were submitted to a
Ext Tr either Alone or Support. Immediately after the Ext Tr session, animals
received intra-vmPFC infusions of vehicle (Veh), anisomycin (Aniso, 80 ug per
side; inhibitor of ribosomal protein synthesis), rapamycin (Rapa, 5 pug per side;
inhibitor of mMTOR-mediated protein synthesis) or DRB (5,6-dichloro-1-beta-d-
ribofuranosyl benzimidazole; 8 ng per side; inhibitor of gene expression). The
doses were taken from the literature (7,14,15). Twenty-
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four hours later, the animals underwent an Test, always alone. In Figure 2A Two-
way ANOVA reveled a significant difference between the variables: Interation
(F"8=3.62; P = 0.0018), Treatment (F"#5=15.47; P < 0.0001) and Groups (F*8°
= 12.81; P = 0.0006). In Figure 2B, Interacion (F"-’®¢ = 8.65; P < 0.0001),
Treatment (F7-76 = 30.56; P < 0.0001) and Groups (F*7¢=39.91; P <

0.0001) and ind the Figure 2C, Interacion (F"-’¢ = 5.55; P < 0.0001), Treatment
(F"7¢ = 20.12, P < 0.001) and Group (F-76 = 18,25; P < 0.0001). During the
Test, animals of both Alone and Support groups that received intra-vmPFC
infusions of Aniso (A), Rapa (B) or DRB (C) showed an impairment of extinction
memory when compared to their control groups. Two-way ANOVA followed by
Boferroni in test revealed significant differences between Veh and Ani (Fig. 2A),
Veh and Rapa (Fig. 2B) and DRB (Fig. 2C) groups on the Test. Similar result was
observed on the Test Support group, when compared the treated groups with
their respective Veh-treated group. The results obtained using Ani, Rapa and
DRB infusions suggest that the vmPFC is involved in the consolidation of
extinction of CFC with social support.

Effect of Ani, Rapa and DRB given into the CA1 on the consolidation of extinction of
CFC with social support. In order to verify the participation of the CA1 region of the
hippocampus on extinction of CFC with social support, the protocol described above
was repeated, except that now, animals received intra-CA1l infusions of vehicle (Veh),
Aniso (80 ug per side), Rapa (5 ug per side) or DRB (8 ng per side) immediately after the
Ext Tr. In Figure 3A Two-way ANOVA reveled a significant difference between the

variables: Interation (F 7 68

=13,30; P <0.001), Treatment (F 7% = 28,26; P < 0.001) and Groups (F 1, 68)
=49,53; P <0.001). In Figure 3B, Interation (F7-8°=47.09; P < 0.0001), Treatment
(F780 =52,81; P <0.001) and Group (F%8 =208.87;P < 0.0001)

and the Figure 3C, Interatio (F 7-8°= 16,09; P < 0.0001), Treatment (F’-8° = 28,33;
P < 0.0001) and Groups (F*8° = 89.66; P < 0.0001). As shown in Fig. 3,
animals whose Ext Tr occurred Alone and received intra-CAL1 infusions of Aniso
(A), Rapa (B) or DRB (C) exhibit an impairment on extinction memory when
compared to their control groups on the Test. Two-way ANOVA followed by
Boferroni in test revealed significant differences between Veh and Ani (Fig. 3A),
Veh and Rapa (Fig. 3B) and DRB (Fig. 3C) groups on the Test. While the animals

whose Ext Tr occurred with Social Support and received intra-CA1l
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infusions of Aniso (A), Rapa (B) or DRB (C) were able to extinguish the memory
as well as the control group on the Test. The results obtained using Ani, Rapa
and DRB infusions suggest that the CAl region of the hippocampus is not

involved in the consolidation of extinction of CFC with social support.

Discussion

Here we show that the presence of a familiar non-fearful conspecific during the
extinction training session inhibits the retrieval but not the consolidation of
extinction of CFC. Concerning whether the vmPFC and CA1 region of the dorsal
hippocampus play a role in extinction of CFC with social support, our findings
show that Ani, Rapa and DRB given into the vmPFC, but not into the CA1, impairs
the consolidation of extinction of CFC. So social support generates a form of
learning that differs from extinction acquired without social support, in terms of
the brain structures involved.

Stress and fear responses induced by exposure to stressful stimuli can be
attenuated when animal is exposed in the presence of a conspecific (25,31). This
phenomenon is known as social buffering and has been demonstrated as an
important strategy of social support in humans (36) and other species, including
pigs (37), guinea pigs (38), cats (39), sheep (40), rhesus monkeys

(41), zebrafish (42) and rodents (21,25,27,31,32,43).

The effect of social buffering on fear memory in rodents demonstrates that the
presence of a conspecific decreases escape, avoidance and freezing behavior
(25,31,44,45) and can occur either by pair-housing after a stressful traumatic
event or by pair-exposure to an acute stressor or fear conditioning with an
unfamiliar conspecific animal (28,45), however the effect is more prominent when
the conspecific is a familiar animal (46).

Studies investigating the neural pathways that underlie the social buffering of
conditioned fear responses indicate that pair-exposure to a contextual
conditioned stimulus (CS) attenuates the c-Fos expression in the paraventricular
nucleus (PVN) of hypothalamus and lateral (LA) and central amygdala (28,31,47).
Also, the presence of a conspecific suppressed the behavioral responses and
hypothalamic-pituitary-adrenal axis activation to the CS, leading the

corticosterone levels equal to a nonconditioned group (46). The
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pharmacological antagonism and genetic down-regulation of oxicitocin receptors
in lateral septum, but not in the hipocampus, supressed, while oxytocin
administration facilitated the reduction of fear conditioning behavior induced by
pre-exposure to nonfearful conspecifics (48).

The effect of social support also seems to occur during the extinction process.
Animals submitted to an extinction training that is unable by it self to induce
extinction of fear memory, when in the presence of an unfamiliar conspecific
exhibited inhibition of freezing responsens on test session that was followed by a
decreased c-Fos expression in the PVN and LA, indicating a facilitation of
extinction (22). Bredy and Barad (2008) (49) reported that exposing mice to a
recently fear-conditioned familiar conspecific or to a urinary chemosignal from
shocked conspecifics facilitates extinction learning but not the retention of
extinction memory. Moreover, the presence of another animal in the extinction
training facilitates extinction memory consolidation, and this effect is mediated by
oxytocin in medial prefrontal cortex (MPFC), once the intra-mPFC infusions of an
oxytocin selective agonist enhanced while the infusion of an antagonist blocked
the facilitation of extinction induced by a conspecific (21).

Here we verified that the presence of a familiar conspecific on the extinction
training session was capable of inhibit the retrieval of fear memory but not the
consolidation of extinction of CFC. This is in agreement with other results
demonstrating that the social presence facilitates the extinction of fear memories
(21,22,32,49) and also with recent data showing that retrieval performance is not
necessary for the initiation, maintenance or spontaneous recovery of extinction
(16). That is, the results suggest that when extinction occurs in pairs, especially
in the presence of a familiar conspecific, it provides the inhibition of the original
fear association. This effect could be caused by physical contact or social
interaction, though these variables were not measured in this study.

The involvement of the ventromedial prefrontal cortex (50-54) and the CAl
region of the hippocampus (17,54,55) together with the basolateral amygdala and
other brain structures (7,8,18,55,56) in the extinction learning has been
extensively described. The manipulation with protein synthesis inhibitors and
signaling pathways indicate that these brain structures are crucial for the

consolidation of extinction (57).
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The present study shows that intra-vmPFC infusions of Ani, Rapa or DRB
immediately after the extinction training session inhibits CFC extinction in animals
trained, extinguished and tested alone, as amply described before (7,8,56,58).
More importantly, we verified that in animals whose extinction occurred in the
presence of a familiar conspecific, the consolidation of extinction of CFC with
social support was abolished when protein synthesis was blocked in the vmPFC.
This suggested that vmPFC participates on the consolidation of extinction of CFC
with social support and requires ribosomal and mTOR- dependent protein
synthesis and gene expression. When infused intra-CA1 immediately after the
extinction training session, Ani, Rapa or DRB also inhibited the extinction of CFC
in animals trained, extinguished and tested alone demonstrating that, as previous
described (7,8,17,59), extinction requires ribosomal and mTOR-dependent
protein synthesis and gene expression in the hippocampus, however had no
effect on the extinction with social support.

The involvement of the vmPFC in the learning with social support suggests that
it may be more complex than learning without social support. In a recent report,
the enhanced retrieval of humans with highly superior memory correlates with the
increased medial PFC activity measured by fMRI (60); that area appears to be
related to the processing of more complex memories than those that take place
without its intervention.

Thus, here we show for the first time that consolidation of the extinction memory
with social support relies on vmPFC rather than hippocampal gene expression
and ribosomal- and mTOR-dependent protein synthesis. These results provide
additional knowledge about the cellular mechanisms and brain structures
involved on the effect of social support in changing behavior and fear extinction

memory.

Materials and Methods

Animals. Male Wistar rats (CrIiCembe:WI; 3 months-old, 300-330 g) from Centro
de Modelos Biologicos e Experimentais (CeMBE) of the Pontifical Catholic
University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre — Brazil, were housed and
maintained in groups of four per housing box, with free access to food and water,

under a 12-h light/dark cycle (lights on at 7:00 AM) and room's
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temperature maintained at 22—23 °C. Each animal was randomly assigned to the
group Alone, social support (the group of subjects submitted to the extinction
learning in the presence of a familiar non-fearful conspecific) or the animal used
as social support (rat placed with the subject during extinction training). Cage
mates were assigned to the group of subjects submitted to the presence of a
conspecific or to the social supporter group to maintain the familiarity between
them. All experimental procedures were approved by Animal Committee on
Ethics in the Care and Use of Laboratory Animals of the Pontifical Catholic

University of Rio Grande do Sul, Brazil.

Surgery. Animals were deeply anesthetized with i.p. injections of ketamine (75
mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) and implanted with a 22-gauge bilateral guide
cannula 1 mm above the CA1 region of the dorsal hippocampus (anterior -4.2
mm, lateral + 3.0 mm, ventral -1.8 mm; from Bregma) or the ventromedial
prefrontal cortex (anterior +3.2 mm, lateral £ 0.8 mm, ventral -4.1 mm; from
Bregma) according to the coordinates of the Atlas by Paxinos and Watson (1986).
Dental acrylic cement was used to fix the guide cannulae to the skull. After
surgery, animals were allowed 7 days for recovery prior to behavioral procedures

and were handled daily for 3 days before the behavioral experiments.

Extinction of Contextual Fear Conditioning (CFC). For the CFC, animals were
individually placed into the conditioning chamber (35 x 35 x 35 cm aluminum box
with acrylic walls, and a floor of stainless-steel grid bars connected to a device to
deliver the foot-shock presentations, placed inside a sound-attenuating box with
a ventilating fan) and after 2 min, three electrical foot shocks (0.5 mA, 2 s) were
delivered with a 30-s intervals between them. Animals were removed from the
conditioning chamber 30 s after the last foot shock and placed back in their home
cages. After 24 h, animals were placed in the same conditioning chamber, Alone
(A) or in the presence of a familiar non- fearful conspecific (Social Support, S),
for a 10-min extinction training of CFC, with no foot shocks. Twenty-four hours
later, all animals were placed again in the same apparatus alone for a 3-min
extinction retention test, again with no foot shocks. After each use, the apparatus

was cleaned with 70% ethanol. The
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percentage of time that the animals spent freezing (i.e., no visible movement

except for respiration) in the apparatus was measured (8,14-16).

Pharmacological interventions. Animals received intra-vmCPF or intra-CAl
infusions of 0.9% saline (vehicle), Anisomycin (Ani, 80 ug per side; inhibitor of
protein synthesis), Rapamycin (Rapa, 5 ug per side; mTOR-dependent protein
synthesis inhibitor) and 5,6-dichloro-1-beta-d-ribofuranosylbenzimidazole (DRB,
8 ng per side; inhibitor of gene expression) immediately after the extinction
training session.

The doses used were chosen based on previous studies reporting their efficacy
(14,15,61,62). For the drug infusions, a 10-pl Hamilton syringe was connected
trough a polyethylene tube to an infusion needle and 1 pl (at a rate of 0.5 ul/30
s) was bilaterally infused into the CA1 region of the dorsal hippocampus or into
the vmPFC. Control groups received equal volumes of sterile saline (0.9%). At
the end, the infusion needle was left in place for additional 60 seconds in order
to prevent backflow and was then withdrawn, placed on the other side and the

procedure was repeated.

Statistical Analysis. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism
software. Data were analyzed by one-way ANOVA followed by Newman-Keuls
Test and presented as mean + standard error of the mean. For all data the values

of p <0.05 were considered statistically significant.
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Fig. 1. Effect of social support by a familiar conspecific on the extinction of
CFC. Animals were trained in CFC (three 2-s, 0.5-mA scramble footshocks
separated by 30-s intervals). After 24 h, animals were submitted to an extinction
training session (Ext Tr) either Alone (A) or with Social Support (S). Twenty-four
hours later, the animals underwent an Test, in which they were alone. The figure
shows the percentage of time spent freezing in the first 2 min of the Tr, in the first
3 min and last 3 min of the Ext Tr and in the Test. Data are expressed as mean
+ SEM (n = 8 animals per group). ***P < 0.0001 vs. group Alone group in the first
3 min of the Ext Tr, Newman—Keuls test after one-way ANOVA. (Upper)
Schematic representation of the behavioral protocol used.
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Fig. 2. Effect of Ani, Rapa and DRB given into the vmPFC on the
consolidation of extinction of CFC with social support. Animals with infusion
cannulae implanted in the vmPFC were trained in CFC (three 2-s, 0.5- mA
scramble footshocks separated by 30-s intervals). After 24 h, the animals were
submitted to an extinction training session (Ext Tr) either Alone (A) or with Social
Support (S). Immediately after the Ext Tr session, the animals were bilaterally
infused intra-vmPFC with Veh, Aniso (80 ug per side) (A), Rapa (5 ug per side)
(B), or DRB (8 ng per side) (C). Twenty-four hours later, the animals underwent
an Ext Test alone. When given into the vmPFC, Ani, Rapa and DRB blocked the
consolidation of extinction of CFC. The figure shows the percentage of time spent
freezing in the first 2 min of the Tr, in the first 3 min and last 3 min of the Ext Tr
and in the Test. Data are expressed as mean + SEM (n =5 - 7 animals per group).
**P < 0.01 and ***P<0.001 vs. control groups in the retention test, Bonferroni pos-
test after two-way ANOVA. (Upper) Schematic representation of the behavioral

protocol used.
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Fig. 3. Effect of Ani, Rapa and DRB given into the CA1 on the consolidation of
extinction of CFC with social support. Animals with infusion cannulae implanted in the
CA1 were trained in CFC. After 24 h, the animals were submitted to an extinction

training session (Ext Tr) either Alone

(A) or with Social Support (S). Immediately after the Ext Tr session, the animals
were bilaterally infused intra-CA1 with Veh, Aniso (80 ug per side) (A), Rapa (5
Mg per side) (B), or DRB (8 ng per side) (C). Twenty-four hours later, the animals
underwent an Test alone. When given into the CA1, Ani, Rapa and DRB blocked
the consolidation of extinction of CFC of the group Alone but not with social
support. The figure shows the percentage of time spent freezing in the first 2 min
of the Tr, in the first 3 min and last 3 min of the Ext Tr, and in the Ext Test. Data
are expressed as mean + SEM (n = 5-7 animals per group). ***P

< 0.0001 vs. control groups in the retention test, Bonferroni test after Two-way

ANOVA. (Upper) Schematic representation of the behavioral protocol used.
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6 CONCLUSAO

Deste modo, este estudo conclui que a interagcdo social pode ser um
regulador positivo na extincdo da memdéria de medo mesmo que ndo haja a
evocacdo da memoria aversiva. Além disso, nossos resultados sugerem que a
consolidacdo da memoéria de extingdo com suporte social ndo é dependente do
hipocampo, regido esta necessaria para a consolidacao da extingdo de memoria
de medo em animais treinados e testados sozinhos. Os resultados sugerem que
a extincdo de medo com suporte social além de ser uma possivel ferramenta
eficaz para a facilitacdo da extincdo de memdérias de medo, € uma memaria com
mecanismo de consolidacéo particular, que difere da consolidacdo da extincao
de medo de animais expostos ao MCC e treino de extingdo sozinhos. Estudos
adicionais sdo necessarios para a compreensao dos mecanismos envolvidos na

extincdo da memoria de medo com suporte social.
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Extinction of contextual fear conditioning (CFC) in the presence of
a familiar nonfearful conspedific (sodal support), such as that of
others tasks, can occur regardless of whether the original memory
is retrieved during the extinction training. Extinction with social
support is blocked by the protein synthesis inhibitors anisomydn
and rapamydn and by the inhibitor of gene expression 5,6-dichloro-1-
training into the ventromedial prefrontal cortex (vinPFC) but unlike
regular CFC extinction not in the CA1 region of the dorsal hippocam-
pus. So social support generates a form of leaming that differs from
extinction acquired without sodal support in terms of the brain struc-
tures involved. This finding may lead to a better understanding of the
brain mechanisms involved in the sodal support of memories and in
therapies for disorders related to dysfunctional fear memories. Thus,
here we show that the consolidation of extinction memory with sodal

social support in changing behavior and fear extinction memory.

contextual fear conditioning | extinction | prefrontal cortex |
hippocampus | social support

Fcar memories are essential for survival, however, their over-
expression and/or generalization to other than the original
stimulus, may lead to fear- and anxiety-related disorders, such as
phobias and post-traumatic stress disorder (1-7). Currently, the
first-line treatment for these disorders is the extinction-based
exposure therapies (2, 3, 8, 9), which suppresses fear response

In the current paper, we first examined the effect of S by a
familiar nonfearful conspecific during an unreinforced retrieval on
the extinction memory of contextual FC (CFC). Then, we study
the effects of a ribosomal protein synthesis inhibitor, anisomycin
(Ani); a mammalian target of rapamycin- (Rapa-) (mTOR-) de-
pendent protein synthesis inhibitor, Rapa; and a gene expression
inhibitor, 5,6-dichloro-1-f-p-ribofuranosylbenzimidazole (DRB)
on fear extincion memory of CFC with S when infused into the
CAL region of the dorsal hippocampus or ventromedial prefrontal
cortex (vmPFC).

Results

Effect of S by a Familiar Conspecific on the Extinction of CFC. To
verily the effect of S on the extinction memory of CFC, animals
were submitted to a training session (CFC) alone. After 24 h,
they were submitted to a 10-min extinction training (Ext 'I'r)
session either Alone (A) or in the presence of a familiar con-
specific, Support; and after another 24 h, the animals underwent
a 3-min extinction retention test (Test) always alone. As can be
observed in Fig. 1, animals whose Ext Tr occurred with S
expressed less freezing behavior than animals submitted to the
Ext Tr alone. One-way ANOVA showed significant differences
between groups (Fyus = 16.40; P < 0.0001), and the Newman—
Keuls test revealed significant differences between the first 3 min
of Ext Tr support and the first 3 min of Ext Tr A. However, both
groups (A and Support) exhibited similar levels of freezing
during the Test, indicating that, even in the absence of retrieval,
animals submitted to the Ext Tr with a familiar conspecific were
able to learn the extinction of CFC. Clearly, S adds a degree of
complexity to the task under study (one more stimulus and its

T
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