Metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

Provided by Repositério Institucional da UFSC

Gilliard Lach

ENVOLVIMENTO DO NEUROPEPTIDEO Y NA RESILIENCIA
AO MEDO CONDICIONADO CONTEXTUAL EM RATOS

Tese submetida ao Programa de
Pés-graduacdo em Farmacologia da
Universidade Federal de Santa
Catarina para a obtencédo do Grau
de doutor em Farmacologia.

Orientadora: Prof2 Dr2 Thereza
Christina Monteiro de Lima

Florianoépolis/SC
2013


https://core.ac.uk/display/30387788?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragdo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Lach, Gilliard

Envolvimento do neurcopeptidec Y na resiliéncia ac medo
condicionado contextual em ratos / Gilliard Lach ;
orientadora, Thereza Christina Monteiro de Lima -
Florianépolis, SC, 2013.

124 p.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Biolégicas. Programa de Pés-
Graduagdc em Farmacologia.

Inclui referéncias

1. Farmacologia. 2. Farmacologia. 3. Neuropeptideo Y. 4.
Membéria aversiva. 5. Medo. I. de Lima, Thereza Christina
Monteirco. II. Universidade Federal de Santa Catarina.
Programa de Pos-Graduagdc em Farmacclogia. III. Titulo.




Folha de aprovacéo






Ao0s meufais,

Por transformarem o amor incondicional na alegrizegsinto

neste momento.






AGRADECIMENTOS

Ao meu irmdo, amigo de “casa” e que sei que podmrefar
sempre gque eu precisar.

Aos meus av0s, a quem devo parte de minha educacao.

A Professora Thereza pela oportunidade e confiapetg
estimulo ao livre pensar e, principalmente, porotashnhecimento
passado (cientifico e além) ao longo desses anoio Mhais que uma
orientadora, uma mée, uma terapeuta sempre disposouvir.

Aos membros da banca Marcus Branddo, Raquel Fprnari
Rogério Tonussi, José Eduardo e Rimenez Souza yas waliosas
contribuicdes, essenciais para a finalizacéo deséa

Aos demais professores do Departamento de Farnggaplo
sempre abertos a discussédo e muito solicitos aarajech todos os
momentos que eu tenha precisado.

A todos os funcionarios do Departamento de Farrgal
sempre muito prestativos e dispostos a facilitangso dia a dia.

Aos colegas de laboratério de hoje e ontem, Alanny
Alexandre, Ana Paula, Claudini, Evelyn, Filipe,idjlLigia, Marcelo,
Rebeca, Renata, pela disponibilidade em semprearajed pelos
momentos de descontragao.

Ao colega de doutorado e grande amigo Rafaelspeainios
momentos em que se dispds a ouvir meus anseiohasnangustias e
minhas alegrias.

Aos integrantes da “familia Juriti 301", Rafael, niRhez,
Murilo, Henrique, Gustavo e Marilia, que desafiarangenética para
fazerem parte da minha familia em Floripa. Comdado Rafael,
“irmaos que a vida me permitiu escolher” e quedoam minha vida em
Floripa muito mais estimulante.

A CAPES e CNPq pelo suporte financeiro imprescieldpara
que eu pudesse desenvolver este trabalho.






Parece-me que foi agora
Que deitei na noite anterior
E ca estou deitado novamente.

Parece-me que um Eu nem levantou
Apenas esperou os outros Eus
Que voltassem a “ele” lentamente.

Parece-me o mesmo da noite anterior
Mas s6 Eu sei que o Eu de hoje
Ja € um Eu completamente diferente

Rafael Marlano






RESUMO

O neuropeptideo Y (NPY) é o peptideo mais abundaatssistema
nervoso central (SNC), sendo encontrado em regideslvidas com a
regulacédo do estresse, memodria, ansiedade e nmado, @ hipocampo
(HPC), amigdala e cortex pré-frontal. Embora algursbalhos
suportem o envolvimento do NPY na mediagcdo do comap@nto
emocional tanto em roedores como em humanos, ardde uma
caréncia de dados mostrando o papel do NPY n#resd ao estresse.
Para isso, nosso estudo buscou verificar o envehion do NPY
exdgeno e endogeno, além de investigar a partéipdg receptor Y1
no teste do condicionamento aversivo contextualdCRrimeiramente,
baseado no amplo espectro de atividades fisioldgitssempenhadas
pelo sistema NPY, buscou-se observar os efeitobaileas doses de
NPY e do agonista Y1 L&Pro-NPY (LP-NPY) e assim minimizar a
incidéncia de efeitos adversos ao tratamento dooneetdicionado,
como prejuizos cognitivos, sedacdo e alteragbegnaacionalidade.
Entdo, verificamos que a administracao intracerabricular (i.c.v.)
de NPY (3 pmol) e de LP-NPY (1 pmol) inibiram a migfo e a
consolidacao (imediata e tardia) da memoria de naedbtiada no teste
do CAC. Por sua vez, somente o NPY facilitou ang#, além de
prejudicar a reconsolidacdo do medo condicionad@rétratamento
com o antagonista Y1, BIBO3304 (BIBO) bloqueou festes do NPY,
indicando a importante participacdo do receptor a&fhibora se sugira
que a extingdo do medo tenha também o envolvindmtieceptor Y2.
Para investigar a influéncia do NPY enddgeno, stiames os ratos ao
ambiente enriquecido (AE) por 14 dias e ap@s, iearios o
comportamento destes ratos na extingdo do CAC, dkrverificar a
expressao do receptor Y1 nos ratos “enriquecidogiiRC, estrutura do
SNC amplamente envolvida no condicionamento couméxtComo
esperado, o AE facilitou a extincdo do medo noetedv CAC,
confirmando a participacdo do NPY. O envolvimenwm NPY e do
receptor Y1 foi confirmado com a deteccdo de niwdésados da
proteina do receptor Y1 no HPC em ratos enriquscido
Interessantemente, esta elevacdo ocorreu somente matos
“enriquecidos” que foram submetidos ao CAC, suglkrigue o AE
favorece a resiliéncia ao aumentar a reatividaderatmptor Y1,
deixando este  preparado para modular as  respostas
fisiolégicas/comportamentais quando da ocorrénci sltuacdes
traumaticas. Também procuramos verificar se a gatirdo medo no
teste do CAC era facilitada pelo bloqueio do aeteptor Y2 com



BIIEO246 (BIIE), ja que este receptor regula a riigdo de NPY.
Nossos resultados mostraram que o tratamento cold Bibiu
completamente a expressdo do medo no teste do f@2€hdo com que
0 comportamento dos ratos tratados comparaveitos gae ndo foram
condicionados. Todavia, este efeito observado coimatamento com
BIIE permanece mesmo apos a interrupgao do tratamsumgerindo que
este efeito ndo é estado-dependente de uma ativiaasiolitica. Em
adicdo, a participacdo de NPY endogeno é confirnzedéloquear o
receptor Y1 com BIBO, que reverteu os efeitos olzslys com o
tratamento com o BIIE. De fato, mesmo quando nédis mpr@sente no
organismo, o NPY continua a exercer seus efeitogyapelmente
através de mecanismo de neuroprotecdo, como oblserm nosso
experimento onde o NPY foi administrado 7 dias wdteteste do CAC,
onde o NPY mas nédo o LP-NPY facilitou a extincaorsmo. Com base
no exposto acima, nossos dados mostram um efdiastm do NPY
inibindo 0 medo no teste do CAC, resposta essa& guediada em parte
pelo receptor Y1. Estes efeitos podem estar reladios com o aumento
da resiliéncia do SNC as situacBes traumaticasgoseamtdo uma
abordagem de potencial terapéutico importante @aiaPT.

Palavras-chave: neuropeptideo Y, condicionamento aversivo
contextual, extingdo, congelamento, medo condicion&ranstorno de
estresse poés-traumatico, ambiente enriquecido.



ABSTRACT

Neuropeptide Y (NPY) is the most abundant peptidlethe central
nervous system (CNS) and it is found in brain $tmes related with
stress regulation, memory, anxiety and fear, sickha hippocampus
(HPC), amygdala and prefrontal cortex. Although s@tudies support
the involvement of NPY in the regulation of emoabbehavior both in
rodents and in human beings, there is still a laickata showing the
role of NPY on stress resilience. Our aim was tafyehe role of
exogenous and endogenous NPY, and to investigatatiolvement of
the Y1 receptor using the contextual fear conditign(CFC). First,
based on the large body of evidence about physaabgctivities
regulated by the NPY system, we aimed to obsergeeffects of low
doses of NPY and the Y1 agonist E&ro*-NPY (LP-NPY) and, thus,
to minimize the incidence of side-effects of theeatments on
conditioned fear such as cognitive impairment, Bedaand emotional
changes. We found that intracerebroventricularciige (icv) of NPY (3
pmol) and LP-NPY (1 pmol) inhibited the acquisitiand consolidation
(early and late phase) of fear memory assessed~@. On the other
hand, only NPY facilitates extinction, and damagecbnsolidation of
conditioned fear. Pretreatment with Y1 antagoniB@3304 (BIBO)
blocked the effects of NPY, indicating an importanote of the Y1
receptor, although at least in extinction, the lmgment of Y2 receptor
has been suggested. In order to investigate tkeeofabndogenous NPY
on fear extinction, we subjected rats to an endchmevironment (EE)
during 14 days. As expected, EE facilitates fedinetion in CFC test,
confirming the participation of NPY. The involvemesf NPY and Y1
receptor was also confirmed by the detection ofeiased levels of Y1
receptor protein in the HPC of “enriched” rats. HBMeavily involved
in contextual conditioning. Interestingly, this iease occurred only in
"enriched" rats already submitted to the CFC, sstjog that the EE
promotes resilience by increasing Y1 receptor gt allowing the
modulation of thephysiological/behavioral tasks @mdemand, when a
traumatic situation has emerged. We also determinether the fear
extinction could be facilitated by the Y2 antagorBsiE0246 (BIIE),
since this receptor can regulate NPY release. @sults show that
treatment with BIIE completely inhibited the expmies of fear in the
CFC test, causing a freezing similar to that obesgin unconditioned
rats. However, this effect was observed with treaminwith BIIE and
remained even after drug-free session, suggestatdtis action is not a
state-dependent activity, caused by an anxioljtie-¢ffect. In addition,



the presence of endogenous NPY is confirmed by Biiizh blocked
the absence of fear expression. In fact, even wigelonger present in
the body, NPY continues to exert its effects, pbijpathrough a
neuroprotective mechanism, as observed in the empet when NPY
was administered 7 days before conditioning and MBtynot LP-NPY
facilitated fear extinction. Altogether, our dateows a strong effect of
NPY in inhibiting fear memories, a response thahediated in part by
Y1 receptor. These effects might be related tonareased resilience to
trauma in CNS, suggesting a potential therapeutiomof NPY and Y1
receptor agonists for PTSD.

Keywords: Neuropeptide Y, contextual fear conditioning, egtion,
freezing, conditioned fear disorder, post-traumasitess disorder,
enriched environment.
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1 INTRODUCAO

“O soldado que sofre ferimentos em batalha, a mie sp
preocupa com o filho soldado, o jogador que assisecorridas
(ganhando ou perdendo), o cavalo e o jéquei emapastou: todos
estdo sob estresse.” Conforme a afirmacdo de Hayps @978) enThe
Stress of Lifetodos, e a qualquer momento, sédo suscetiveisfaiies
do estresse. Afinal, sem os mecanismos desencadeadm situacao
estressante, possivelmente ndo estariamos aqui Nojentanto, ndo
somos “zebras”, em alusdo a@axpert em estresse Robert Sapolsky
(1998) em seu livroNhy Zebras Don't Get Ulcerse sim, estamos
sujeitos a desenvolver Ulceras.

De fato, o aprendizado emocional adquirido em uiuagio
aversiva € extremamente necessario para que oidodivpossa
sobreviver, sendo que a maioria dos individuosdmta estas situacdes
naturalmente. Esta habilidade de manter-se comrgdés fisiolégicas
e psicoldgicas normais, mesmo apés uma grande cargsstresse é
chamada de resiliéncia (para uma analise maishdel@| ver Yehuda,
Flory et al, 2006; Russo, Murrought al, 2012). A resiliéncia é um
termo que foi emprestado da engenharia por GarmeeSBtreitman
(1974), enquanto procuravam por sinais que poderatecipar o
diagnostico da esquizofrenia. Garmezy e Streitnmad#avam que a
definicdo de resiliéncia, “a habilidade de um methsorver energia
quando este é deformado elasticamente, e, ao aet@onestagio inicial,
ndo apresentar qualquer distorcdo permanente (GAmEB08)” era
aplicavel a capacidade humana em lidar com as¢Siésaadversas do
dia a dia sem sofrer um dano psicopatolégico rekev@iologicamente,
para entender este termo, é preciso ter em meeta gesiliéncia é um
processo ativo e adaptativo, e ndo meramente usémeia de resposta
patolégica do individuo em questdo (Charney, 2@@&tier, Nestleet
al., 2009). Infelizmente, esta ndo é uma caractexigtiata de todos os
seres vivos. Desta forma, individuos que apresentaenma regulacao
nos mecanismos de resiliéncia podem desenvolveampio espectro
de psicopatologias, entre elas, a inabilidade dpersu traumas,
denominada de transtorno de estresse pos-traumatiCePT (Russo,
Murrough et al, 2012). Basicamente, o TEPT estd associado com a
incapacidade de alguns individuos de se recuperadequadamente de
eventos traumaticos que ndo fazem parte de suaeidhana, podendo
ser tanto de origem natural (p.ex.: desastres awelsg, quanto podem
ser provocados pela acdo humana (p.ex.: guerrangia urbana)
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(para detalhes, ver Yehuda, 2004; Miller, Weitfal, 2012). Ademais,
ainda que cerca de 70% da populacio experimenimalgstes eventos
traumaticos durante a vida, a prevaléncia de TEEStimada em apenas
8% da populacdo americana (Gates, Holowkaal, 2012; Kessler,
Petukhovaet al, 2012). Ja& no Brasil, embora haja uma caréncia de
dados relacionados a prevaléncia do TEPT, um estedente
englobando a grande S&o Paulo, estimou-a em cexc8%l da
populacéo (Viana e Andrade, 2012). N&o obstante Uvap disparidade
entre quem é exposto ao trauma e quem de fatowd@gero transtorno,
pacientes com TEPT, se ndo tratados adequadamesr®jmente
apresentam comorbidades psiquiatricas (p. ex..edefo, ansiedade) e
recorréncias das memorias traumaticas (Miller, VébHil, 2012), o que
os torna incapazes de realizar tarefas simplesx(p.atravessar a rua,
abastecer o automodvel), gerando grande impacto idea social e
econbmica do paciente (Zahran, Petlal, 2011; Miller, Wolfet al,
2012).

Sabe-se que a carga genética herdada de nosepasaatdos
tem seu lugar garantido na vulnerabilidade do iddiv em desenvolver
TEPT em resposta a experiéncias traumaticas (Yel&otaneidleret
al., 1998; Yehuda, Biereet al, 2000; Cohen, Gevat al, 2008). No
entanto, assim como em outras psicopatologias, tardgeneidade
genética, penetrancia incompleta, pleiotropia @dépia séo provaveis
fatores complicadores para uma melhor andlise iganélo TEPT
(lacono e Clementz, 1993; Faraone e Tsuang, 1€®tho sabemos, o
TEPT € um distarbio desencadeado por estimulosemtatis e a falha
nos mecanismos de adaptagdo ao trauma pode sdo d&vineio onde
o individuo vive e viveu anteriormente a situag@urmatica (Mcleod,
Koenen et al, 2001). Estudos epidemiolégicos afirmam que
adversidades ocorridas durante toda a vida, comgoabfisicos ou
maus-tratos  psicolégicos sdo o0s principais fatorpara o
desenvolvimento do TEPT (Imanaka, Morinadtual, 2006). Por outro
lado, pesquisas indicam que o exercicio fisico mteracdo social
exercem beneficios saudaveis, rendendo ao individiona maior
resiliéncia a estressores subsequentes (Lehmanerleriham, 2011;
Hutchinson, Mclaughliret al, 2012). Estes fatores da vida cotidiana
irdo gerar neuroadaptacbes que contrabalanceardaomuwdancas
moleculares mal adaptadas em individuos sensiveisitumgdes
traumaticas e, assim, permitir um aumento das stapmaturais dos
mecanismos de resiliéncia, de acordo com os evelatetda cotidiana
(Mcleod, Koenenet al, 2001; Holmes, Le Guisquedt al, 2005;
Hughes, 2012; Russo, Murrough al, 2012). Em suma, estes desafios
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enfrentados anteriormente a um trauma, séo respeiagior melhorar o
arsenal psicobiologico do individuo no momento dierpretar uma
situacdo nova e ameagadora, aumentando a probaleilide ocorrer
uma resposta comportamental e fisiolégica adequada

1.1 Melhorando a vida dos animais: Ambiente Enriquecido

O aumento da prevaléncia de distarbios relacionados o
estresse tem forcado a comunidade cientifica aumpbcnovas
estratégias terapéuticas além do tradicional. Fssa, o foco na
pesquisa hesta area tem fugido do comaduat goes wrong? para o
instigante What goes right? em individuos que ndo desenvolvem
psicopatologias relacionadas ao estresse, osergesi (Gutman, Yang
et al, 2008; Lehmann e Herkenham, 2011).

Tanto em humanos (Salmon, 2001; Southwick, Vytbdim et
al., 2005) como em animais (Greenwood e Fleshner,;2888o0esser,
Lehmann et al, 2010), o ambiente enriquecido (AE) vem sendo
utilizado como forma de interferir positivamente edrios aspectos
cognitivos, sendo sugerido como um modelo valida gainvestigacdo
da etiologia da resiliéncia (Lehmann e Herkenhadi, 12 Comparado
com uma gaiola comum, o AE experimental difereseiada moradia
tradicional dos roedores pela introducéo de diteserstimulos fisicos
e/ou sensoriais como bonecos e bolas coloridasgisturplanos
inclinados e rodas giratérias, além de maior esppgssibilitando a
realizacao voluntaria de exercicios fisicos, e deimentos acrobaticos,
bem como uma maior interacdo social entre os asi(Raiy, Belzunget
al., 2001; Pham, Winblacet al, 2002; Will, Galaniet al, 2004;
Lambert, Fernandezt al, 2005).

Com base nestes estimulos ambientais, 0 AE p@masos
efeitos benéficos ao sistema nervoso central (SN@jo facilitar a
recuperacao apos lesfes e isquemias cerebraibdFes®eduzzi, 2007,
Pereira, Artenet al, 2007; Wolff, Loukavenket al, 2008), melhorar o
aprendizado e memdria (Bruel-Jungerman, Lar@ttad, 2005; Leggio,
Mandolesiet al, 2005) e promover comportamentos do tipo-ansioliti
e antidepressivo (Duman, Schlesingeal, 2008).

Percebe-se também que a exposicao repetida dolaum& o
torna mais resistente a enfrentar situagfes de ms@meacadoras
mesmo quando sob forte influéncia de estresseefmplo, quando
roedores foram expostos ao odor de gato, os raasquecidos”

! Traducao do inglés: o que esta errado?
% Traducéo do inglés: o que esta certo?
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arriscavam-se mais no aparato e apresentavam ideisrticosterona
plasmaticas reduzidos em relacdo aqueles “naoteridps” (Klein,
Lambertet al, 1994; Roy, Belzungt al, 2001). O mesmo aconteceu
guando outros estressores, neste caso, ndo icaiws, 0 estresse de
contencdo ou choque nas patas, tiveram seus efaitsi®génicos
reduzidos em animais “enriquecidos”, que apresamtanenos Ulceras
gastricas, menor elevagdo dos niveis de cortiaosere respostas
comportamentais do tipo antidepressiva e ansialft@s testes avaliados
(Rockman, Borowskiet al, 1986; Greenwood, Folegt al, 2003;
Benaroya-Milshtein, Hollandegt al, 2004). De fato, 0 AE é capaz de
reverter até os efeitos provocados pelo estresée @rpos-natal,
promovendo adequacdo comportamental e fisiologested animais
(p.ex.: redugcdo da ansiedade e do medo condicipraddrole dos
niveis de horménios de estresse) (Fernandez-Tdfaefrihuelaet al,
1997; Francis, Dioricet al, 2002; Imanaka, Morinobet al, 2006).
Vale ressaltar que a incidéncia de TEPT (quanddtasjuem criancas
submetidas a eventos traumaticos, como 0 holocausioataque as
torres gémeas em Nova lorque, € maior do que remjeelancas que
viviam em locais “seguros” (Yehuda, Schmeidd¢ral, 1998; Yehuda,
Bryantet al, 2005; Yehuda e Hyman, 2005).

No entanto, ndo esta claro como 0s varios mecasismo
envolvidos no AE promovem estes efeitos protet@@gondo-se que as
oportunidades que os roedores tém de estruturaggamigar 0 ambiente
a sua volta os torna cientes da situacdo com maidaz, facilitando sua
resposta (Chamove, 1989; Van Praag, Kempermetnral, 2000;
Woodcock e Richardson, 2000a). Este senso de terdeo situacao
parece reduzir os niveis de estresse do animaldquaaquisitado por
uma situacéo estressante, através de mecanismiereg| aumentando
a neurogénese (Van Praag, Kempermetrad, 1999; Kosten, Galloway
et al, 2008) e estimulando a arborizagdo dendritica struteras
cerebrais como o hipocampo (Rampon, Taigal, 2000; Leggio,
Mandolesiet al, 2005). Também, a expresséo de fatores neuraisofic
como o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNR sigla em
inglés) e do fator de crescimento vascular (VGFsigia em inglés) tém
sua expressdo aumentada em animais “enriqueci@osibsamente, 0s
efeitos neuroprotetores observados pelos animgmseos ao AE,
também s&o encontrados quando ha uma elevacaoivittadd do
sistema neuropeptideo Y (NPY) em estruturas comamégdala, o
hipocampo e o cortex pré-frontal (para reviséo,Beton, Salleet al,
2007; Malva, Xapelliet al, 2012). Para o BDNF, inclusive, tem sido
sugerido um papel de regulador da expressdo do KBirnea e
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Roberts, 2001). Recentemente, um trabalho obseovawmento da
expressdo do receptor Y1 na amigdala ap6s os a@nim@@m sido
expostos ao AE, além do AE reverter a diminuicdoexpressao do
receptor Y1 apés um protocolo de estresse inescapavel (Heedrik
Bink et al, 2012), reforcando uma série de evidéncias quatapoo

NPY como o principal marcador neuroendécrino parasdiéncia ao
estresse (para mais detalhes, ver Yehuda, Ebil, 2006; Hughes,
2012; Sah e Geracioti, 2012).

1.2 Desligando o botao de alarme: o Neuropeptideo Y

Os neuropeptideos representam a recente abordagem
farmacolégica para o tratamento de disturbios\afeticomo o TEPT.
Dentre os varios neuropeptideos, o hormonio likmrdd corticotrofina
(CHR, da sigla em inglés), a colecistoquinina esarapeptideo Y séo
apontados como exemplos de moléculas estudadasrda inteligente
através da juncdo da neurociéncia pré-clinica micaliem busca de
substancias altamente especificas em relacdo atsnéntos atuais
disponiveis.

O estudo do neuropeptideo Y (NPY) inicia-se em21@3ando
Tatemoto e colaboradores encontraram, em amosatalmicas de
porco, um peptideo que apresentava similaridaddésiti@sis e
biolégicas com o0s ja conhecidos polipeptideo patice (PP) e o
peptideo YY (PYY). No entanto, este pequeno peptide 36
aminoacidos era de fato outro e foi entdo denominaeliropeptideo
“Y” (Tatemoto, Carlquiskt al, 1982).

A forma biologicamente ativa do NPY é derivadapdecursor
inativo prepro-NPY com 97 aminoéacidos (Figura 1jawes de pelo
menos quatro eventos enzimaticos pos-translaciof@edrazzini,
Pralonget al, 2003). O prepro-NPY contém dois fragmentos que sa
clivados durante o0 processo de maturacdo posaEOsAl.
Inicialmente, pela acdo da peptidase sinal, o@remocao do peptideo
sinal de 28 aminoécidos, resultando no pro-NPY.r&@NPY com 69
aminodcidos é formado pelo NPY e pelo peptideo C-PON (peptideo
flanqueador do NPY no terminal carboxilico) (MintBloom et al,
1984). A sequir, a pro-hormbnio convertase e anelziatepsina L
clivam a ligacdo C-PON. A cadeia peptidica NRopodera sofrer a
acdo da enzima carboxipeptidase originando o NRYjue por sua vez
serd o substrato da enzima peptidil-glicoramidante monoxigenase

} Principal receptor do NPY e candidato a principal@wido na resiliéncia
(Heilig, 2004; Bowers, Chast al, 2012; Cohen, Liet al, 2012)



30

(PAM), resultando no peptideo biologicamente atM@Y;szs oOU
simplesmente NPY. O NPY podera ser truncado a NPOU NFY 3.3
pelas enzimas amino peptidase P e dipeptidil peptid 4
respectivamente (Hopsu-Havu e Glenner, 1¥&&jrazzini, Pralor et
al., 2003). Os fragmentos NRYs € NPY,.3¢ apresentam uma afinida
reduzida para o receptor Y1, mas mantém a capacidigacdo pai
0s receptores Y2 e Y5 (Grandt, Dahetsal, 1993;Medeiros e Turne
1994).

1 28 97

Pre-Pro-NPY | | |
7 o~
l Peptidase sinal K38-R39
1 69
Pro-NPY [_ |
l Pro-horménio convertase
1 39
NPY 139 [ 1
l Carboxipeptidase
NPY 4 a7 [ ]
l Peptidil-glicina a-amidante monoxigenase
1 36
NPY 4 36 [ JNH,
‘ Amino peptidase P
2 36
NPY 56 | ] Dipeptidil peptidase IV
3 36
NPY 4 46 [ |

Figura 1 — Sintese e processamento do NPY. Adapi@Bedrazzini, Pralor
et al. (2003).

Junto com o NPY, o PP eRYY sao considerados da mes
familia de peptideos pancreaticos. NaturalmentdlPy compartilhe
com seus “primos” proximos (PP e PYY) alto nivelhdenologia, alén
de serem muitoconservados na cadeia evolutiva ao longo de
milhGes de anos (mais de 92%) (Larhammar, Sodedieah 1993). O
PYY compartilha homologia de 75% com o NPY, seralgaz de ative
0s mesmos receptores que o NPY, variando, obviamenteletividad:
para cada subtipo do receptor (Larhammar, Sodegiexg 1997).

Hoje se sabe que MPY é o peptideo mais expresso no S
superando os niveis de colecistocinina (Gutman9R@&us efeitos sé
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modulados através da ativacdo de quatro subtiposioitais de
receptores acoplados a proteing,:Grl, Y2, Y4 e Y5, sendo os
subtipos Y1 e Y2 de maior interesse para o estudonekdo
condicionado (Dumont, Jacquestal, 1998) (mais detalhes na Figura
22). O subtipo Y1, particularmente, € localizado estruturas
intimamente ligadas a emocionalidade como o cortégpcampo,
hipotdlamo, amigdala e tronco cerebral, fato queceoeste receptor
como o principal candidato & modular as conseqéérua exposicao ao
estresse, atuando como um tampédo através da m@izagio do
sistema de resiliéncia no SNC (Sajdyk, Vandergeff al, 1999;
Primeaux, Wilsoret al, 2005; Gutman, Yangt al, 2008; Cohen, Liet
al., 2012). O subtipo Y2, diferentemente dos demaispt®res NPY,
esta localizado em neurdnios pré-sinapticos (FiggBp exercendo
entdo o papel de auto-receptor, que através deatbus;ao, inibe a
liberacdo de NPY e também de outros neurotransreissmmo GABA
e glutamato (Dumont, Jacqueisal, 1998).

Com esta multiplicidade de receptores e liganeesa sua
localizacdo no sistema nervoso, tanto central cpeniférico, ndo seria
surpresa que, apés 30 anos de estudos, uma anmpéadgaatividades
fosse atribuida ao sistema NPYérgico, como a regalado
comportamento alimentar (Beck, 2006), ritmo cireadi (Yannielli e
Harrington, 2001), dependéncia as drogas (ThomRefhunte-Canonigo
et al, 2007), reproducéo (Kalra e Kalra, 2004), regudaigdunolégica
(Groneberg, Folkertset al, 2004), ansiedade (Heilig, 2004) e
neuroprotecdo (Malva, Xape#i al, 2012). Em particular, devido a alta
expressdo de NPY e seus receptores na area darilmioa, sugere-se a
sua participacdo na modulacdo do medo condiciof@dtman, Yanget
al., 2008; Fendt, Burkiet al, 2009; Pickens, Adams-Deutseh al,
2009; Rasmusson, Schnuet al, 2010; Bowers, Choet al, 2012;
Cohen, Liuet al, 2012; Verma, Tasaet al, 2012).
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NPY Adenilato
Receptor NPY PYY ciclase
Canal de PP

Canal de K+ ,-'/-\'5
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Figura 2 — Cascata de sinalizagdo intracelulacdigpara os receptores do
sistema NPY. Todos os receptores para o NPY atndrimdo a proteina 3
guando a subunidadeinativa a adenilato ciclase. A subunid@geativa varias
cascatas de quinases. A ativagdo do complexo deipaoG pode também
deprimir o canal de Ghinternamente retificando o canal dé. kO inicio da
sinalizacdo celular provoca varios efeitos comeaascri¢cdo, estimulacdo ou
inibicao da liberagdo de hormdnios e/ou neurotréssores e por fim, os efeitos
fisiolégicos do NPY. Adaptado de Brothers e Waldds{2010).

Evidéncias moleculares suportam o papel do NPanséedade
e distarbios relacionados ao estresse, ja queoéalimado em 80% dos
neurbnios GABAérgicos da amigdala basolateral (B(Mgdonald e
Pearson, 1989). Posteriormente, um estudo farmgicol@bservou que
o tratamento crénico com drogas benzodiazepinichszia aumento da
expressdo do receptor Y1 na amigdala (Oberto, Eaarial, 2000).
Em adicdo, as principais projecdes neuronais na Bk&o
glutamatérgicas, e, provavelmente, atuam sob dentta atividade
inibitéria do NPY (Gutman, 2009). Além disso, o NBtia controlando
a atividade da noradrenalina e do horménio libaradocorticotrofina
(CRH, da sigla em inglés), reduzindo a excitabid@leem &reas do
cérebro relacionadas com a resposta ao estressda,(Rastingset al,
1995; Rasmusson, Hauget al, 2000; Hastings, Morriet al, 2004;
Heilig, 2004; Sah e Geracioti, 2012). Ainda, seguhtdilig (2004), o
balanco entre CRH e NPY na amigdala é determinzaré os estados
de ansiedade/medo de um animal.
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Ca®*

Figura 3 — Mecanismos envolvendo o auto-receptomégiando a inibicdo da
liberagdo de NPY. Apés a ativagdo do receptor Yplaclo a proteina Gi (1),
trés vias de sinalizac@o sé@o possiveis: inibic&odmais voltagem-dependente
de C&" (2); abertura dos canais dé (3); efeito inibitério direto na vesicula de
liberacao de NPY (4). Legenda: (+) efeito estimarat (-) efeito inibitério; \,

= potencial de membrana. Adaptado de Schlickerterkann (2008).

Varios estudos confirmam a influéncia do NPY notrae das
respostas ao estresse. Por exemplo, o estressatdagiio agudo reduz
a expressdo de mRNA de NPY na amigdala em um pamemento,
retornando ao normal apés 4 h (Thorsell, Svensstoal, 1998) e
aumenta a expressdo de NPY no nucleo arquead@eahipo (Conrad
e Mcewen, 2000). Ainda, o estresse de contencad(adias promove
aumento da expressdo de NPY na amigdala, indicamdmecanismo
compensatoério para lidar com o estresse crénicoréel, Carlssoret
al.,, 1999). Ratos transgénicos, que tém expressaadsede NPY no
hipocampo tém os efeitos ansiogénicos provocad@s geresse de
imobilizacdo cronica, reduzidos (Thorsell, Michalkicz et al, 2000).
A administracdo de vetor viral induzindo aumentegpressao de NPY
na amigdala também reduz o comportamento de adsid@aimeaux,
Wilson et al, 2005). Em contrapartida, um fenétipo ansiogéréco
observado em camundongos nocautes (KO, da siglinglés) para
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NPY (Bannon, Sedat al, 2000). Em adi¢cdo, camundongos KO para o
receptor Y2 tém a ansiedade reduzida, corroborando a funcdo de
auto-receptor caracterizada para o subtipo Y2 @bedrDumontet al,
2003; Tschenett, Singewaldt al, 2003). Farmacologicamente, a
administracdo intracerebroventricular (i.c.v.) dePWN aumenta a
resposta punida no teste de conflito operante ifHdillcleod et al,
1992). Além disso, a infusdo de NPY e do agonigtd ¥'Pro*-NPY
(LP-NPY) na amigdala promove um perfil ansiolitieon varios
protocolos experimentais para ansiedade (Heilig9519Sajdyk,
Vandergriff et al, 1999; Kokare, Dandekagt al, 2005). Além dos
efeitos de agonistas Y1, a participacdo deste t@cews estados de
ansiedade dos animais é sustentada pelo uso dgaistas Y1 como o
BIBO3304 (BIBO) e 0 BIBP3226, que bloqueiam a alide ansiolitica
do NPY nos protocolos testados (Sajdyk, Vanderggtffal, 1999;
Primeaux, Wilsoret al, 2005).

Em humanos, uma variedade de dados mostra umeissssm
entre os niveis de NPY e alteracbes dos estadogi@mmgs. Foi
demonstrado que individuos que tentaram suicidisgesgptam
diminuicdo dos niveis plasmaticos de NPY quandopewatos com
pacientes que nunca tiveram a intengéo de tiradprip vida (Westrin,
Engstomet al, 1998; Westrin, Ekmaast al, 1999). Em um estudgost
mortemde vitimas de suicidio, as amostras indicaram redacdo de
NPY em estruturas como o cortex frontal e ndcleodado em
comparacdo com amostras de individuos saudaveisid@wson,
Ordwayet al, 1992). Em adi¢do, Widdowson, Ordwal/al. (1992) e
Westrin, Engstonet al. (1998) ainda correlacionam os baixos niveis de
NPY no SNC com o histérico de depressdo dos paseme fato,
pacientes com depressao unipolar apresentam umegaedignificativa
dos niveis de NPY no liquido cefalorraquidiano (DC&mesmo sendo
observado em amostrpsst mortenm(Heilig, 2004; Eaton, Salleet al,
2007). A confiabilidade dos dados acima é confinpela auséncia de
fatores geradores de confusdo, como a idade derpace o uso de
medicacao, parametros que foram controlados emstodoestudos.
Acredita-se que uma falha na expresséo ou na tiberseja a causa da
reducdo de NPY nestes pacientes (Heilig, Zachrissonl, 2004).
Assim, o comprometimento do sistema NPY pode sgromsavel pelo
aumento da atividade de efetores pro-estresse-angiédade, como o
CRH (Widerlov, Lindstronet al, 1988; Eaton, Salleet al, 2007).

Como vimos, estudos clinicos e pré-clinicos derast Gltimas
trés décadas suportam que had uma ma regulacdstdmaiNPY em
véarias psicopatologias. A este respeito, o NPY d&ha proposto como
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o principal fator neuroquimico para a resiliénciasfrauma em
humanos (Yehuda, Flost al, 2006), como ja citado.

1.3 NPY, a “bola da vez” no medo condicionado

Varios estudos tém mostrado que a elevacdo dessrdentrais
de NPY tem um papel fundamental na regulacdo dérhdies ligados
ao estresse, como o TEPT (Morgan, Wanal, 2000; Heilig, 2004;
Yehuda, Floryet al, 2006; Eaton, Salleet al, 2007; Gutman, Yangt
al., 2008; Cohen, Liet al, 2012; Hirsch e Zukowska, 2012; Verma,
Tasaret al, 2012).

Embora poucos estudos tenham investigado antesidemo
NPY em testes que envolvem o condicionamento emakit-lood,
Hernandezet al, 1987; Morley e Flood, 1990), o primeiro trabako
investigar o papel do NPY no medo condicionadogaigue de forma
despretensiosa, foi realizado por Broqua, Wettstead. (1995), que ao
cruzar dados de testes condicionados e incondui@naerificaram que
a administracao i.c.v. de NPY e dos agonistas YYNR PYY e LP-
NPY inibiam a aquisicdo do sobressalto potencidtizeelo medo (FPS,
da sigla em inglés) em ratos, da mesma forma qreseqtavam uma
atividade do tipo ansiolitica no labirinto em crelevado (LCE), em
doses similares.

Passada quase uma década, as atencdes ao NPYedasda
com o medo condicionado retornaram devido a estudivécos
patrocinados pelo Departamento de Defesa ameriga@mbjetivavam
encontrar marcadores de resiliéncia para finsand (Morgan, Wang
et al, 2000; Rasmusson, Haugaral, 2000). Desde entdo, um namero
significativo de estudos tém evidenciado o papeN&Y nas respostas
ao medo condicionado, uma abordagem experimemnialgp@EPT.

Karlsson, Holme®t al. (2005) observaram que o NPY atuava
prejudicando a aquisicio do medo condicionado gtrdae em
camundongos simultaneamente a atividade ansiolftcd CE e na
caixa claro-escuro, além de induzir hiperlocomo¢cd&m um estudo
para verificar o controle cardiovascular exercigtogNPY em animais
sob estresse, observou-se que a administracdo deste peptideo
normalizou a taquicardia apresentada pelos ratds apexposicdo ao
medo condicionado (Tovote, Meyet al, 2004). Tovote, Meyeet al.
(2004) demonstraram ainda que a bradicardia apsskenpela
administracdo de NPY era promovida primariamenta pévacdo do
receptor Y1.

Em um modelo de medo incubado, onde o medo peracst
menos por 30 dias, Pickens, Adams-Deutstlal. (2009) observaram
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que o NPY atenuou a expressao do medo condicianadbado. Com
0 propasito de diminuir a transmissdo de NPY asal@ bloqueio do
receptor Y1, uma situagdo capaz de induzir ansedazbndicionada
(Kask e Harro, 2000), Pickens, Adams-Deutseh al. (2009)
administraram o antagonista Y1 BIBO, que ndo alter@xpressao do
medo condicionado nos ratos testados. A admin&trac.v. de NPY
também facilitou a extingdo do medo condicionadoratms (Gutman,
Yanget al, 2008). Gutman, Yangt al. (2008) também mostraram que
a injecdo de NPY diretamente na amigdala basoldii#) reduziu a
expressao e facilitou a extingdo do medo no FPSatos, a qual se
acredita serem moduladas pelo receptor Y1. O mestoolo confirmou
esta hipotese, ja que a infusdo de antagonistaaYBLA promoveu um
profundo déficit na extingdo. Interessantemente nfaisdo intra-
amigdala do agonista Y1 ndo reduziu a expressaoneatio no FPS em
camundongos e a co-administracdo de um antagofiistéio bloqueou
os efeitos do NPY (Fendt, Burkt al, 2009). Recentemente, o papel do
receptor Y1 parece ter sido elucidado pela equgpdaima, Tasast al.
(2012), que, usando camundongos com diferentessgeoesistema
NPY silenciados, mostraram que camundongos KO Nikafam a
aquisicdo e a expressdo do medo facilitada no noeddicionado,
enquanto a extingdo ficou prejudicada nestes agsim&8omente
camundongos KO Y1/Y2 reproduziram o perfil compoeatal dos
camundongos KO NPY. Camundongos KO Y1 apresentaramépido
condicionamento, mas tiveram um atraso na extidgdmedo e KO Y2
foram comportamentalmente similares aos camundorspbggens
utilizados como controle. Desta forma, embora g@msdo papel chave
do receptor Y1 na aquisicdo e extincdo do medo iclomddo, a
extincdo do medo parece ser mantida gracas aotoecép, sendo
necessaria uma agéo conjunta de ambos 0s receptoeesma extingao
do medo eficaz e duradoura (Tasan, Ngugeral, 2010; Zambello,
Zanettiet al, 2011; Verma, Tasagt al, 2012).

Embora as evidéncias acima mostrem a importamcRY no
controle das respostas de medo, ainda ndo existeonsenso sobre
qual a faixa de dose ideal para uma resposta eficadPY. A ampla
gama de funcdes fisiologicas mantidas pelo NPY deveontabilizada
quando pensamos de modo translacional. Para engsiaanformacéo,
0 Quadro 1 ilustra as diferentes doses de NPY nistgs Y1 utilizadas
em testes de medo condicionado.
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1.4 NPY, o marcador bioloégico do TEPT?

O Departamento de Veteranos de Guerra dos EUA élasn
principais interessados na pesquisa de solucbepéigicas contra
psicopatologias relacionadas ao estresse, comoPd .TIEEstima-se que
mais de 40% dos soldados enviados para as reqguee®s ao terror
(Iraque e Afeganistdo) retornam para casa com atguarde transtorno
mental (Callahan, 2010). As chamadas “feridas ineis da guerra”
consumiram mais de 600 bilhdes de dolares em temtm®m médicos
desde o fatidico dia 11 de Setembro de 2001 (Gadla?2010). H4 uma
auséncia de solugbes terapéuticas farmacolégiod@®-farmacoldgicas
aprovadas (sé@o aceitos apenas o propranolol eapidede exposicdo,
respectivamente) para tratar pacientes com TEPM#da, Zushidaet
al., 2009). Sendo assim, a busca por formas de aumentsiliéncia
nos soldados tem sido um dos principais desafioscataunidade
cientifica internacional (Callahan, 2010).
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Uma série de estudos comparando soldados de fespasiais
(Rangers)com soldados sem treinamento especial suporta &o nibe
gque o aumento dos niveis de NPY estad associadoacoesiliéncia
contra o desenvolvimento de distdrbios relacionagosestresse em
humanos. Tentando entender o que torna um indivicsiliente,
Morgan, Wanget al. (2000) compararam os niveis de NPY em dois
grupos militares (forcas especiais a soldados nsyndurante um
treinamento de sobrevivéncia. Uma maior elevacaoNBy e um
retorno mais rapido ao basal foram observados eldados das forcas
especiais (Morgan, Wangt al, 2000; Morgan, Wanget al, 2001;
Morgan, Rasmussoet al, 2002). Posteriormente, Morgan, Rasmusson
et al. (2003) e Yehuda, Brandt al. (2006) confirmaram que uma
reducdo basal dos niveis de NPY plasmatico eraaimz em pacientes
que desenvolveram TEPT. No entanto, a presencaPde plasmatico
pode néo refletir a ocorréncia de NPY central (Bot®\delmanret al,
1997), e a associagdo entre 0 NPY e o TEPT consiendo investigada
em estudos pré-clinicos (Eaton, Sakgeal, 2007) e clinicos (Hughes,
2012; Sah e Geracioti, 2012). Uma forma de se astadTEPT em
animais é a partir do uso de paradigmas baseadosmado
condicionado, descrito inicialmente por Paviov (292

1.5 Instaurando o medo em animais: o condicionamento
Pavloviano do medo

Medo, talvez a emocéo basica mais bem compreendidaino
animal, € um sistema ideal para ter uma compreans&profunda do
aprendizado emocional e a sua relagdo com psidogats. Estudos
que empregam o desenvolvimento do medo, a partir do
condicionamento Pavloviano (ou condicionamento saa$ tém um
potencial Unico para desvendar as bases moleculaneédémicas e
comportamentais dos distlrbios  psiquiatricos em dnas,
apresentando alto grau de translacdo (Rudy, etudl, 2004; Mahan e
Ressler, 2012).

Uma das poucas alternativas terapéuticas paratantento do
TEPT ¢ a terapia de exposicdo (Nemeroff, Brenebex, 2006). Nessa
terapia, exposicdes repetidas do individuo aos oamtes associados
ao trauma original (p.ex.: contexto, odor, ruidoyonpovem,
gradualmente, um novo aprendizado no individuonatodo os
componentes associados ao trauma, inofensivos. WErmsopalavras,
ocorre a “extingdo” da memdria aversiva. Essa e#tn ndo €
meramente um esquecimento, mas uma atualizacaeaegonentes
associados ao trauma com o trauma em si (Nem@udfnneret al,
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2006; Myers e Davis, 2007; Quirk e Mueller, 20@pnceitualmente, o
TEPT é considerado uma patologia de memoria, osdespostas se
tornam amplificadas e, portanto, debilitantes. &stiem seres humanos
e animais sugerem que ocorra, na neurobiologia EBT] processos
patoldgicos ligados a aquisicdo e a consolidacdas também a
expressao e a extingdo de memarias de medo (Rahichet al, 2006;
Quirk e Mueller, 2008; Jovanovic, Norrholm, BlanglirDavis et al,
2010; Jovanovic, Norrholm, Blanding, Phifer al, 2010; Norrholm e
Jovanovic, 2010; Norrholm, Jovanowtal, 2011). Para acessar em um
mesmo protocolo experimental a ansiedade, o meddoemacédo de
memoria, um dos testes mais utilizados é o contherento classico de
medo (Pavlov, 1927; Fanselow, 2000). Neste protoamn estimulo
condicionado (EC) neutro (contexto, som, cheirduali é pareado a um
estimulo aversivo incondicionado (El), tipicamenten choque nas
patas, levando ao aprendizado aversivo. ApOs unia,algumas
associacdes, a apresentacdo do EC passa por sideSeacadear
comportamentos de defesa, que incluem imobilidadpi@ndo existe a
possibilidade, esquiva da fonte aversiva. Assirmealo aprendido néao
apenas gera respostas de defesa, mas permitetifuel@s ambientais
associados também o facam. As respostas evocadasEfe séo
frequentemente medidas em sessBes posteriores dicagu do
pareamento EC-EI. A aquisi¢céo é o aprendizadoaihiou a associagédo
entre EC e EIl, em uma sessdo geralmente chamadeeide ou
condicionamento. A evocacdo, ou teste, € uma sagiidmda para
verificar a associacdo entre EC-EIl, e é feita ppl@sentacdo apenas do
EC. O intervalo entre as sessfGes de treino e festem variar,
dependendo do tipo de memdéria que se queira ayabamalmente 24
h, j& considerada uma memoria de longo prazo).68esde teste
também podem ser chamadas de reativacéo (recatsmid que ocorre
com uma breve exposi¢do ao EC, e sdo usadas gamriom estado de
labilidade, no qual ocorre sempre que memaoriageséoadas, podendo
estas entdo serem modificadas ou reforcadas. Em pronesso
denominado extingdo, que envolve sucessivas e domgxposicoes ao
EC, ocorre o desdobramento entre EC e El e estesyaovez, envolve
um novo aprendizado, uma vez que os estimulos ¢a pusuem
qualquer associagcdo. A Figurd ilustra de forma esquemdtica, as
diferentes fases da memoria.
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—
> Reconsolidagdo

pds-reativagdo
Figura 4 — Fases da formagdo da memodria (aquisipdsdlidacdo), evocacao e
duas possiveis fases poés-reativacdo (extincdoamnselidacdo). Adaptado de
Quillfeldt (2010).

Respostas condicionadas de medo também podem ser
observadas expondo o animal ao mesmo ambiente on#¢ foi
previamente pareado. Deste modo, as respostasiogwe/ocadas por
um estimulo explicitamente pareado com o El, teodm este uma
relacdo temporal especifica, mas por uma combinalg varios
estimulos ditos “contextuais” que estavam preserdeambiente onde o
choque nas patas ocorreu e continuam presente®memo em que 0
animal é reexposto nesse ambiente. Essas resppstéam ser
consideradas como condicionadas a dicas estatizas;ontextuais
(Blanchard e Blanchard, 1969; Phillips e LedouX2)9Alias, segundo
Phillips & LeDoux (1992), embora estes dois tipos estimulos
condicionados, por dica (som, luz, etc) e contegutoyoquem respostas
emocionais similares (congelamento, defecacaic), algumas
diferencas importantes sdo observadas no condioema contextual,
como o fato do EC néo ser restrito a uma simplegatidade sensorial;
de estarem continuamente presentes, ndo sendeiackss de maneira
precisa ao animal nem temporalmente relacionades ©oEl; de
predizerem uma situacao geral na qual o El podeagedmente ocorrer,
mas nao predizerem o inicio de nenhum El especifico

Tendo em vista todas as informa¢fes aqui descsithse o
envolvimento do NPY na resiliéncia ao estresseuepdtencial para o
tratamento de psicopatologias relacionadas aossstreomo o0 caso do
TEPT, e o amplo espectro de funcfes fisioldgicas quNPY pode
influenciar, além da ampla variabilidade de dosde gicomol a
micromol) (tabela 1), ficam em aberto algumas questdgsSera
possivel isolar os efeitos mnemdnicos e do tipdoltiso do NPY, da
reducdo das respostas de medo? 2) O NPY agiriauddogo as
respostas de medo desde a sua aquisicdo até itadacilda extingédo
desta memdria? 3) Qual seria a real participacdoedeptor Y1 no
condicionamento contextual? 4) E possivel deservalina terapia ndo
farmacoldgica para tornar o individuo mais resi#&n5) Qual o papel
do NPY enddgeno na resiliéncia?
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Com o intuito de esclarecer estas questbes, condsizo
presente trabalho. Para este fim, nos propuseraealiar a participacdo
do sistema NPY no condicionamento aversivo cons#X@AC). Para
um melhor esclarecimento desta questdo lancamosdm@bordagens
comportamentais, como o teste do CAC em ratos, tiembe
enriquecido e ensaios de imunodetec¢éo de protdtnesceptor Y1 no
hipocampo. Entender melhor como o sistema NPY @uwmacidurante o
processo traumatico pode ser um grande passo na pas compostos
capazes de interferir positivamente neste processassim, fornecer
mais alternativas terapéuticas que possam serzaghls como
adjuvantes no tratamento de transtornos relacienadcevivéncia de
eventos traumaticos.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho pretende investigar o envohiondo NPY

como um agente promotor de resiliéncia nas respostanedo de ratos
testados no teste do Condicionamento Aversivo Qardae(CAC).

2.1 Objetivos especificos:

v

v

Construir uma curva dose-resposta de baixa dosagehPY
eficaz na reducéo do CAC;

Descartar a influéncia do NPY em parédmetros n&ximiados
ao medo, como a memoria, a ansiedade e a atividade
locomotora;

Investigar o papel do receptor Y1 através do usandegonista
Y1l (LP-NPY) e do antagonista Y1 (BIBO) em diferente
estagios no teste do CAC;

Verificar o papel do ambiente enriquecido (AE) mailitac&o
da extingdo no teste do CAC;

Investigar a participacdo do sistema NPY na resi&
promovida pelo AE através de abordagens farmaamég de
imunodetecc¢do de proteinas;

Investigar se a inducdo da liberacdo da NPY endabgerduz
efeitos similares aos do NPY exdgeno na extincaCAIG;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Em todos os experimentos foram utilizados ratos talis
machos, com idade entre 90 e 110 dias e peso eorpdire 280 e 330
gramas. Estes ratos foram criados no Biotério @bt UFSC e la
permaneceram até o periodo de desmame (21 diags &po, 0s
animais foram encaminhados para o Biotério SetdnaDepartamento
de Farmacologia. Uma semana antes do inicio dosegirmentos
experimentais, os ratos foram levados ao BiotédoLdboratério de
Neurofarmacologia, onde permaneceram em gaiolas £8manimais
dentro de estantes ventiladas (Alesco, Monte MmasiB com controle
de luz (12/12 h, luz acesa as 7 h) e temperat@a (2°C). Comida e
agua foram disponibilizadesd libitum Todos os experimentos foram
realizados no periodo compreendido entre 8:00 801B:e em total
acordo com os padrfes internacionais de cuidadiosae) conforme
recomendacdo da lei n° 11.794, de 08/10/2008. Todoprotocolos
experimentais utilizados nesta tese foram previgéenaprovados pelo
Ccomité de Etica no Uso de Animais institucionaE(\-UFSC),
protocolo n° 23080.019000/2009-82.

3.2 Drogas

Para a realizagdo dos experimentos, as seguirdgasdforam
utilizadas: o agonista dos receptores Y neuropeptidd (NPY)
(Bachem, Torrance, EUA), o agonista seletivo doepemr Y1
Lel®Pro>NPY (LP-NPY) (Bachem, Torrance, EUA), o antagamist
seletivo para o receptor Y1 BIBO3304 (Tocris, Miapelis, EUA), o
antagonista seletivo para o receptor Y2 BIIE024&c(iE, Minneapolis).
Todas as drogas acima foram dissolvidas em tampsfatd salina
0,01M (PBS, da sigla em inglés) (Sigma, St. Lol&JA). Apds
preparadas, as solu¢cdes foram mantidas congeladas tubos
Eppendorf® siliconizados até o uso. Também foi asad
potencializador da atividade GABAérgica midazolbg) (Cristalia,
Itapira, Brasil) que foi dissolvido em solu¢do disigica de cloreto de
sédio 0,9% (Bustos, Maldonad al, 2006). As doses utilizadas foram
escolhidas de acordo com dados prévios da literdRacchi, Mathest
al., 2006; Gutman, Yangt al, 2008) e estudos piloto desenvolvidos em
nosso laboratorio.
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3.3 Ambiente enriquecido

O sistema de ambiente enriquecido (AE) foi baseado
descrito na literatura (Van Praag, Kempermagtnal, 2000; De
Carvalho, Pandolfoet al, 2010) e consistiu em duas gaiolas de
polietileno idénticas (50 X 35 X 30 cm) com maréeglinterconectadas
por um tudo de PVC (Figura 55). Dentro do AE fordisponibilizados
uma variedade de estimulos sensoriais, por exempla:roda giratoria,
um tanel contorcido, escadas, bolinhas coloridabjetos de diferentes
formas e cores. Estes objetos eram lavados e adi@snde posi¢édo, ou
trocados por outros, mudando a configuracdo edpdoiaAE e a
composicéo dos objetos duas vezes por semana.i@@eue os ratos
permaneceram no AE foi de 14 dias, além do perégfifional em que
0s ratos estavam sendo experimentados.

Figura 5 — Gaiola do ambiente enriquecido utilizadste trabalho.

3.4 Cirurgia estereotaxica

Os ratos foram anestesiados com uma mistura lguetamina
(75 mg/kg) (Sespo, Paulinia, Brasil) e xilazina (h8/kg) (Sespo,
Paulinia, Brasil) e colocados no aparelho estexmmdStoelting, Wood
Dale, EUA), com doregmae olambdamantidos no mesmo plano. Em
seguida, fez-se a tricotomia acima da calota amaniseguida da
administracdo via subcuténea (s.c.) de 0,2 mL desotucdo anestésica
e vasoconstritora local (cloridrato de lidocaina 88 noradrenalina
1:50.000, Probem, Catanduva, Brasil). Através da imisédo na pele
de aproximadamente 1,5 cm na direcdo antero-postes calota
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craniana foi exposta. O periésteo foi retirado @lata craniana limpa
com HO, a 10%. Com o auxilio de uma broca ortodénticabjnforam
feitos dois furos na calota craniana para fixac@ parafusos.
Posteriormente, um terceiro furo foi feito para lampacdo de uma
canula guia no ventriculo lateral (direito ou esdoe aleatéria e
balanceadamente), sendo o posicionamento da mesitdado por
meio de estimativas em relagdo@egma(ponto de encontro entre as
suturas sagital e lambddide utilizado como refeéadranatdomico). As
coordenadas utilizadas (AP= -0,8 mm; ML= +1,6 mnm\é&= -3,6 mm)
foram baseadas no Atlas de Estereotaxia em rat@axiaos e Watson
(2002), conforme apresentado na Figifa

Uma cénula de aco inoxidavel de 15 mm de comprioner,7
mm de didmetro externo, previamente confeccionguiata de agulhas
0,7 x 25 mm (Becton Dickinson, Sdo Paulo, Bragd), introduzida
randomicamente no ventriculo lateral direito ou uesdo. Apds
implantacéo, a canula e os parafusos foram fixadaganio com resina
acrilica auto-polimerizavel. Mandris de aco inox2® de 0,35 mm de
didmetro (Comercial Rio Verde, Guarulhos, Bragibam introduzidos
nas canulas para evitar a obstrucdo das mesmastelurgeriodo de
recuperacao dos ratos. Apds o procedimento cimirgE animais foram
mantidos em local aquecido até a recuperacdo dstesige e entdo
transferidos para as suas caixas moradias ondeapeceram por 5 a 7
dias antes das sess0es experimentais.

3.5 Procedimentos de infuséo

Uma agulha injetora de 16 mm de comprimento e (yBdwn
diametro foi fixada a <canula guia e a administracdo
intracerebroventricular (i.c.v.) foi realizada afa de uma microseringa
de 10 pl (Hamilton, Reno, EUA) conectada a aguijetara por um
tubo de polietileno P10 (10 mm de diametro). Agdsoforam injetadas
com o auxilio de uma bomba de infusdo automatiecsigit, Ribeirdo
Preto, Brasil) num volume de 1 ul, a uma taxa gé¢/rdin. Um periodo
adicional de 30 s foi adotado como tempo necesgdatia a completa
difusdo da solucdo dentro do ventriculo e postestrada da agulha
injetora. Por fim, um tempo de 5 min foi adotadtrem administracdo
da solucdo e a exposicdo ao protocolo experimestagto no caso do
BIIE0246, onde se adotou um tempo de 10 min, camdodescrito na
literatura (Bacchi, Mathet al, 2006). Durante esse periodo, todos os
ratos permaneceram em gaiolas individuais até gssef usados nos
testes.
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Apdés o término dos experimentos, 0s animais foram

decapitados e logo apés, 1 ul de solucdo de Azivams (0,1%) foi
injetado pela canula-guia para se difundir nos r@rbs do rato. O
cérebro foi removido e um corte na posi¢éo coramealte a posi¢cdo na
agulha, foi realizado. O local da injecéo foi camfaido pela presenca da
solucéo de azul de Evans nos ventriculos. Somenémimais onde foi
confirmado o acerto do local de injecdo, foram ufdbs na analise
estatistica (superior a 95% do total).

Interaural 8.20 mm Bregma -0.80 mm

Figura 6 — Corte coronal do cérebro de rato modtram local de inje¢do no
ventriculo, indicado em preto. Legenda: LV=ventdclateral, 3V=terceiro
ventriculo. Adaptado de Paxinos e Watson (2002)

3.6 Procedimentos comportamentais

3.6.1 Labirinto em cruz elevado
O teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) (Figara) foi

usado em funcéo de sua capacidade de detectardfaitios do tipo
ansiolitico como também do tipo ansiogénico emsr@®ellow, Chopin
et al, 1985). O LCE foi confeccionado em madeira e dobpor uma
camada de féormica cinza (Insight, Ribeirdo Pret@sl. O aparato é
constituido por quatro bracos com 50 cm de comprijelO0 cm de
largura e posicionados a 50 cm de altura. Doisdsragpostos sao
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protegidos por paredes de 40 cm de altura e demdmsnde bracos
fechados, os outros dois, denominados de bracatospgossuem
apenas uma pequena protecdo de 1 cm. Os quatrgssbsfio
conectados por uma plataforma central (10 x 10 o)sala de
experimento foi levemente iluminada por uma luzanalha, resultando
em uma luminosidade ambiental de cerca de 1 ludaCGaimal foi
colocado na plataforma central do LCE, com a cabeltada para um
dos bracos abertos e tiveram 0s seus respectivopoctamentos
avaliados e registrados por um periodo de 5 min.eAsadas nos
bracos, abertos ou fechados, foram registradasaapprando o animal
se encontrava com as gquatro patas em um dos resgebtacos. A
porcentagem de entradas nos bracos abertos (nideeentradas nos
bracos abertos divididos pelo niumero total de datr@os bracos) e a
porcentagem de tempo nos bracos abertos (temperd@péncia nos
bracos abertos divididos pelo tempo de permanémasabracos) foram
utilizadas como indices comportamentais de ansi&edad nimero de
entradas nos bracos fechados foi utilizado comaédnde locomocao
geral (Cruz, Fregt al, 1994).

3.6.2 Campo Aberto

Foram utilizados dois aparelhos de Campo Aberto )(CA
diferentes. Para investigar a atividade locomotooecomportamento do
tipo ansiolitico/ansiogénico foi utilizado o ap&@l previamente
descrito por Izidio, Lopest al. (2005). Este consiste em uma arena de
acrilico branco opaco (Acril, Sdo José, Brasil) qaredes de 40 cm de
altura. O chéo (100 x 100 cm) foi dividido em 25adrantes (20 x 20
cm) demarcados com linhas pretas (Figit). Cada rato foi colocado
no centro do CA e o cruzamento com as quatro pltasm quadrante
para outro foi anotado, conforme a localizacdo alf,rpor 5 min
consecutivos. O nimero de transicfes da regidaoat€nfio adjacente
as paredes) foi considerado como uma medida do artempento
ansiolitico/ansiogénico e a soma de todas as ¢@essifoi tomada como
medida de locomocao (Ramos e Mormede, 1998).

Para o protocolo de habituacdo ao CA, foi utilizadoaparato
menor, que consistia em uma arena de acrilico I(A%ib José, Brazil)
com paredes transparentes com 40 cm de alturacecitZa (50 x 50
cm). O protocolo de habituacdo ao CA foi realizado dois dias. Em
ambos os dias, os ratos foram colocados no centroCA e
permaneceram por 3 min no aparelho. O programaodeputador
Anymaze (Stoelting, Wood Dale, EUA) foi usado pamaalisar a
distancia percorrida em ambos os dias. Uma redunglalistancia



50

percorrida no segundo dia comparado com o prim&ioon indicativo
de que houve habituagdo dos animais, um sinal cendigagem (De
Oliveira Alvares, De Oliveir&t al, 2005; Quillfeldt, 2010).

A iluminacéo da sala de experimento foi diid no centro da
arena em ambos os protocolos.

A) B)

-

y 13

-

|

Figura 7 — Modelos representativos do teste do (& CA (B). Retirado de
http://insightltda.com.br (A) e http://www.ccb.ufed~andre/ (B).

3.6.3 Condicionamento aversivo contextual

Os experimentos de Condicionamento Aversivo Congxt
(CAC) foram realizados em uma caixa de esquivaiymg$nsight,
Ribeirdo Preto, Brasil) dotada de chado gradeadeatado a um gerador
de choques elétricos, devidamente configurados asdigbes
experimentais, conforme ilustrado na Figura 8. O sme
compartimento da gaiola de condicionamento (22 225 cm) foi
utilizado em todos os procedimentos experimen@iduminacao da
sala de experimento foi de 10 lux no centro dalgaieste modelo, os
animais foram colocados na gaiola de condicionamenapés 3 min
receberam um choque elétrico nas patas (1,5 mA/Am)s o choque,
0S animais permaneceram por mais 1 min na gaiotaddicionamento
antes de serem retirados, sendo levados para uvaagaila até que
todo o experimento fosse concluido, conforme pregiae descrito por
Pamplona e Takahashi (2006). Quando reexposto®oka @s animais
expressam respostas autondmicas e comportamerfassiges, como
congelamento, piloerecdo, aumento da frequéncidiazar e liberacéo
de hormdnios de estresse, que indicam uma respesteedo no animal
(Blanchard e Blanchard, 1969; Fanselow, 1980). @getamento,
definido como a imobilidade em uma posicdo estgrada de
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agachamento com excecdo dos movimentos necesspams a
respiracdo, foi caracterizado como um comportamerrdicionado por
Fanselow (1980), sendo registrado e utilizado cémdae de memoéria
de medo durante a reexposicdo ao contexto na aasdémchoque. A
investigacdo do CAC ocorreu em diferentes estagamsnemoria de
medo, como: (1xquisicdo o tratamento ocorreu 5 min antes da sessao
de condicionamento (Zurita, Martijenet al, 2000). Vinte e quatro
horas apds a sessao de condicionamento, os arforais expostos a
gaiola de condicionamento e o comportamento de etamgnto foi
guantificado por 5 min; (2consolidacdo os ratos foram tratados
imediatamente apoOs serem retirados da sessdo dhciooamento
(Zurita, Martijenaet al, 2000). Vinte e quatro horas depois, 0s animais
foram novamente expostos ao aparato e 0 comportamda
congelamento foi quantificado por 5 min; @&)nsolidacdo tardiaos
ratos foram tratados 3 h apdés serem retirados dsace de
condicionamento(Bekinschtein, Cammarot&t al, 2007). Vinte e
guatro horas depois, os animais foram novamentesto® ao aparato e
0 comportamento de congelamento foi quantificado pomin; (4)
reconsolidacdovinte e quatro horas apos a sessdo de condicertam
0s animais foram expostos brevemente ao aparatd puwn (sessao de
reativacdo). Imediatamente apd6s a sessdo de Eaiivas animais
foram tratados (Stern, Gazargtial, 2012). No dia seguinte, uma nova
exposicdo ao contexto, agora de 5 min (sessag festeealizada. O
comportamento de congelamento foi avaliado em arnasasessoes,
reativacdo e teste; (5gxtincdo vinte e quatro horas apds o
condicionamento, o0s animais foram expostos ao ®pam o
comportamento de congelamento foi quantificado pomin. Este
procedimento, denominado sesséo de extin¢do, petid® trés vezes
com intervalos de 24 h para induzir a extincdo @moria de medo
contextual (Pamplona e Takahashi, 2006; Bitencdamplonaet al,
2008). O tratamento farmacolégico ocorreu 5 miresitle cada sessédo
de extincéo, exceto no tratamento com BIIE que semporreu 10 min
antes. Uma sessdo sem tratamento, de 3 min faadal24 h apds a
Ultima sesséo de extincao para investigar se toefbservado durante a
sessdo de extincdo foi droga-dependente ou se qmovefeitos
persistentes.
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Figura 8 — Modelo representativo do aparato ati@ no teste

do condicionamento aversivo contextual. Adaptado Kleon e
Carobrez (2009).

3.7 Procedimentos bioquimicos

3.7.1 Coleta de tecidos

Apbés o experimento comportamental, os ratos foram
sacrificados por decapitacdo e seus cérebros rdowe lavados com
solucéo fisiolégica (NaCl) 0,9% a 4° C. Em seguaacérebros foram
dissecados sobre uma placa de Petri mantida em gpdo. Os
hipocampos foram dissecados e armazenadofempera -80° C até
momento do uso.

3.7.2 Preparacao do extrato celular total

As amostras de hipocampo foram retirada$ekezera -80° C,
descongeladas e homogeneizadas manualmente (cdlio a@xmicro
pistilos) em tampédo RIPA gelado composto por Ndnidel0 1%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), deoxicolato de sod,5%, dodecil
sulfato de sodio (SDS) 0,1%, tampdo PBS (pH 7,4pmegenca dos
seguintes inibidores enzimaticos: leupeptina 20mligaprotinina 10
ng/ml, pepstatina A 20 pg/ml e fenilmetilsulfonilfireto (PMSF) 1
mM. ApGs a homogeneizacao, as amostras foram idestem gelo por
30 min e em seguida centrifugadas (10.000 g, 48@&nde 10 min). O
sobrenadante foi coletado e novamente centrifugado as mesmas
condicdes. Apbs a segunda centrifugacdo, o sokmatedbi coletado,
sendo este o extrato celular total contendo asimad dissolvidas no
meio. Os extratos celulares totais foram armazenadofreezer a -70°
C até o momento do uso.
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3.7.3 Determinacao da concentracao de proteinas

A determinac&o da concentracéo de proteinasdbzagla com
0 auxilio de um espectrofotbmetro Nanodrop® (Therfaisher,
Waltham, EUA) acoplado a um computador comsaftware de
quantificacdo Nanodrop ND1000 v.3.3.0, conforme cdtes pelo
fabricante (Desjardins, Hansenal, 2009). Brevemente, as amostras de
tecido previamente preparadas, conforme 3.6.2 forapidamente
homogeneizadas e o volume de 1 pl da amostragetgido na regido
sensivel do aparelho. Utilizou-se o compriment@ada de 280, um
dos padrbes de absorbancia para a dosagem denpspteferecidos
pelosoftware Apds a calibracdo do aparelho com uma amostégde
destilada (branco), as amostras foram pipetadas qelaatidade de
proteina mensurada, conforme descrito pelo falec@fhermo Fisher,
Waltham, EUA). O local de insercdo da amostra fgieimizado entre
uma amostra e outra para evitar uma possivel cimagao.

3.7.4 Ensaio de imunodeteccao powestern blot

Os extratos dos tecidos previamente preparadosfdil@idos
de modo a apresentar a mesma concentracdo denprdteimg/ml),
foram misturadas em volumes iguais ao tampao destaand vezes
concentrado (Tris-HCI 150 mM (pH 6,8B-mercaptoetanol 15%,
dodecil sulfato de sddio (SDS) 6%, azul de bromuifé€n3%, glicerol
25%) e fervidas por 5 min a 100°C. Quantidadesisgim proteinas para
cada amostra (30 pg) foram separadas por eletsgfoeen gel de
poliacrilamida e SDS 15%. A proxima etapa consigtutransferéncia
das proteinas contidas no gel para uma membrandrdeelulose (Bio-
Rad, Hercules, EUA) sob as seguintes condi¢cdes: \138 30 mA
durante 1 h. Apos a transferéncia, as membranasnfeaturadas em
solucdo de TBS-T (Tris 1,2 g; NaCl 8,76 g e twlédib% em agua
destilada) contendo leite desnatado (5 %) por noinmi 1 h, a
temperatura ambiente. Apds a lavagem em TBS-T (a4¥XJnembranas
foram incubadas em tempo e condicGes apropriadas ganticorpo
primario contra a proteina do receptor Y1 (AbcarmmBridge, Reino
Unido) (1:1000). Apds a incubacdo com o anticorpongxio as
membranas foram lavadas em TBS4 X) e incubadas com anticorpo
secundario especifico de coelho conjugado a pasei@l:25.000) (Cell
Signaling Technology, Danvers, EUA) durante 2 haaemperatura
ambiente. Os imuno-complexos foram visualizadosdasistema de
deteccdo de substrato quimioluminescente, SupealSifest Femto
(Thermo Fischer Scientific, Rockford, EUA) e filmediografico
(Hyperfilm ECL) (GE Healthcare, Sdo Paulo, Brasifegundo
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recomendacdes do fabricante. Os valores densitico®trforam
normalizados utilizando como controle as bandasnomeativas para a
antif-actina (Santa Cruz, Dallas, EUA) (1:500). Sende t@nto o anti-
NPY1R e a antp-actina apresentavam peso molecular similares (43
kDa), foi necessario lavar a membrana para retodo o anticorpo
primario e incubar a membrana novamente, agoraamiifi-actina. Os
filmes foram digitalizados e os niveis de proteimam quantificados
por densidade O6ptica utilizando o prograhid ImageJ1.36b (NIH,
Bethesda, EUA) e os valores expressos como unidatisarias em
relacéo $g-actina.

3.8 Procedimentos experimentais

Experimento 1: Efeitos da administracdo i.c.v. dierdntes
doses de NPY ou LP-NPY na consolidacdo de ratogadoea
no teste do Condicionamento Aversivo Contextual.

Nesta primeira etapa do trabalho, buscou-se ersromtmenor
dose capaz de provocar um prejuizo na consoliddgdmemoria de
medo no teste do CAC. Para tanto, foram utiliza@i®sratos. Para
avaliar o perfil da administracdo i.c.v. de NPY,aga grupos
experimentais foram utilizados: PBS (n=12), NPYniop(n=10), NPY
3 pmol (n=10) e NPY 10 pmol (n=9). Para avaligresfil da injecao
i.c.v. de LP-NPY, cinco grupos experimentais foratiizados: PBS
(n=13), LP-NPY 0,1 pmol (n=7), LP-NPY 1 pmol (n=1QP-NPY 3
pmol (n=11) e LP-NPY 10 pmol (n=7). Estes ratosifiorcondicionados
no teste do CAC e imediatamente apds, foram trateaftdomicamente,
conforme especificado acima. Uma nova exposicamatexto (5 min)
foi realizada 24 h apés o condicionamento parastiyar os efeitos das
drogas na consolidagdo de memdrias aversivasgatdas quantificacao
do comportamento de congelamento dos ratos (vereess na Figura
99A).

Experimento 2: Efeitos da administracao i.c.v. dierdntes

doses de NPY ou LP-NPY em ratos avaliados no tiste

Campo Aberto

Para descartar qualquer influéncia da atividadenmtora dos
animais (Heilig e Murison, 1987; Heilig, Vecsstial, 1989; Sorensen,
Lindberg et al, 2004), o teste do CA foi realizado nas mesmagslos
utilizadas no experimento 1. Um total de 89 ratwsutilizado neste
experimento. Para avaliar a atividade locomotorardtamento i.c.v.
com NPY, quatro grupos experimentais foram utilimadPBS (n=11),
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NPY 1 pmol (n=6), NPY 3 pmol (n=9) e NPY 10 pmok®8). Para
avaliar o perfil da injecdo i.c.v. de LP-NPY, cingaupos experimentais
foram utilizados: PBS (n=10), LP-NPY 0,1 pmol (n=3P-NPY 1 pmol
(n=9), LP-NPY 3 pmol (n=9) e LP-NPY 10 pmol (n=9)este
experimento os animais foram tratados e ap6s 5foram submetidos
ao teste do CA. Durante os 5 min no CA foram arastazinimero de
gquadrantes totais e centrais cruzados pelos regog$quema na Figura
10A).

Experimento 3: Efeitos da administracéo i.c.v deYNf LP-

NPY em ratos avaliados no teste do Labirinto enz@&levado

Como ja vimos, o sistema NPY esta muito relacionemio a
ansiedade (Broqua, Wettste@h al, 1995; Bannon, Sedet al, 2000;
Kask, Harroet al, 2002; Karlsson, Choet al, 2008). Para verificar o
perfil do tipo-ansiolitico nas doses de NPY e LPYNBEscolhidas
conforme os experimentos 1 e 2, o teste do LCEefdizado. Um total
de 30 ratos foram utilizados neste experimentddidies em 3 grupos
experimentais: PBS (n=10), NPY 3 pmol (n=9) e LPYNP pmol
(n=11). Os animais foram tratados 5 min antes denssubmetidos ao
teste do LCE. No LCE, os animais foram avaliadas5min quanto a
exploracdo dos bracos abertos (numero de entradatenmpo
permanecido) e fechados (niUmero de entradas) $geleea na Figura
111A).

Experimento 4: Efeitos da administracao i.c.v. d@YNou LP-

NPY na habituacdo de ratos avaliados no teste dmpica

aberto.

Evidéncias indicam a participacdo do sistema NPY no
aprendizado e meméria nao emocional (Morley e Fl1&680; Rangani,
Upadhyaet al, 2012). Para isso, a memdria foi acessada utilizan
teste de habituacdo ao CA. Um total de 35 ratamrfautilizados neste
experimento, divididos em 3 grupos experimentasS n=11), NPY 3
pmol (n=12) e LP-NPY 1 pmol (n=12). Para este erpamto 0S
animais foram colocados no CA e permaneceram |4 Janin.
Imediatamente apds, os animais foram tratadosiporcw. e 24 h apos,
expostos novamente ao CA por mais 3 min. A distépercorrida pelos
animais nos dois dias foram tomadas como medidaenocédo. A
reducdo da locomoc¢ao no 2° dia, em comparacdo cbiméindicativa
de que os animais habituaram (aprenderam) (veressmua Figura
122A).
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Experimento 5: Efeitos da administracdo i.c.v. ddagonista

Y1 BIBO sobre a resposta do NPY ou LP-NPY na a@uisilo

medo em ratos avaliados no teste do Condicionanfergosivo

Contextual.

Para verificar o papel do sistema NPY na aquisiigimemoria
de medo, foram utilizados um total de 57 ratos en@stperimento,
divididos em 6 grupos experimentais: PBS+PBS (n=P&S+NPY 3
pmol (n=11), PBS+LP-NPY 1 pmol (n=10), BIBO+PBS &=
BIBO+NPY (n=9) e BIBO+LP-NPY (n=9). Entdo, os animdoram
pré-tratados i.c.v. com BIBO ou PBS e 5 min apédatios com PBS,
NPY ou LP-NPY. Passados mais 5 min, os animaisrfaalocados na
gaiola de condicionamento, onde permaneceram pan3levaram um
choque nas patas de 1,5 mA/1 s e permaneceramag®srum minuto
adicional. Os ratos foram entdo reexpostos a ggota5 min, 24 h
apos, e o comportamento de congelamento foi andistoesquema
Figura 133A).

Experimento 6: Efeitos da administracdo i.c.v. ddagonista

Y1 BIBO sobre a resposta do NPY ou LP-NPY na coiagélo

do medo em ratos avaliados no teste do Condiciontome

Aversivo Contextual

Para verificar o papel do sistema NPY na consdiidaga
memoéria de medo, foram utilizados um total de 6fosraneste
experimento, divididos em 6 grupos experimentaBS+PBS (n=11),
PBS+NPY 3 pmol (n=10), PBS+LP-NPY 1 pmol (n=9), BIR200
pmol+PBS (n=10), BIBO+NPY (n=11) e BIBO+LP-NPY (rJ1 Os
animais foram condicionados e imediatamente ajpdanf pré-tratados
i.c.v. com BIBO ou PBS e 5 min apos, tratados c@8,MPY ou LP-
NPY. Os ratos foram entéo reexpostos a gaiola min524 h apds, e o
comportamento de congelamento foi anotado (verezsguna Figura
144A).

Experimento 7: Efeitos da administracdo i.c.v. cddagonista

BIBO sobre a resposta do NPY ou LP-NPY na extird@o

medo em ratos avaliados no teste do Condicionanmfergosivo

Contextual.

Para verificar o papel do sistema NPY na extingaondmoria
de medo, foram utilizados um total de 75 ratosiddles em 6 grupos
experimentais: PBS+PBS (n=15), PBS+NPY 3 pmol (D~BBS+LP-
NPY 1 pmol (n=12), BIBO+PBS (n=11), BIBO+NPY (n=12
BIBO+LP-NPY (n=12). Para este experimento os arsmfram
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condicionados e 24 h apos, foram pré-tratados céBOBou PBS.

Cinco minutos depois, foram tratados com PBS, NBY.R-NPY antes
de cada sessédo de extincdo de 9 min, com intedea® h entre cada
sessdo, por 3 dias. Um teste adicional de 3 minaus€ncia de
tratamento farmacoldgico, foi realizado 24 h apddtima sessédo de
extingdo para investigar se os efeitos das drogasexiingdo de
memdrias aversivas foram agudos (p.ex.: dependdmtelroga) ou

duradouros mesmo na auséncia de tratamento (veeresgna Figura
155A).

Experimento 8: Efeitos da administracdo i.c.v. ddagonista

Y2 BIIE sobre a a acdo do NPY enddgeno na extidgdgmedo

em ratos avaliados no teste do Condicionado Aversiv

Contextual

O receptor Y2 atua como auto-receptor, inibindabarhcdo
enddgena de NPY (Gehlert, Beavetsal, 1996; Sainsbury, Schwarzer
et al, 2002). Para tanto, buscou-se verificar o papeNBY¥ enddgeno
através do bloqueio do receptor Y2 com o uso dagamista BIIE.
Inicialmente, uma curva dose-resposta, com basaaeios da literatura,
foi realizada (Bacchi, Mathet al, 2006). Para isso, foram utilizados um
total de 29 ratos, divididos em 3 grupos experi@sntPBS (n=10),
BIIE 0,3 nmol (n=10) e BIIE 1 nmol (n=9). Para est@erimento os
animais foram condicionados e 24 h apoés, foranadost com PBS,
BIIE 0,3 nmol ou BIIE 1 nmol antes de cada ses&@xdincao de 9
min, com intervalo de 24 h entre cada sessédo, pdia® Um teste
adicional de 3 min, na auséncia de tratamento faohbgico foi
realizado 24 h apés a Ultima sessdo de extingém ipaestigar se os
efeitos das drogas na extincdo de memorias averfivam agudos (isto
é, dependentes da droga) ou duradouros mesmo réncausde
tratamento (ver esquema na Figura 166A).

Experimento 9: Efeitos da administracéo i.c.v. dB@ e BIIE

sobre a acdo do NPY enddgeno na extingdo do mealmda

em ratos no teste do Condicionamento Aversivo Qargk

Com base nos dados do experimento 8, foi escothidiase de
BIIE 0,3 nmol por esta ndo apresentar atividadéolitisa, conforme
descrito na literatura (Bacchi, Matle¢ al, 2006). Com o0 objetivo de
verificar a fungdo do receptor Y1 na extingdo daloneondicionado,
utilizados um pré-tratamento com o antagonista YA Um total de
27 ratos foi experimentado, divididos em 3 grug@eBS+PBS (n=9),
PBS+BIIE (n=8) e BIBO+BIIE (n=10). Para este expemto o0s
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animais foram condicionados e 24 h apés, forantrptédos com BIBO
ou PBS e 5 min apds, tratados com BIIE ou PBS al#emda sessao de
extingdo de 9 min, com intervalo de 24 h entre cEdsao, por 3 dias.
Um teste de 3 min, na auséncia de tratamento fatogico, foi
realizado 24 h apés a Ultima sessdo de extingém ipaestigar se os
efeitos das drogas na extingdo de memdrias averfivam agudos (isto
€, dependentes da droga) ou duradouros mesmo réncausde
tratamento (ver esquema na Figura 177A).

Experimento 10: Efeitos do Ambiente Enriquecidceréingao
do medo em ratos avaliados no Condicionamento Awers
Contextual.

Para investigar o papel do AE na extingao da menttirimedo,
foram utilizados 20 ratos divididos em 2 grupos egipentais: que
permaneceram na gaiola padrdo (CTRL), n=10, e guegneceram por
14 dias no AE (n=10). Entao, os ratos foram condailos e 24 h apds
(e pelos proximos 3 dias), os animais foram reego®o contexto por
9 min (intervalo de 24 h entre cada sessdo degéxtjr(ver esquema na
Figura 188A). Os animais do grupo AE retornavamaparambiente
enriquecido apds cada sesséo de extingéo.

Experimento 11: Efeitos do Ambiente Enriquecid@x@ressao

do receptor Y1 hipocampal de ratos condicionadoseste do

CAC

Para investigar os efeitos do AE na expressaedeptor Y1
hipocampal em ratos condicionados, um experimeatondnodetec¢cao
de proteinas poWestern blofoi realizado. Para tanto, foram utilizados
18 ratos divididos em 4 grupos experimentais: CTREm
condicionamento (n=4), AE sem condicionamento (n=6GRTL
condicionados (n=4) e AE condicionados (n=5). Rmito consistia em
condicionar os ratos e 24 h apdés, expor os rateamente ao contexto
por 5 min. Os ratos sem condicionamentos foram &gpoa gaiola de
condicionamento, mas néo levaram o choque nas. patadiatamente
apos o término dos experimentos, os ratos foramifisados e os
hipocampos dissecados e congelados (-80°C) atéliseabioquimica
do mesmo (ver esquema na Figura 199A). Os aninmigrdpo AE
retornavam para o ambiente enriquecido apos cadace
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Experimento 12: Efeito da administracdo do antagtaniYl

BIBO sobre a facilitacdo da extingdo do medo ndetedo

Condicionamento Aversivo Contextual induzido petfignte

enriguecido

Com base nos dados do experimento 11, que mostiamrsn
elevacdo dos niveis do receptor Y1 no hipocampo rd®s
“enriquecidos” condicionados, optamos por tentagbear a facilitagéo
da extingdo com o uso i.c.v. do antagonista Y1 E3B@!. Um total de
43 ratos foram usados, divididos em 4 grupos: CTHRS (n=10),
CTRL+BIBIO (n=12), AE+PBS (n=10) e AE+BIBO (n=11Rara este
experimento, parte dos ratos permaneceu por 1shdid& e, apos este
periodo, foram condicionados no teste do CAC. Vitquatro horas
depois e pelos proximos 3 dias, os ratos foramadost com BIBO ou
PBS e 5 min depois, reexpostos a sessao de exiiogd® min, com
intervalo de 24 h entre cada sesséo, por 3 diastedta de 3 min, na
auséncia de tratamento farmacoldgico, foi realiz2didn apés a Ultima
sessdo de extingdo para investigar se os efeimgrdgas na extingdo
de memorias aversivas foram agudos (isto €, depend&a droga) ou
duradouros mesmo na auséncia de tratamento (veeresgna Figura
2020A). Os animais do grupo AE retornavam para o antbi
enriguecido apés cada sessédo de extingao.

Experimento 13: Efeitos da administragéo i.c.vINIY ou LP-

NPY na consolida¢éo tardia do medo de ratos avakado

Condicionamento Aversivo Contextual.

Alguns experimentos complementares, com o0 objetieo
verificar o perfil do NPY e LP-NPY nas doses uéiltas em outros
parametros relacionados a memoria de medo foratwsfePara este
experimento foram utlizados 30 ratos divididos €3n grupos
experimentais: PBS (n=10), NPY 3 pmol (n=9) e LPYNP pmol
(n=11). Os ratos foram condicionados e 3 h apdsmaicionamento,
foram tratados com NPY, LP-NPY ou PBS. Vinte e guabras apés o
condicionamento, os animais foram expostos novaramicontexto do
dia anterior por 5 min e o tempo de congelamentcafmtado (ver
esquema na Figuta21A).

Experimento 14: Efeitos de longo prazo da admiagfio do

NPY e LP-NPY na evocacdo do medo em ratos avalindos

teste do Condicionamento Aversivo Contextual

Como o NPY apresenta efeito de longo prazo, semhgjgea
presenca do peptideo no organismo, objetivamoficario efeito das
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doses utilizadas em nosso trabalho em um protamlongo prazo no
teste do CAC. Neste experimento foram utilizadosa®ds divididos em
3 grupos experimentais: PBS (n=11), NPY 3 pmol ()=L LP-NPY 1
pmol (n=10). Os ratos foram tratados e 7 dias apdisdicionados no
teste do CAC. Vinte e quatro horas apds o condicimnto, os animais
foram expostos novamente ao contexto por 5 ming dimdram o tempo
de congelamento quantificado. Vinte e quatro ha@ss a 12 sessao de
reexposicao, os ratos foram expostos ao contextanmente por mais 5
min, tendo o tempo de congelamento quantificado ésguema na
Figura 222A).

Experimento 15: Efeitos da administracdo i.c.vNIY ou LP-

NPY na reconsolidacdo do medo em ratos avaliados no

Condicionamento Aversivo Contextual

No protocolo da reconsolidacdo do medo, foramzatios 39
ratos divididos em 4 grupos experimentais: PBS Qh=0MPY 3 pmol
(n=10), LP-NPY 1 pmol (n=10) e MDZ 1,5 mg/kg comontrole
positivo. Os animais foram inicialmente condicioosde apos 24h,
foram brevemente reexpostos ao contexto (sessé@eatleacdo) por 3
min. Imediatamente apdés a sessdo de reativacaeniosis foram
tratados com NPY, LP-NPY, MDZ ou PBS. Vinte e qodioras apos,
0s animais foram novamente expostos ao contextsgedeste), agora
por 5 min, conforme esquema ilustrado na FiguraA233 tempo de
congelamento foi anotado tanto na sessao de re@ativ@mo na sessao
teste.

3.9 Analise grafica e estatistica

Os dados foram expressos como média + erro paldrdinedia
(E.P.M.). A confeccao dos graficos foi feita utilimo-se o programa
Graph Pad Pris® 5.0 (Graph Pad Software, San Diego, EUA). As
analises estatisticas forma feitas no progr&tadistica® 7.0 (Statsoft,
Tulsa, EUA).

A analise de variancia (um ou duas vias) foizadilia em todos
0s experimentos, exceto na habituacdo ao camptoabera extincao.
Quando necessério, o tegpest hocde Dunnett foi utilizado para
detectar diferencas entre 0s grupos.

A ANOVA (um ou duas vias) para medidas repetidagiglas
de testepost hodNewman-Keuls ou Dunnett (dependendo do protocolo)
foi utilizada para detectar diferencas no tempoategelamento durante
as sessOes de extincdo e de reconsolidacdo. Ndtades referentes
aos experimentos do teste sem droga, realizad@s denonstrar os
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efeitos persistentes ou ndo das drogas testadesaseltincdo foi usada
a ANOVA (uma ou duas vias), seguido do tgmist hoade Dunnett.

O teste “t” deStudentpareado foi utilizado para verificar se
houve diferencas entre os as sessdes de habitaacampo aberto.

O nivel de significancia considerado para todotestes foi de
p<0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 Experimento 1: Efeitos da administraco i.c.v. derdntes doses
de NPY ou LP-NPY na consolidagéo de ratos avalisdoeste do
CAC.

A representacdo esquematica do procedimentoaatdineste
experimento encontra-se ilustrado na Fig@@A. Os efeitos da
administracao i.c.v. de NPY (1; 3 ou 10 pmol) ouNIPY (0,1; 1; 3 ou
10 pmol) sobre a consolidagdo do medo no teste AG @stéo
representados nas Figle@A e 9B, respectivamente. O teste de analise
de variancia de uma via revelou um efeito signifiwapara o fator dose
do NPY [Rs3779,.42; p=0,00009]. A andlispost hocde Dunnett
mostrou que as doses de NPY 3 e 10 pmol causarandianmuicdo no
tempo de congelamento se comparadas ao grupo leoRB& (p<0,05 e
p<0,0001, respectivamente). O teste de andliseadéncia de uma via
também mostrou um efeito significativo para o fatose do LP-NPY
[F.4373,47; p<0,05]. A analise subsequente utilizandestepost hoc
de Dunnett mostrou que as doses de LP-NPY 1, 3l causaram
uma diminuicdo no tempo de congelamento se comaarad grupo
controle PBS (p<0,05 para todos os tratamentos).
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Figura 9 — Efeito da administracdo i.c.v. de difkes doses de NPY e LP-NPY
na consolidacdo de ratos avaliados no teste doigiondmento aversivo
contextual. A) Representagdo esquemadtica do protoadilizado no
experimento 1. B) Tempo de congelamento expresfus @mimais tratados
com NPY e submetidos a gaiola de condicionamento5pmin. PBS/n=12;
NPY 1 pmol/n=10; NPY 3 pmol/n=10; NPY 10 pmol/n=8) Tempo de
congelamento expresso pelos animais tratados coiNFAY e submetidos a
gaiola de condicionamento por 5 min. PBS/n=13; l#¥ND,1 pmol/n=7; LP-
NPY 1 pmol/n=10; LP-NPY 3 pmol/n=11; LP-NPY 10 prims{7. Cada barra
representa a média + E.P.M. dos dados de uma tws@,05 comparado ao
grupo controle (PBS).
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4.2 Experimento 2: Efeitos da administracao i.c.v. derdntes doses
de NPY ou LP-NPY em ratos avaliados no teste do CA

A representacdo esquematica do procedimentoaatdineste
experimento encontra-se ilustrada na Figu@EOA. Os efeitos do NPY
(1; 3 ou 10 pmol) ou LP-NPY (0,1; 1; 3 ou 10 pnsapre a locomocgao
no teste do CA estdo representados nas Figot@8B/D e 10C/E,
respectivamente. O teste de analise de varidnciendevia revelou um
efeito significativo para o fator dose do NPY naodmocao total dos
ratos [(R30=29,67, p<0,0001). A andlise subsequente utilinamteste
post hocde Dunnett revelou que a dose de NPY 10 pmol mamyo
reducdo da locomocgéo total dos ratos em relacdcoatrole PBS
(p<0,0001). Conforme observado na Figatd0D, no parametro de
locomocao central, o teste de analise de varideiama via também
revelou um efeito significativo do fator dosegsz %=13,83, p<0,0001),
sendo que a andlise subsequente utilizando o tesfost hocde
Dunnett, revelou que a dose de NPY 10 pmol provagoa reducdo
significativa da locomocgao central dos ratos textadm relagcdo ao
controle PBS (p<0,0001).

Com relacdo ao LP-NPY (Figut®10C),a andlise de variancia
de uma via revelou um efeito do fator dose na laegéa total dos ratos
testados [f 408,31, p<0,0001). A analise subsequente utilizando
testepost hocde Dunnett indicou que as doses de LP-NPY 3 emidl p
apresentaram uma redugcdo da locomocdo total das mando
comparadas ao controle PBS (p<0,01 e p<0,001, cgpmente). No
pardmetro locomoc¢éo central FiguralOE, a andlise de variancia de
uma via também revelou um efeito do fator dosg.fE4,39, p<0,01],
sendo que a andlise subsequente utilizando o tesfost hocde
Dunnett demonstrou que a dose de LP-NPY 10 pmolzieda
locomocédo central dos ratos tratados quando cowhpsrao grupo
controle PBS (p<0,05).
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Figura 10 — Efeitos da administracéo i.c.v. derdiftes doses de NPY ou LP-
NPY em ratos avaliados no teste do Campo Aberto R&presentacdo
esquematica do protocolo utilizado no experimentdBp Numero total de
guadrados cruzados no campo aberto em animaiddsat@m NPY e avaliados
por 5 min. C) Numero total de quadrados cruzadosanapo aberto em animais
tratados com LP-NPY e avaliados por 5 min. D) N quadrados cruzados
na area central do campo aberto em animais tratamosNPY e avaliados por
5 min. E) Ndmero de quadrados cruzados na aresatelast campo aberto em
animais tratados com NPY e avaliados por 5 minaCsmdra representa a média
+ E.P.M. dos dados de uma dose. *p<0,05 comparadpupo controle (PBS).
B e D) PBS/n=11; NPY 1 pmol/n=6; NPY 3 pmol/n=9; PO pmol/n=8. C e
E) PBS/n=10; LP-NPY 0,1 pmol/n=8; LP-NPY 1 pmol/n=BP-NPY 3
pmol/n=9; LP-NPY 10 pmol/n=9.
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4.3 Experimento 3: Efeitos da administracdo i.c.v deYNi LP-NPY
em ratos avaliados no teste do LCE

A representacdo esquemaética do procedimento diilizeeste
experimento encontra-se ilustrada na Figura 111Aef®itos do NPY 3
pmol ou LP-NPY 1 pmol sobre a entrada nos bracod@g estdo
representados nas Figura 111B e 11C. O teste tlseaddé variancia de
uma via ndo indicou efeito significativo para cfaratamento, tanto no
parametro tempo gasto como nas entradas nos babeo®s do LCE
[F(2,3270,04; p=0.95 e E3,=0,03; p=0,96, respectivamente]. Tambem,
0 numero de entradas nos bracos fechados ndo madiferencas
significativas entre os grupos avaliados, confoenalisado pelo teste
de analise de variancia de uma vig {b1,53; p=0,23].
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Figura 11 - Efeitos da administracdo i.c.v. de NBY LP-NPY em ratos
avaliados no teste do labirinto em cruz elevaddr@presentacido esquematica
do protocolo utilizado no experimento 3. B) Entades bracos abertos do
labirinto em cruz elevado dos animais tratados déRY ou LP-NPY e
avaliados por 5 min. C) Nimero de entradas nosobréechados do labirinto
em cruz elevado dos animais tratados com NPY olNPF-e avaliados por 5
min. Cada barra representa a média + E.P.M. doosdal® uma dose.
PBS/n=10; NPY/n=9 e LP-NPY/n=11.
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4.4 Experimento 4: Efeitos da administragéo i.c.v. ddYNou LP-NPY
na habituacéo de ratos avaliados no teste do CA

A representacdo esquematica do procedimento diilizeeste
experimento encontra-se ilustrada na Figura 12ZAef@itos do NPY 3
pmol ou LP-NPY 1 pmol na habituacdo ao CA estdoesgmtados nas
Figura 122B, respectivamente. Inicialmente, foidwondo o teste de
andlise de variancia de uma via entre os diferegrtgsos de tratamento
para verificar a atividade locomotora dos animaialiados (sessao
treino). Nenhuma diferenca significativa foi obsefa na distancia
percorrida entre os ratos tratados com PBS, NPY RNRY
[F3870,521; p=0,67]. Para verificar se ocorreu uma wiingéo da
distancia percorrida (habituacdo) nos ratos testaldmante a segunda
exposicao (sesséo teste), o teste “t’stimlentfoi conduzido dentro de
cada grupo de tratamento (sessao treino x sess@g, teevelando uma
diminuic&o da distancia percorrida na sessao éesteomparacéo com a
sesséo treino [PBS (t=5,4p50,001)], [NPY (t=3,15p=0,01)] e [LP-
NPY (t=2,99;p=0,01)].
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Figura 12 - Efeitos da administracdo i.c.v. do NPY ou LP-NPYhadituacédo
de ratos avaliados no teste do Campo abAjt&kepresentacdo esquematica do
protocolo utilizado no experimento 4. B) Distangiarcorrida pelos animais
tratados com NPY ou LP-NPY e avaliados em duassgpes de 3 min com
24 h de intervalo, no campo aberto (cada barr@septa a média + E.P.M. dos
dados de uma sesséo). *p<0,05 comparado ao grepw tdo dentro do
respectivo grupo de tratamento. PBS/n=11; NPY/resLP-NPY/n=12.

4.5 Experimento 5: Efeitos da administracdo i.c.v. ddagonista Y1
BIBO sobre a resposta do NPY ou LP-NPY na aquisighmedo
em ratos avaliados no teste do CAC

A representacdo esquematica do procedimento diilizeeste
experimento encontra-se ilustrada na Figura 133#& efeitos do pré-
tratamento i.c.v. com o0 antagonista Y1 BIBO 200 hmalo tratamento

i.c.v. com NPY 3 pmol ou LP-NPY 1 pmol sobre a am@#io do medo

no teste do CAC estéo representados na Figura 133&ste de analise

de variancia de duas vias (pré-tratamento X trat&oherevelou uma
diferenca significativa do fator tratamentq,[$17=6,52; p=0,01], mas
ndo do fator pré-tratamento {6:5~0,66; p=0,41] e da intera¢éo dos
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fatores pré-tratamento e tratamentg §5=1,46; p=0,24]. A analise com

0 testepost hocde Newman-Keuls revelou uma reducdo do tempo de
congelamento em ratos tratados com PBS+NPY e PBSHY
quando comparado com ratos controle PBS+PBS (p<@,s0,01,
respectivamente). Nenhuma diferenca significatdiaobservada entre

0s demais grupos.

A)
Pré-trat.
5min+ Trat

5 ~

min Sessdo de

Cond|C|onamento —> | evocagao
(5min)
B)
Tratamento
8071 =3 erss

Bl NPY 3 pmol
co{ HE LP-NPY 1 pmol

*
*
N ' -
0-

Pré-trat. PBS BIBO
200 pmol

Tempo de congelamento (%)
D
o
1

Figura 13 - Efeitos da administracao i.c.v. do gotasta Y1 BIBO3304 sobre a
resposta do NPY ou LP-NPY na aquisicdo do medoatos avaliados no teste
do Condicionamento Aversivo Contextual. A) Représgio esquematica do
protocolo utilizado no experimento 5. B) Tempo dmgelamento expressa
pelos animais pré-tratados com BIBO e tratados ¢dRY ou LP-NPY
avaliados no teste do condicionamento aversivoegtull por 5 min (cada
barra representa a média + E.P.M. dos dados deratamento). *p<0,05
comparado ao grupo controle (PBS). PBS+PBS/n=10SHRPY/n=11;
PBS+LP-NPY/n=10; BIBO+PBS/n=8; BIBO/NPY/n=9 e BIB®-NPY/n=9.
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4.6 Experimento 6: Efeitos da administracdo i.c.v. cdagonista Y1
BIBO sobre a resposta do NPY ou LP-NPY na conggdinlao
medo em ratos avaliados no teste do CAC

A representacdo esquematica do procedimentoaatdineste
experimento encontra-se ilustrado na Figura 144AFigura 144B
mostra os efeitos do pré-tratamento i.c.v com PBBIBO 200 pmol
seguido de tratamento com PBS, NPY (3 pmol) ou EP:NL pmol) na
consolidacdo do CAC. O teste de analise de vadaleiduas vias (pré-
tratamento x tratamento) mostrou uma diferencaifgigtiva no fator
tratamento [f 5579,54; p<0,01] além de uma interagéo entre osdator
pré-tratamento e tratamentq[fs=3,79; p<0,05]. N&o houve diferencas
significativas no fator tratamento ¢ks=2,77;, p=0,07]. A analise
subsequente com o tesp®st hocde Newman-Keuls mostrou uma

reducdo do tempo de congelamento em ratos tratamiodBS+NPY e

PBS+LP-NPY comparados com o controle PBS+PBS (j5<@,0<0,05,

respectivamente). Nenhuma diferenca significatdiaobservada entre

0s demais grupos.
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Figura 14 — Efeitos da administracéo i.c.v. do gomtésta Y1 BIBO3304 sobre
a resposta do NPY ou LP-NPY na consolida¢gédo do reedeatos avaliados no
teste do Condicionamento Aversivo Contextual. Apfesentacdo esquematica
do protocolo utilizado no experimento 6. B) Temmoabngelamento expressa
pelos animais pré-tratados com BIBO e tratados d&dRY ou LP-NPY
avaliados no teste do condicionamento aversivoestumdl por 5 min (cada
barra representa a média + E.P.M. dos dados derasamiento). *p<0,05
comparado ao grupo controle (PBS). PBS+PBS/n=11S+HRPY/n=10;
PBS+LP-NPY/n=9; BIBO+PBS/n=10; BIBO/NPY/n=11 e BIB®-
NPY/n=10.
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4.7 Experimento 7: Efeitos da administragdo i.c.v. datagonista
BIBO sobre a resposta do NPY ou LP-NPY na extimgioedo
em ratos avaliados no teste do CAC

A representacdo esquematica do procedimento diilizeeste
experimento encontra-se ilustrado na Figura 155AFigura 155B
mostra os efeitos do pré-tratamento i.c.v com PBBIBO 200 pmol
seguido de tratamento com PBS, NPY (3 pmol) ou EP:NL pmol) na
extingdo do medo no teste do CAC. O teste de andéisvariancia de
duas vias (pré-tratamento e tratamento) com meda}zetidas (sessado
de extincdo) revelou um efeito significante dosorked tratamento

[Feeor7,77; p=0,001], interacdo entre pré-tratamentoragarnento

[F,60713,48; I=0,0001], sesséo de extingéq,fks=56,33; p=0,0001]

e interacdo entre a sesséo de extingdo e pré-gatanf; 13s75,29;

p=0,01]. Nenhuma diferenca significativa foi obsela no fator pré-

tratamento [f,6072,16; p=0,14] e nas interacdes entre a sessdo de
extingéo e tratamento {f3s=1,25; p=0,29] e sesséo de tratamento, pré-
tratamento e tratamento (Jkss=2,04; p=0,09]. Em uma anélise
subsequente destes dados, o tpst& hocde Newman-Keuls indicou

que o tratamento PBS+NPY diminuiu o tempo de c@mgehto na 22 e

na 32 sessdo comparadas com a 12 sessdo (p=0,peD,@001,

respectivamente), além de também diminuir sigrtifleamente o tempo

de congelamento nas 22 e 32 sessdes quando coagacs as 22 e 32

sessOes do grupo controle (p<0,05 e p<0,05, regaecnte). Os ratos

tratados com PBS+LP-NPY também tiveram o tempootgelamento

reduzido nas 22 e 32 sessbfes se comparadas asdd ¢ps0,01 e

p<0,0001, respectivamente), mas o tratamento ndocdpaz de

promover diferencas significativas no tempo de etargento quando
comparamos as 2% e 3% sessfes com as mesmas SEEsSGafo
controle (p=0,23 e p=0,21, respectivamente). Ogsratatados com

PBS+PBS, BIBO+PBS e BIBO+LP-NPY somente mostraradug¢ao

do tempo de congelamento na 32 sessdo comparada ddnsessao

(p<0,01; p<0,01 e p<0,01). Em adicéo, para verifiganfluéncia do

tratamento na expressdo do medo no teste do CAte,pest hocde

Newman-Keuls ndo encontrou diferencas entre os ogrupatados

comparados com controle (PBS+NPY p=0,62; PBS+LP-NRY,57;

BIBO+PBS p=0,61; BIBO+NPY p=0,60; BIBO+LP-NPY p=6)38

A ANOVA de uma via para a sessdo sem droga (Fiy5&c)

mostrou uma interacdo significativa entre os fatquee-tratamento e

tratamento [f,697=12,13; p<0,0001) mas né&o nos fatores pre-tratament

[F(1,6070,003; p=0,95] e tratamento {ks=2,81; p=0,06). O testpost

hoc de Dunnett revelou que houve uma diminuicdo dopterde
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congelamento nos grupos tratados com PBS+NPY, PB3RY,
BIBO+PBS e BIBO+NPY comparado com 0 grupo contriesessao
sem droga (p<0,001, p<0,01, p<0,001 e p<0,05, ctispeente).
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Figura 15 - Efeitos da administracao i.c.v. do gotésta BIBO3304 sobre a
resposta do NPY ou LP-NPY na extingdo do medo éos r@valiados no teste
do Condicionamento Aversivo Contextual. A) Représgio esquematica do
protocolo utilizado no experimento 7. B) Tempo dmgelamento expresso
pelos animais pré-tratados com BIBO e tratados &Y ou LP-NPY e
submetidos a 3 exposi¢bes de 9 min a gaiola deigondmento aversivo
contextual, com intervalo de 24h. C) Tempo de clamento expressa pelos
mesmos grupos de animais durante uma Unica expod&d min. a gaiola de
condicionamento, na auséncia de tratamento faridgicol, 24 h apés a Ultima
sessédo de extingdo. Cada barra representa a mé&dRM. dos dados de uma
sessao. *p<0,05 comparado a primeira sessédo de&atdo respectivo grupo
de tratamento. #p<0,05 comparado com a mesma séesédin¢éo do grupo
controle (PBS). +p<0,05 comparado ao grupo contdalesessdo sem droga.
PBS+PBS/n=15; PBS+NPY/n=13; PBS+LP-NPY/n=12; BIBB%h=11;
BIBO/NPY/n=12 e BIBO/LP-NPY/n=12.
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4.8 Experimento 8: Efeitos da administracdo i.c.v. cdagonista Y2
BIIE na extingdo do medo em ratos avaliados n@tdstCAC

A representacdo esquematica do procedimento diilizeeste
experimento encontra-se ilustrada na Figura 166AFigura 166B
mostra os efeitos do tratamento com diferentessdfs8 e 1 nmol) do
antagonista Y2 BIIE na extingdo do medo no test€AC. O teste de
andlise de variancia de um via de medidas repeteesdou diferencas
significativas nos fatores tratamentq,[k=36,53; p<0,0001) e sesséao
de extin¢ao [f4676,55; p<0,01) mas néo a interacéo entre tratamento
as sessOes de extingaouls=93,79; p=0,37). O testpost hocde
Neumam-Keuls indicou que os grupos tratados coifa BHo tiveram o
tempo de congelamento alterado nas sessfes 2 an8ayuomparadas
com a 12 sesséo. Todavia, os ratos tratados coly Bih ambas as
doses, diferiram do grupo controle PBS em todaseasfes (BIIE 0,3
nmol, p<0,01, p<0,001 e p<0,001, sessbes 1, 2resBectivamente) e
(BIE 1 nmol, p<0,0001, p<0,001 e p<0,001).

Na sessdo de extingdo sem droga (Figura 166C),@vANde
uma via revelou que o fator tratamento apresentifaredcas
significativas [k 3~15,45; p<0,0001). A analiggost hoccom o teste
de Dunnett mostrou que tanto os animais tratadosac®IIE 0,3 nmol
gquanto os ratos tratados administrados com BlIEndl rapresentaram
reducdo do tempo de congelamento em compara¢ao occa@rupo
controle PBS (p<0,001 e p<0,001, BIIE 0,3 e 1 nmedpectivamente).

A Figura 166D mostra a comparagao entre os mirintoisis e
finais da sess8o de extincdo 1. O teste “t"stledent pareado foi
realizado dentro de cada grupo para verificar atéxtia de extingdo
dentro da sessdo. Nenhum dos grupos avaliados (BIES,0,3 e 1
nmol) apresentou diferenca estatisticamente satifia entre o periodo
inicial e final durante a sesséo 1.
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Figura 16— Efeitos da administracdo i.c.v. do antagonista YE Ba extincao
do medo em ratos avaliados no teste do CondicioAadosivo Contextual. A)
Representagdo esquemética do protocolo utilizadexperimento 8. B) Tempo
de congelamento expresso pelos animais tratadosBitiEne submetidos a 3
exposi¢coes de 9 min a gaiola de condicionamenteosiaee contextual, com
intervalo de 24 h. C) Tempo de congelamento exaness mesmos grupos de
animais durante uma Unica exposi¢do de 3 min.a@agde condicionamento, na
auséncia de tratamento farmacoldgico, 24 h apdtinsalsessao de extingédo. D)
Tempo de congelamento inicial e final da sessdeximcdo 1. Cada barra
representa a média + E.P.M. dos dados de cadaoséps®,05 comparado a
primeira sessdo de extingdo do respectivo grupotra@amento. #p<0,05
comparado com a mesma sessédo de extingdo do grapole (PBS). +p<0,05
comparado ao grupo controle da sessdo sem drog&/nP® BIIE 0,3
nmol/n=8; BIIE 1 nmol/n=10.
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4.9 Experimento 9: Efeitos da administracéo i.c.v. dB@ e BIIE na
extingdo do medo avaliada em ratos no teste do CAC

A representacdo esquematica do procedimento diilizeeste
experimento encontra-se ilustrada na Figura 177AFigura 177B
mostra os efeitos do pré-tratamento com BIBO 200olpm do
tratamento com o BIIE 0,3 nmol na extingdo do meddeste do CAC.
A ANOVA de duas vias de medidas repetidas indicoa jouve um
efeito estatisticamente significativo nos fatorege-tpatamento e
tratamento, além da interacdo entre pré-tratamentdratamento
[Fa3s78,21; p<0,01], [f35713,47; p<0,001] e [E35732,51;
p=0,0001, respectivamente]. A ANOVA também indicdiferencas
significativas no fator sesséo de extingde 44=10,77; p=0,0001]. Uma
andlise subsequente com o tgmie hocde Newman-Keuls revelou que
houve reducdo do tempo de congelamento dos raatesdds com
PBS+BIIE em todas as sessfes em relagdo ao grugoleoPBS
(sessao 1, p<0,05; sessdo 2, p<0,001 e sessa®,80px Também se
observou que o grupo tratado com BIBO+BIIE se diferou
estatisticamente do grupo PBS+BIIE, mostrando ummpte que
congelamento maior em todas as sessoes de ex{sessio 1, p<0,05;
sesséo 2, p<0,01 e sesséo 3, p<0,05).

Na sessdo de extincdo sem droga (Figura 177C) avNdz
duas vias revelou uma diferenca significativa neeratdo do pré-
tratamento e o tratamento{ks=6,39; p<0,01). A analisgost hoccom
o teste de Dunnett mostrou que os animais tratamlnso PBS+BIIE 0,3
nmol apresentaram reducédo do tempo de congelaraentmmparacao
com o grupo controle PBS (p<0,05).
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Figura 17 —Efeitos da administracéo i.c.v. de BIBO e BIIE ndirgdo do
medo avaliada em ratos no teste do Condicionamfvecsivo Contextual. A)
Representagdo esquematica do protocolo utilizadexperimento 9. B) Tempo
de congelamento expresso pelos animais pré-tratamnBIBO e tratados com
BIIE e submetidos a 3 exposi¢cbes de 9 min a gai@lacondicionamento
aversivo contextual, com intervalo de 24 h. C) Tenge congelamento
expressa pelos mesmos grupos de animais durantelnice exposi¢do de 3
min. a gaiola de condicionamento, na ausénciaadenento farmacologico, 24
h apés a ultima sessédo de extingdo. Cada baresmpa a média + E.P.M. dos
dados de uma sesséo. #p<0,05 comparado com a reesg@d de extincdo do
grupo controle (PBS). @p<0,05 comparado com a oispesessao do grupo
PBS+BIIE. +p<0,05 comparado ao grupo controle dss&e sem droga.
PBS+PBS/n=10; BIBO+PBS/n=10; PBS+BIIE/n=10; BIBO#Bh=9.

4.10Experimento 10: Efeitos do AE na extingdo do meaioratos
avaliados no CAC

A representacdo esquematica do procedimentoaatdineste
experimento encontra-se ilustrado na Figur&AL8A Figura 188B
mostra os efeitos do AE na extingdo do medo des rat@liados no
CAC. A ANOVA de uma via de medidas repetidas rewédaver uma
diferenca estatistica nos fatores moradia (AE odrdmg, repeticbes
(sessé@o de extingdo) e na interacdo entre a moeads sessdes de
extingéo [k,18710,82; p<0,01], f36734,22; p<0,0001] e [E36~7,86;
p<0,01], respectivamente. Em uma analise subsegjuemesteost hoc
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de Newman-Keuls demonstrou que o 0s animais qaenfeubmetidos
ao AE apresentaram uma reducdo significativa do pdende
congelamento nas sessdes 2 e 3 quando comparadas osessdo de
extingdo (p<0,001). Além disso, a 22 sessdo das ranriquecidos”
teve um tempo de congelamento significativamenteomelo que o
grupo PBS da mesma sesséo (p<0,05). Por sua veatossdo grupo
PBS tiveram uma reducdo significativa do tempo dagelamento
apenas na 32 sessdo quando comparada com a 15 dess#tingdo
(p<0,001).

, Sessdo de Sessdo de Sessdo de
14 dias extingdol [=;7% | extingdo2 > | extingdo3
(9 min) (9 min) (9 min)

’\E? 801 Ell Sessdo 1l B Sessdo2 0 Sessédo 3
(=)
o
@ 60
€
©
(&) *
S 404 ' #
9 *
o
o M
S 201
o
IS
()
| 0-

CTRL AE

Figura 18 — Efeitos do Ambiente Enriquecido naregédb do medo em ratos
avaliados no Condicionamento Aversivo Contextual) Representacao
esquematica do protocolo utilizado no experimenth B) Tempo de

congelamento expresso pelos animais que foram Hadps no ambiente
enriquecido e submetidos a 3 exposi¢cdes de 9 nuncamdicionamento

aversivo contextual, com intervalo de 24 h. Cadaabeepresenta a média *
E.P.M. dos dados de uma sesséo. *p<0,05 compacmd@@rimeira sesséo do
respectivo grupo. #p<0,05 comparado a respectisadsedo grupo controle
(CTRL). CTRL/n=10 e AE/n=10.
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4.11Experimento 11: Efeitos do Ambiente Enriquecid@x@aressao do
receptor Y1 de ratos expostos ao teste do Condigiento
Aversivo Contextual.

A representacdo esquematica do procedimentoaadizneste
experimento encontra-se ilustrado na Figura 19/4&ighira 19B mostra
os efeitos do AE e do teste do CAC na expressaeckptor Y1 no
hipocampo de ratos. A ANOVA de duas vias revelou efeito de
condicionamento e uma interacdo do condicionameoio a moradia
dos animais [fso=7,45; p<0,01 e (510,35 p<0,01,
respectivamente)]. N&o foi observado um efeito deradia
[Fas073,27; p=0,07]. Em andlise posterior, o tegtest hoc de
Newman-Keuls indicou que o grupo submetido ao Akoeteste do
CAC se diferenciou de todos 0s outros grupos ex@egtriais
(padrao+sem CAC, p<0,01; padrdo+CAC, p<0,01 e AE+$RAC,
p<0,001).
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Figura 19 - Efeitos do Ambiente Enriquecido na egpéo do receptor Y1 de

ratos expostos ao teste do Condicionamento AversBantextual.

Representagdo esquematica do protocolo utilizadexperimento 11. B) Média

+ E.P.M da representacdo da raz&o entre valorejomdd trés quantificacdes
distintas, expressos em unidades arbitraria¥ydstern blopara o receptor Y1,
corrigidos pelo valor do controle gendmig@ctina. C) Imagens ilustrativas das
bandas obtidas p&vestern blopara o receptor Y1 (43 kDa) e para o controle
genbmicoB-actina (43 kDa), sendo 2 bandas paras cada gropforme ordem
das barras do grafico. (N=4-5/grupo). *p<0,05; glemeomparado aos outros

grupos.
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4.12Experimento 12: Efeito da administracdo do antagtaniy1l BIBO
sobre a facilitagdo da extingdo do medo no test€AQ induzido
pelo AE

A representacdo esquematica do procedimentoaadizneste
experimento encontra-se ilustrado na Fige@d0A. A Figura2020B
mostra os efeitos da administragéo do antagonistBIBO nas repostas
do AE na extingdo do medo de ratos avaliados no.GABNOVA de
duas vias de medidas repetidas revelou um efegnifisativo dos
fatores moradia (AE e padrdo) e das repeticOesgeeaie extingdo). A
ANOVA de duas vias de medidas repetidas revelou difexenca
significativa nos fatores moradia e repeticaq 4§=6,17; p<0,05] e
repeticbes [k 78723,89; p<0,0001] mas n&o nos fatores tratamento
[F(1,3070,05; p=0,82] e nas interacbes moradia e tratanj&atzo=2,99;
p=0,09], repeticdes e moradia [fs=0,67; p=0,51], repeticdes e
tratamento [k 772,51, p=0,08] e repeticbes, moradia e tratamento
[F7871,59; p=0,20]. A analise subsequente com o tesst hocde
Newman-Keuls indicou que o AE facilitou a extingém medo através
da reducdo do tempo de congelamento nas sess68s Gomparadas
com a 12 sessédo (p<0,05 e p<0,001, respectivamétde)sua vez, o
grupo submetido ao AE e tratado com o BIBO apresergducdo do
congelamento somente na 32 sesséo, se compara@dalésassao.

A ANOVA de duas via para a sessao sem droga Fign@C
mostrou uma diferenga significativa no fator mosaff 39=10,22;
p<0,01), mas ndo no fator tratamentqs §5=0,68, p=0,41] e na
interagéo moradia e tratamentq;fgi=3,74; p=0,06). O testpost hoc
de Dunnett revelou que houve uma diminuicdo do tenge
congelamento em ambos os grupos submetidos aoAEX(pbe p<0,05,
para o tratamento PBS e BIBO, respectivamente).
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Figura 20 — Efeito da administracdo do antagon&t&8IBO sobre a facilitacdo
da extingdo do medo no teste do Condicionamentorsixe Contextual
induzido pelo ambiente enriquecido. A) Represemtagiquematica do
protocolo utilizado no experimento 12. B) Tempo abmgelamento expressa
pelos animais que foram hospedados no ambientguecido, tratados com
BIBO e submetidos a 3 exposicdes de 9 min, ao camdimento aversivo
contextual, com intervalo de 24 h. C) Tempo de etargento expresso pelos
mesmos grupos de animais durante uma Unica expos&a min. A gaiola de
condicionamento, na auséncia de tratamento faridgicol, 24h apés a Ultima
sessao de extingdo. Cada barra representa a mé&diRaM. dos dados de uma
sessao *p<0,05 comparado com a primeira sessa@sgeativo grupo. +p<0,05
comparado com o grupo controle da sessdo sem ¢@ddalL). CTRL/n=10 e
AE/n=10.
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4.13Experimento 13: Efeitos da administracéo i.c.vNRY ou LP-
NPY na consolidacéo tardia do medo de ratos avabatb CAC

A representacdo esquematica do procedimentoadtdineste
experimento encontra-se ilustrada na Figura 211AFigura 211B
mostra os efeitos do tratamento com NPY 3 pmol BeNPY 1 pmol
realizados 3 h apos a aquisicdo do medo em ratdmdes no teste do
CAC. A ANOVA de uma via mostrou uma diferenca siigativa no
fator tratamento [f,776,18; p<0,01]. O test@ost hocde Dunnett
revelou que houve uma reducdo do tempo de congelames ratos
tratados com NPY e LP-NPY se comparados com o aen®BS
(p<0,05 e p<0,01, respectivamente).

A) ,j? Trat.
Sessao de

Condic{/onamento 3h ' ——| evocacgao
(5 min)

[o°)
Ny

3 pBS
Bl NPY 3 pmol
Hl LP-NPY 1 pmol

*
- -

Figura 21 — Efeitos da administracédo i.c.v. do NRYLP-NPY na consolidacéo
tardia do condicionamento do medo de ratos avadiadn Condicionamento
Aversivo Contextual. A) Representacdo esquematicprdtocolo utilizado no

experimento 13. B) Tempo de congelamento expressms @nimais tratados
com NPY ou LP-NPY e submetidos ao condicionamentrsivo contextual
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por 5 min. Cada barra representa a média + E.FPosldddos de um tratamento.
*p<0,05 comparado ao grupo controle (PBS). PBS/n=NPY/n=9; LP-
NPY/n=11.
4.14Experimento 14: Efeitos de longo prazo da admiaggio do NPY
e LP-NPY na evocacdo do medo em ratos avaliadésste do
CAC

A representacdo esquemética do procedimento diilizeeste
experimento encontra-se ilustrada na Figura 222AFigura 222B
mostra os efeitos do tratamento com NPY 3 pmol BeNPY 1 pmol
realizados 7 dias antes da aquisicdo do medo esagaliados no teste
do CAC. A aplicagdo da ANOVA de uma via com medidgzetidas
mostrou haver um efeito significativo no fator araento § »s75,27;
p<0,01] e sesséo (1 e 2)ks=17,15; p<0,001). No entanto, ndo houve
diferenca significativa na interacdo entre os &#otratamento e
repeticéo [f2872,57; p=0,09]. Uma analise subsequente utilizamdo
testepost hodNewman-Keuls revelou que os grupos NPY e LP-NPY da
22 sessdo apresentaram redugéo do tempo de coagtdaem relacéo a
12 sessdo dos respectivos grupos (p<0,05 e p<@&dectivamente).
Além disso, os ratos tratados com NPY apresentai@ampo de
congelamento reduzido em relacdo ao grupo PBS dquemmparados
durante a 22 sesséo (p<0,03).
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Figura 22 — Efeitos de longo prazo da administrag@ddNPY e LP-NPY na
evocagdo do medo em ratos avaliados no teste diiccwmamento aversivo
contextual. A) Representacdo esquematica do protoagilizado no
experimento 14. B) Tempo de congelamento expressms @nimais tratados
com NPY ou LP-NPY e submetidos, 7 dias depois, andicionamento
aversivo contextual por 5 min e re-exposto 24 hsa@ada barra representa a
média + E.P.M. dos dados de uma sesséo. *p<0,0pamcio & sessdo 1 do
respectivo grupo. #p<0,05 comparado com a mesnsiGe® grupo controle
(PBS). PBS/n=11; NPY/n=11; LP-NPY/n=10.

4.15Experimento 15: Efeitos da administracdo i.c.v.NRRY ou LP-
NPY na reconsolida¢cdo do medo em ratos avaliaddSAG

A representacdo esquematica do procedimentoaatdineste

experimento encontra-se ilustrada na Figura 233AFigura 233B

mostra os efeitos do tratamento com NPY 3 pmolB«NPY 1 pmol na

reconsolidacdo do medo em ratos avaliados nodesAC. Um grupo

adicional, tratado com midazolam 1,5 mg/kg foiizgitlo como controle
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positivo. A ANOVA de uma via de medidas repetidagitou um efeito
significativo no fator repeticdo (reativacdo e dgsbtlém de uma
interagdo entre os fatores tratamento e repefigaen=11,33; p<0,001
e Ra3474,04; p<0,05, respectivamente]. Ndo houve difexesgtatistica
no fator tratamento [£3471,55; p=0,21]. O testpost hocde Newman-
Keuls indicou que houve reducdo do tempo de congeltd nos ratos
tratados com NPY ou MDZ na sesséo de teste quasmdparado com a
sesséo de reativagdo (p<0,05 em ambos). Um testerad de Dunnett
na sessdo de teste indicou que os animais trataspsNPY e MDZ
apresentaram reducdo do tempo de congelamento @uantparados
com os ratos PBS da mesma sessdo de teste (p<d,Gdnbos).
Nenhuma diferenca estatisticamente significanteligiervada entre os
grupos na sessao de reativacgao.
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Figura 23 - Efeitos da administracdo i.c.v. de NPRY LP-NPY na
reconsolidacdo do medo em ratos avaliados no Ciondimento Aversivo
Contextual. A) Representacdo esquematica do protoedilizado no
experimento 15. B) Tempo de congelamento expreskss @nimais tratados
com NPY ou LP-NPY e submetidos ao protocolo densgclidacdo do medo,
composta por duas exposicdes ao contexto com aitene 24 h (3 min na
reativagdo e 5 min no teste). Cada barra represemidia + E.P.M. dos dados
de uma sessdo). *p<0,05 comparado ao grupo cor{P@8) dentro da sesséo
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teste. #p<0,05 comparada com 0 mMesmo grupo naoseksdreativacao.
PBS/n=10; NPY/n=10; LP-NPY/n=10.

5 DISCUSSAO

A principal hipétese do presente trabalho foi tdfimar se o
neuropeptideo Y € um agente promotor de resiliénagrespostas de
medo de ratos. Para este propésito lancamos méotedte
comportamental do condicionamento aversivo conédxdude técnicas
de imunodeteccdo da proteina do receptor Y1 nochippo. Os
resultados obtidos a partir destas abordagensrmeatfi achados da
literatura os quais mostram uma participacdo inypbet do sistema
NPY nas respostas ao estresse, como observadodem 63 testes
comportamentais testados neste estudo e vai alénmasirar a
importancia do receptor Y1 na promoc¢do da resiiéram estresse
através da facilitacdo da extingdo do medo comutclo, observado em
diferentes aspectos em nosso estudo, como 1) lEndoea acédo da
injecdo central de NPY e de NPY enddgeno com odesantagonista
Y1 e, 2) através do aumento da expressao do reécéptao hipocampo
em ratos submetidos ao ambiente enriquecido eacsiés traumaticas.
Tais achados reforcam o papel chave do NPY na f@mee
gerenciamento de memdrias aversivas, sugerindmduieY, exdgeno
ou enddgeno, possa atuar como estratégia terap@&migacientes com
psicopatologias decorrentes de memdrias aversivas.

Testando a eficacia de baixas doses de NPY e LPAdRSte
do CAC

Nem sempre é dada a devida atencéo a influéncidivddade
locomotora em paradigmas envolvendo comportamenides
congelamento ou sobressalto (Gutman, Yengl, 2008; Fendt, Burki
et al, 2009). Sabe-se, no entanto que o NPY e seustoeegsgxercem
um importante papel na atividade locomotora dosnaisi, sendo que
dependendo da dose utilizada, a manipulacdo demasNPY pode
promover hipolocomocao (Sorensen, Lindbet@l, 2004; Karl, Duffy
et al, 2008) ou sedacéo (Sorensen, Lindbergl, 2004), a atividade
normal (Redrobe, Dumoret al, 2003; Sorensen, Lindbegy al, 2004;
Thorsell, Repunte-Canoniget al, 2007) e hiperlocomocao (Sorensen,
Lindberg et al, 2004). Para evitar esse viés, analisamos prewtense
atividade locomotora das doses que pretendiamiimagtisendo que a
dose escolhida ndo apresentou mudancgas no nunta@rdecquadrantes
cruzados no CA, nem no nimero de entradas nossbfagchados do
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LCE, ja que tanto a hipo- como a hiperlocomocacegadevar a um
resultado falso positivo com relacdo ao comportamermle
congelamento.

Embora a ansiedade e o medo caminhem relativamenttes,
compartilhando de mudltiplas vias em comum, drogasioditicas
classicas como os benzodiazepinicos falham tanforemover melhora
nas respostas de medo, como em prejudicar a apisig facilitar a
extingdo das memoérias de medo (Haller, 2001; ParapBitencouret
al., 2008; Pego, Morgadet al, 2008). De acordo com o conhecimento
sobre o perfil ansiolitico do NPY e de agonistagat®ptor Y1 (Kask,
Harro et al, 2002; Zhou, Zhwet al, 2008; Rotzinger, Lovejogt al,
2010), os efeitos do NPY na emocionalidade sao lmsume
relacionados com a dose usada, promovendo um efegendente da
dose (Nakajima, Inuiet al, 1998). Nakajima, Inuiet al. (1998)
utilizando doses na faixa gdcomolar por via i.c.v. de NPY e LP-NPY,
encontraram uma curva dose-resposta em sino no(Ne¥ 7 pmol,
ansiogénico; 70 pmol, sem efeito; 700 pmol, artgoli— LP-NPY 7
pmol e 700 pmol, sem efeito; 70 pmol, ansiogéni€)tros estudos
também evidenciaram a auséncia de efeito ansilftec manipulacéo
do NPY. A administracdo intra-amigdala (NPY 5 nmbP-NPY 1
nmol) ou intra-septo lateral (NPY 0.35 nmol) naocomoveram
mudancas na exploragdo dos bracos abertos do LO&tem(Kokare,
Dandekaret al, 2005; Trent e Menard, 2011), corroborando conso®s
achados sobre a auséncia de acdo do NPY e do LPeNPptomover
comportamentos do tipo ansiolitico no LCE e CA.

Embora alguns estudos sugiram um papel facilitadoNPY
com relagdo aos processos de memodria e aprendivkdiey e Flood,
1990; Redrobe, Dumordt al, 1999; Redrobe, Dumordt al, 2004),
outros tém mostrado um padrao mais complexo paepel do NPY na
cognicdo, indicando que a manipulagcdo do sistemd NFRPMove
atenuacdo ou auséncia da consolidacdo da memobriatassfas
dependentes do hipocampo, acompanhadas por unfizpreja inducéo
de potencializacdo de longo prazo (LTP, da sigla iegiés) e
diminuicdo da liberacdo de glutamato em estudosdenlogicos e
genéticos (Bannon, Sedaal, 2000; Carvajal, Vercauterex al, 2004;
Sorensen, Kanter-Schlitke, Caeli al, 2008; Sorensen, Kanter-Schlitke,
Lin et al, 2008; Sorensen, Nikitidoet al, 2009). Nosso estudo esta em
acordo com a literatura citada acima e indica upepaspecifico nas
respostas de medo avaliadas no teste do CAC.
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A injecdo de NPY e a participacéo do receptor Yleste do
CAC

Os ratos tratados com NPY e LP-NPY em nosso estudo,
tiveram reducdo do tempo de congelamento no camdioiento
aversivo contextual (CAC), caracterizando um peejuia aquisicdo e
consolidacdo do medo condicionado (Broqua, Wettsteial, 1995;
Gutman, Yanget al, 2008; Fendt, Burket al, 2009; Bowers, Choet
al., 2012). De modo similar, em ambas as fases da neemaguisicao e
consolidacdo, nossos resultados mostraram queugaedio tempo de
congelamento observada nos animais tratados com &NPYP-NPY,
foi bloqueada pelo pré-tratamento com o antagon¥ta BIBO,
indicando a participacdo do receptor Y1 nestes gegms, indo de
acordo com estudos utilizando animais nocautes €@ receptor Y1,
gue apresentam altos niveis de congelamento ewcptos similares de
medo condicionado (Fendt, Burkit al, 2009; Verma, Tasaet al,
2012). Além disso, a administracdo de BIBO n&o auioeea aquisi¢éo
e consolidagdo do medoper se corroborando com dados
farmacoldgicos obtidos por Cohen, Lat al. (2012) nos paradigmas
como o sobressalto acustico e condicionamento xtoiade Além disso,

0 NPY e o LP-NPY nao parecem atuar exclusivameatmemdriamas
em um conjunto de ag¢Bes para o controle da resgostxional a
situacéo aversiva, como observado em NOsSSO expedmee procurou
“pular” a fase primordial para a consolidagdo dendwas, que ocorre
nas 3 primeiras horas apos o aprendizado (Igazndiat al, 2002;
Medina, Bekinschteinet al, 2008), corroborando com algumas
evidéncias que ja indicavam que o NPY poderia athaomas apos o
aprendizado (Flood, Hernandet al, 1987; Cohen, Kozlovsket al,
2012) e reforcando a ideia de que o NPY e o LP-NRY¥ doses
utilizadas no presente trabalho pode nao ser uito ef@nésico.

Nossos dados do NPY e do LP-NPY prejudicando a
consolidacdo do medo corroboram com estudos emrusm@asuportam
a participacdo do NPY na atenuacao da consoliddgdmemoria de
medo (Morgan, Wangt al, 2000; Rasmusson, Hauget al, 2000).
Rasmusson, Haugeet al. (2000) mostraram que pacientes com
transtorno de estresse poés-traumatico (TEPT) tinimdweis basais
menores de NPY plasmatico comparados com indiviciaaglaveis.
Além disso, altos niveis de NPY foram encontradusiralividuos que
passaram por uma situagdo traumatica, mas que esmvblveram o
TEPT (Yehuda, Brandt al, 2006). Juntos, estes achados indicam que o
NPY pode ter um papel critico para normalizar oteme da resposta
emocional, ja que o aumento de NPY apo0s o estiestlessante pode
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tornar o individuo resiliente ao estimulo contektvaduzindo a carga
emocional do evento averviso.

A administragdo i.c.v. de NPY facilitou a extingéare sessoes
do CAC, em concordancia com estudos prévios quedranas que O
NPY em altas doses facilitaria a extingdo do medvés da reducéo do
FPS (Gutman, Yanet al, 2008) ou por manipula¢des genéticas, com
camundongos KO NPY apresentando prejuizo em extingu
condicionamento por pistas (Verma, Tasnal, 2012). Em adicéo,
observamos que a administracdo central do antdgoiis BIBO
bloqueou a facilitacdo da extingdo induzida peloYNRMNossos
resultados contrastam com o Unico estudo que centpafeito do NPY
com o efeito do BIBO+NPY de Fendt, Burkt al. (2009). Fendt
demonstrou ndo haver diferencas entre BIBO+NPY & ,NRjetados
por via intra-amigdalar, no medo condicionado enmuadongos.
Descartando as possiveis diferencas em razdo daes ddilizadas,
espécie animal e protocolos, a metodologia empeegad Fendt, Burki
et al. (2009), conforme o préprio autor afirma, ndo fomizada para
testar a extingdo do medo, 0 que poderia geraltagdes inconsistentes.
Por outro lado, nosso protocolo de condicionamawérsivo contextual
tem sido utilizado como um protocolo de extingdawkro (Pamplona,
Prediger et al, 2006; Pamplona e Takahashi, 2006; Bitencourt,
Pamplona et al, 2008; De Bitencourt, Pamplonat al, 2013),
apresentando, portanto, confiabilidade comprovada.

A administracdo central do agonista Y1 LP-NPY proewa
extincdo entre as sessdes do condicionamento ‘avecsintextual,
indicado pela reducédo do tempo de congelamentoados. No entanto,
esta facilitacdo da extingdo foi fraca e de cediané, atrasada, se
comparada com o grupo tratado com NPY e PBS, sulgeentdo uma
facilitacdo parcial da extingdo exercida pelo LPYN® teste do CAC.
Esta facilitacdo atrasada corrobora com os dadssreddos pelo LP-
NPY na reconsolidacdo do medo condicionado, ondeoatrario do
NPY, este agonista Y1 ndo prejudicou a reconsdiolaa memoria.
Embora a reconsolidagéo e a extingdo sejam prec@sgependentes,
elas apresentam mecanismos moleculares em comuno c@m
participacdo de receptores NMDA3-e@adrenérgicos estdo envolvidos em
ambos os processos (Myers e Davis, 2007; Tronsday®r, 2007).
Além disso, esta facilitacdo atrasada da extingéae pser devido a
auséncia da ativacdo do receptor Y2. Um estudontecasando
camundongos KO mostrou que para uma resposta ciangaeextingdo
do medo condicionado, o recrutamento de ambos aeptaes, Y1 e
Y2, sdo necessarios (Verma, Tasaal, 2012). Ainda, o LP-NPY é um
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agonista que prefere o receptor Y1 em uma propoi€f000 vezes
maior que o receptor Y2 (Pronchuk, Beck-Sickingeal, 2002). Por
outro lado, andlises de poténcia de ligacdo aopteceYl tém

demonstrado que LP-NPY apresenta poténcia de bgsigélar ao NPY

(Cabrele e Beck-Sickinger, 2000; Pedrazzini, Palen al, 2003),

dados que suportam as doses utilizadas em nosgiweSendo assim,
nossos resultados confirmam o envolvimento majisitdo receptor
Y1, mas também sugerem a participagcdo complemdategceptor Y2,
ao menos na fase de extincdo, corroborando contemtee hipdtese
levantada por Verma, Tasahal.(2012).

A consisténcia da facilitagdo da extincdo promoyidi NPY
foi demonstrada por uma sessdo adicional sem teatam
farmacolégico. O mesmo efeito foi observado emsratatados com o
LP-NPY, confirmando o seu efeito atrasado. Emborblagueio do
receptor Y1 tenha revertido os efeitos do NPY eNFP¢ na extincao do
medo, o efeito do tratamento com BIBO na sesséodsega ndo foi de
todo uma surpresa. Evidéncias sugerem que a rediacéongelamento
em ratos tratados com BIBO na sessdo sem tratanpedi® ocorrer
através do aumento da expresséo do receptor Yanfgua sessdo sem
tratamento) que, aliado a elevacédo de NPY libethdante as sessfes
de extingdo (da primeira sessao até a ultima) EetipiCarlssoret al,
1999; Krysiak, Obuchowiczt al, 2000), promoveria a reducédo do
tempo de congelamento na sessdo sem tratamentotrd2ordeste
aumento da liberacdo de NPY, podemos sugerir querhaumento da
sensibilidade do receptor Y1 em situacbes de estremoderado, a
mesma que acreditamos ocorrer na exposicdo aoxtorderante a
sessdo sem droga, provavelmente por um mecanismpeosatorio
causado pelo bloqueio dos efeitos atribuidos aeptec Y1 durante a
administracdo de BIBO (Mele, Obert al, 2004). A este respeito, foi
demonstrado que o aumento da expressdo do recéptanduz um
efeito ansiolitico moderado (Lin, Liet al, 2010), estando de acordo
com 0s nossos resultados. Nossa hipotese é tambgaontasia por
outros sistemas envolvidos ha memoéria de medo, apmanabindide
(CB). Sabe-se que a administracdo prolongada deantagonista
seletivo do receptor CB1 induz aumento da exprede&eceptor CB1
no cortex pré-frontal e estriado (Tambaro, Tomesial, 2013). E
relatado que o antagonista CB1 aumenta a respesteedo, incluindo a
dificuldade em extinguir memorias aversivas (Relddbhammadiet al,
2008). Em condicdes aversivas, h& recrutamento o tade
endocanabindides como de NPY enddgeno, sendo amédmdores
cruciais na adaptacéo adequada do individuo amigas/traumaticos.



92

O NPY endbgeno: da regulacdo natural ao controle
farmacolégico

O receptor Y2 esta localizado em neur6nios prépticds do
SNC (Caberlotto, Fuxeet al, 2000). Devido a sua localizagdo, o
receptor Y2 exerce importante papel na regulacdeecio do NPY
enddgeno e de outros neurotransmissores como angitd e 0 GABA
(Colmers, Klapsteiret al, 1991). De fato, varias evidéncias sugerem
que o bloqueio/inativacdo do receptor Y2 aumerdapsessao de NPY,
promovendo alteracbes comportamentais em diferentestes
comportamentais (Redrobe, Dumattal, 2003; Tschenett, Singewald
et al, 2003; Bacchi, Matheet al, 2006). Dadas as evidéncias da
regulagédo do NPY pelo bloqueio do receptor Y2 texisna caréncia de
dados que ainda deixa o papel desta manipulacé&wmdatdgica sem
resposta no medo condicionado. Para 0 nosso comiigoi, apenas um
trabalho, de Pickens, Adams-Deutsthal. (2009) testou o BIIE em um
protocolo de medo, observando auséncia de efeitmatdn incubado.
Desta forma, nosso trabalho procurou verificar $IB era capaz de
facilitar a extincdo do medo e, de forma inesperafi@ervamos um
prejuizo na expressdo da memodria de medo condiiiona que
inviabilizou o processo de extingdo em nosso modeila vez que o
tempo de congelamento dos animais tratados comfBillgmilar ao de
ratos que ndo recebem choque. O nosso resultadwigaigerir um
efeito ansiolitico estado-dependente, caractesistite ansioliticos
classicos como os benzodiazepinicos (Bitencourtnpiaa et al,
2008). No entanto, na sessdo sem tratamento @&osds extingado), os
ratos que foram tratados com BIIE continuaram @&mtasdo o tempo
de congelamento reduzido, sinalizando que o Blicasia promovendo
um efeito do tipo-ansiolitico, conforme ja havidossugerido em testes
como o LCE (Bacchi, Mathest al, 2006). Além disso, Thorsell,
Rimondini et al. (2002) verificou que o BIIE também ndo promove
alteracbes da atividade locomotora, tanto horizootamo vertical.
Como vimos anteriormente, um estudo de Verma, Tasah. (2012)
investigou o comportamento de camundongos KO Y2 nmedo
condicionado, sem observar alteracdes tanto naegsgo como na
extingdo do medo. Também néo foi observada nenhalteeacéo de
camundongos KO Y2 em testes de memoaria de traleatteoreferéncia
(Karl, Chesworthet al, 2010). Outro estudo com camundongos KO Y2
sugere o envolvimento deste receptor nos processmsMONIcos
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(Redrobe, Dumontet al, 2004). Redrobe, Dumongt al. (2003)
observou um déficit nos camundongos KO Y2 em apneasl tarefas do
teste do labirinto aquético de Morris e do testeabmnhecimento de
objetivos. E certo afirmar que os efeitos da sigd@dotal dos genes
observado em camundongos KO devem ser vistos cammecaucao,
ja que as alteracdes no desenvolvimento podem grodm fenétipo
complexo, limitando conclusdes absolutas. Entre noscanismos
compensatérios, podemos destacar o controle deadiéle do NPY
enddgeno por outras vias, pois a desregulacadeladido de NPY por
um longo periodo sem demanda fisioldgica, ndo dmreéfico para o
individuo. A hip6tese de que tenha ocorrido a el@wado NPY
endogeno pelo BIIE é evidenciada pelos nossos dados o
antagonista Y1 BIBO, que bloqueou completamenteda @o BIIE no
teste do CAC. Ainda assim, como ja observado agatitira, 0 aumento
exagerado do NPY enddgeno, principalmente no hippoareduz a
formacdo de LPT, prejudicando o aprendizado espacialabirinto
aquatico (Sorensen, Kanter-Schlifke, Caeli al, 2008; Sorensen,
Kanter-Schlifke, Linet al, 2008; Sorensen, Nikitidoet al, 2009).
Desta forma, ndo podemos descartar por completparfit amnésico,
embora pouco provavel, em nosso experimento.

Aumentar o controle perante uma situacdo de estsggsiva,
reduzindo os niveis de estresse do individuo, parser uma
caracteristica comum tanto do NPY como do ambiemequecido
(Lehmann e Herkenham, 2011; Sah e Geracioti, 20EXJdta
caracteristica de aumentar a resiliéncia é desédeaplcom certeza, por
varios “atores” moleculares (Van Praag, Kempermatral, 2000;
Simpson e Kelly, 2011) e, provavelmente, com o NP3¢éus receptores
como “estrelas”. Embora essa cooperacéo do NPYesendolvimento
da resiliéncia ao estresse promovido pelo AE sméicamente certa,
ainda ha uma caréncia muito grande de estudos sstaréeema. De fato,
apenas um estudo, de Hendriksen, Beatkal. (2012), investigou a
participacdo do sistema NPY no AE. Nele, embora teham sido
encontradas alteragBes nos niveis de NPY na BlL&ceptor Y1 teve
sua expressdo aumentada apos os animais seremntigiosrael5 dias de
AE, independente de terem sido submetidos ao miatole estresse.

Partindo da ideia de que eventos prévios da vidiegaem
prevenir a geracdo de traumas a partir de situdchams de estresse,
nosso estudo procurou verificar se 0 AE seria calgapromover um
estado latente de resiliéncia, estado que senadati apenas sob
demanda de uma situagdo aversiva/traumatica, cedpapromover
algum dano, como o TEPT. No primeiro experimentifiecamos que o
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AE era realmente capaz de promover reducdo daidsate ao estresse,
observada através da facilitacdo da extingdo dampaatios estes que
vao de acordo com o trabalho de Hendriksen, Bird. (2012) e outros
(Woodcock e Richardson, 2000a; Barbelivien, Herkestual, 2006;
Imanaka, Morinobuet al, 2006; Mitra e Sapolsky, 2009). Como
sabemos, o AE promove significantes alteracdes arsufp.ex.:
neurogénese, expressao de fatores neurotréfico®), resultam em
respostas comportamentais positivas com relacdmgaigdo e ao
estresse, como ja mencionado. Com respeito ao atanpnto
evidenciado no teste do CAC, um teste que afetacanmunto de
respostas emocionais como a resposta a uma sitlestiessante,
processos mnemonicos e de emocionalidade, é pbssiyerir que a
resposta observada em nosso estudo, somados & tnatbalhos da
literatura, que a diminuicdo do congelamento olalyvnos ratos
“enriquecidos” entre as sessfes de extincao € alévichpacidade que
estes animais tém em discriminar com maior rapiezjue os ratos
“normais”, que o ambiente antes aversivo, ja ndesgmta mais perigo.
Em outras palavras, o processo cognitivo torna-a&s importante e
mais rapido do que a memoria aversiva, através cgderacao do
processamento das informacdes sinapticas, reduzindempo de
tomada de decisdo (Mailloux, Edwards al, 1974; Woodcock e
Richardson, 2000a; b; Leggio, Mandoletal, 2005).

No entanto, a dlvida sobre se o NPY participa oititeegdo da
extingdo do medo promovida pelo AE permanecia. Responder esta
guestdo, primeiramente resolvemos verificar a esgi@ do receptor Y1
em ratos “enriquecidos”. A escolha do receptor &tdmo visto acima,
se deu por este ser o principal receptor do sistéfé envolvido na
resiliéncia as respostas de medo (Cohen,etial, 2012; Hendriksen,
Bink et al, 2012). Por sua vez, o hipocampo foi escolhidaa pel
proximidade do NPY com fun¢gBes comportamentais dggendem do
hipocampo integro, de estudiosvitro mostrando o efeito do NPY na
neuroprotecdo e proliferacdo de precursores neerala relacdo do
hipocampo com o processamento da informacéo comatege medo,
importante tanto para a aquisicdo como para a gdindo medo
(Redrobe, Dumongt al, 1999; Howell, Silvaet al, 2007; Myers e
Davis, 2007; Decressac, Wrigital, 2011).

Nossos resultados mostram que houve uma elevacdo da
expressao do receptor Y1 no hipocampo dos aninaisiuecidos”,
mas apenas o0s ratos “enriquecidos” submetidos ste o CAC
apresentaram esta elevagdo, sugerindo que sistdivaddve atuar
como um fator “tamp&o” em situacbes de estressazespde gerar
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trauma, permanecendo latente até o momento detisagéa/atuacao,
corroborando com vasta literatura (Morgan, Wahgl, 2000; Morgan,

Rasmussort al, 2002; Heilig, 2004). O AE, por sua vez, podestga

acdo resiliente através da promocao de uma maiwibildade do

receptor Y1, faciltando a expressdo deste recepgissim que
determinadas situagfes traumaticas se tornam etmmdem adicao, a
importancia deste receptor é confirmada ao usapnastagonista Y1
BIBO, que reverteu a facilitacdo da extingdo exkrgelo AE (Cohen,
Liu et al, 2012; Hendriksen, Binkt al, 2012).

A administracdo de NPY estd associada com a elevdga
expressao do receptor Y1 e também de BDNF, quéré iodicativo de
resiliéncia (Cohen, Liet al, 2012). E proposto que o BDNF possa
atuar como um regulador funcional e morfolégiccedpressao de NPY
(Nawa, Besshoet al, 1993; Jones, Farinast al, 1994; Nawa,
Pelleymounteet al, 1994; Barnea e Roberts, 2001; Xapelli, Bernardino
et al, 2008). Como sabemos, o BDNF aumenta a plastieidad
estabiliza a conectividade singptica no SNC, caristicas celulares
necessarias para promover a resiliéncia a psidog&e. (Shieh e
Ghosh, 1999; Mamounas, Altat al, 2000; Thoenen, 2000; Huang e
Reichardt, 2001; Poo, 2001). Além disso, o BDNFx&emamente
importante no medo aprendido e na extincdo do m@dwlero e
Ressler, 2012) sendo que o medo condicionado pmma@umento dos
niveis de BDNF e de seus precursores em variast@sts, como o
hipocampo (Bredy, Wwet al, 2007; Ou e Gean, 2007). O BDNF
também pode estar envolvido nos efeitos de longaoppromovidos
pelo NPY, além de que uma elevacao enddégena de pdie¥ ocorrer
pela injecdo exdgena deste peptideo (Cohenetal, 2012). De fato,
nossos experimentos mostraram um efeito de longaopdo NPY
facilitando a extingdo do medo. Sabe-se que aatie de peptidases ou
a presenca de mecanismos de difusédo e captaca®dmdl SNC séo
inexistentes, portanto, estes efeitos ocorrem p@ ndireta,
provavelmente pela ativacdo da producdo de fatoeesoprotetores
enddgenos como o BDNF, concomitantemente com géuwdenddgena
de NPY (Thoenen, 2000; Naert, Ixaat al, 2011; Cohen, Liet al,
2012).

Analisando nossos resultados, podemos considérabiidade
do NPY em controlar de forma positiva as respostasindividuo
guando expostos a situagBes traumaticas. Estaesefsinéficos sao
observados de diferentes formas, seja por adnaig&trexogena deste
peptideo ou pela ativacdo de sua expressdo enddfeinderessante



96

notar que o organismo apresenta condi¢cdes parmerdo da atividade
do sistema NPY, bastando apenas que este sejalestinmpor alguma
situacdo traumatica. Os mecanismos envolvidos refsigo protetor

podem ocorrer através da interagao com fatoreoméficos que agem
de forma redundante com todo o sistema NPY, sesviledsuporte para
que um organismo sob condigcbes de estresse tentdicGes de

reestabelecer a homeostase mais rapidamente possive
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Em resumo, nossos resultados mostraram que:

v A administracdo de baixas doses de NPY prejudicou a
aquisicdo, a consolidagcdo e a reconsolidacdo dednssm
aversivas, além de facilitar a extincdo do medodiwdonado
contextual enquanto que o LP-NPY foi eficaz na ¢édudo
medo apenas na aquisicédo e consolidacao;

v" As doses utilizadas ndo afetaram fatores ndo ocgladbs com
0 medo condicionado, como a ansiedade, atividactariotora
e a memoria ndo emocional;

v' O ambiente enriquecido favoreceu a expressao apt@cY 1l
no hipocampo da mesma forma que facilitou a extinca

v' A inducdo da liberacdo de NPY enddgeno pela adtrag#o
de BIIE inibe completamente as respostas de medo;

v" O uso do antagonista Y1 blogueia qualquer efeitmprido
pelo NPY, LP-NPY ou BIIE.

Como conclusdo, o presente trabalho mostrou queP¥, N
independente de sua origem (exdgena — ambientqueniilo — ou
enddgena — injetado centralmente), promove resiiéao estresse nos
ratos, reduzindo o0 congelamento quando submetidos a
condicionamento aversivo contextual. Fica evidejue a participacdo
do NPY nestas respostas se da pela interacdo coeteptor Y1,
embora ndo possamos descartar a influéncia do toecep2,
principalmente em tarefas mais complexas como @ngixt e a
reconsolidagcédo do medo condicionado contextual.

Todas estas evidéncias, somadas as outras exssteate
literatura reforcam o papel do NPY dificultando esenvolvimento de
psicopatologias relacionadas ao estresse, comd?d,Tigdicando que a
manipulacédo do sistema NPY apresenta um grandagiatéerapéutico
nestes casos.
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7 GLOSSARIO

Benzodiazepinico:sao farmacos ansioliticos utilizados como sedstivo
hipnéticos, relaxantes musculares, para amnéstaégnada e atividade
anticonvulsivante. Atuam sobre o0s receptores GABAgknando-os
mais sensiveis a ativacéo pelo proprio GABA, asade abertura dos
canais de cloro, hiperpolarizando o neurdnio eindith a geracdo de
potencial de acéo.

Camundongos nocautesgue nao expressam determinada proteina.
Condicionamento Pavloviano/Classicoprocedimento pelo qual um
estimulo inicialmente neutro (p.e.: som, odor, ertd) incapaz de gerar
resposta condicionada, se torna biologicamentevaeie apdés o
pareamento com um estimulo condicionado (p.exqup

Consolidacao: processo pelo qual as memdérias sdo armazenadas apos
um novo aprendizado.

Efeitos mneménicos:conjunto de técnicas utilizadas pelo individuo
para auxiliar o processo de memorizacao.

Emocionalidade: é o estado de ser emocional, que consiste de um
grupo de reacgdes organicas, experienciais e ex@ssslenotando um
aumento geral ou uma condi¢éo excitada do animfdrddte do termo
emocdo, que é descrito para designar uma expexi@uea resulta de
uma estimulagdo emocional, emocionalidade é mer@mean conceito
conveniente para descrever um complexo de fatores.

Extingdo: quando h& sobreposicdo do aprendizado de um egtimul
previamente associado por um aprendizado opostpiedeva a uma
reducdo da resposta ao estimulo inicial, sem quarraco seu
apagamento.

Fenocopia: quando um fendtipo, produzido pelo ambiente, sinla
efeito de uma conhecida mutacdo, s6 que ao cantdiri mutacéo,
fenocdpias ndo séo hereditarias.

Medo incubado: procedimento em que o medo condicionado aumento
com o passar do tempo.

Penetrancia incompleta: incapacidade de um gene presente no
organismo se manifestar fenotipicamente.

Pleiotropia: quando um Unico gene controla diversas caragtasstio
fenotpio que muitas vezes ndo estdo relacionadaseja, quando um
par de alelos condiciona mais de um carater.
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Potencializacao de longo prazo (LTP)é uma melhoria duradoura na
transmissédo do sinal entre dois neurénios, cortritoupara plasticidade
sinptica. A LTP é considerada um dos principaisanismos celulares
envolvidos no aprendizado e memodria.

Plasticidade sinptica capacidade das sinapses quimicas de mudar sua
poténcia.

Reativacdo: também chamada de evocacédo, é o retorno de memodrias
previamente estabelecidas para um estado consciestdtando em
labilizacdo da memodria.

Reconsolidacdo: processo pelo qual uma memdéria previamente
consolidada se atualiza e se estabiliza apds eatlgacao.

Resiliéncia: @pacidade do individuo de se adaptar positivamerte

se superar diante de adversidades relacionadatrasse.

Sintese protéica: responsavel por transformar a nova informacao
adquirida em uma modificacdo sinaptica duradourmavés da
transcricao e traducao da proteina.

Terapia de exposicao: é @onfronto direto e graduado aos objetos ou
situacbes ameacadoras, e, na maioria das vezesenadiliza uma
técnica de relaxamento. A exposicao é realizaddooor uma lista
hierarquica de situacbes aversiva, ordenada dd@com a quantidade

de ansiedade que eliciam, ou seja, do estimulo cqusa menos
ansiedade ao que causa mais ansiedade e desconforto

Translacdo: transposicdo de descobertas da pesquisa basica (pré
clinica) para aplicacéo clinica, incluindo a vatidla cientifica dos
resultados experimentais.



100



101

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANDERO, R.; RESSLER, K. J. Fear extinction and BDN&nslating
animal models of PTSD to the cliniGenes Brain Behay 11 (5), 503-
12, 2012.

BACCHI, F.; MATHE, A. A.; JIMENEZ, P.; STASI, L.; RBAN, R;
GERRARD, P.; CABERLOTTO, L. Anxiolytic-like effecof the
selective neuropeptide Y Y2 receptor antagonistEB246 in the
elevated plus-maz®eptides 27 (12), 3202-7, 2006.

BANNON, A. W.; SEDA, J.; CARMOUCHE, M.; FRANCIS, M;
NORMAN, M. H.; KARBON, B.; MCCALEB, M. L. Behaviorda
characterization of neuropeptide Y knockout miBmin Res, 868 (1),
79-87, 2000.

BARBELIVIEN, A.; HERBEAUX, K.; OBERLING, P.; KELCHEC;
GALANI, R.; MAJCHRZAK, M. Environmental enrichmenhcreases
responding to contextual cues but decreases owemadlitioned fear in
the rat.Behav Brain Res 169 (2), 231-8, 2006.

BARNEA, A.; ROBERTS, J. Induction of functional ambrphological
expression of neuropeptide Y (NPY) in cortical gws by brain-
derived neurotrophic factor (BDNF): evidence forequirement for
extracellular-regulated kinase (ERK)-dependent BRK-independent
mechanismsBrain Res, 919 (1), 57-69, 2001.

BECK, B. Neuropeptide Y in normal eating and in giimand dietary-
induced obesityPhilos Trans R Soc Lond B Biol Sgi361 (1471),
1159-85, 2006.

BEKINSCHTEIN, P.; CAMMAROTA, M.; IGAZ, L. M,

BEVILAQUA, L. R.; IZQUIERDO, |.; MEDINA, J. H. Pelistence of
long-term memory storage requires a late proteiir®sis- and BDNF-
dependent phase in the hippocameuron, 53 (2), 261-77, 2007.

BENAROYA-MILSHTEIN, N.; HOLLANDER, N.; APTER, A,
KUKULANSKY, T.; RAZ, N.; WILF, A,; YANIV, |.; PICK, C. G.
Environmental enrichment in mice decreases anxatgnuates stress



102

responses and enhances natural killer cell actility J Neurosci, 20
(5), 1341-7, 2004.

BITENCOURT, R. M.; PAMPLONA, F. A.; TAKAHASHI, R. N
Facilitation of contextual fear memory extinctiondaanti-anxiogenic
effects of AM404 and cannabidiol in conditioned sratEur

Neuropsychopharmaco] 18 (12), 849-59, 2008.

BLANCHARD, R. J.; BLANCHARD, D. C. Crouching as amdex of
fear.J Comp Physiol Psychql67 (3), 370-5, 1969.

BOWERS, M. E.; CHOI, D. C.; RESSLER, K. J. Neurofxpm
regulation of fear and anxiety: Implications of t@aystokinin,
endogenous opioids, and neuropeptiddPysiol Behay 107 (5), 699-
710, 2012.

BREDY, T. W.; WU, H.; CREGO, C.; ZELLHOEFER, J.; 8UY. E.;
BARAD, M. Histone modifications around individualDBIF gene
promoters in prefrontal cortex are associated watktinction of
conditioned fearLearn Mem, 14 (4), 268-76, 2007.

BROQUA, P.; WETTSTEIN, J. G.; ROCHER, M. N.; GAUTER-

MARTIN, B.; JUNIEN, J. L. Behavioral effects of nepeptide Y
receptor agonists in the elevated plus-maze andptgantiated startle
proceduresBehav Pharmaco) 6 (3), 215-222, 1995.

BROTHERS, S. P.; WAHLESTEDT, C. Therapeutic potantof
neuropeptide Y (NPY) receptor ligand&MBO Mol Med, 2 (11), 429-
39, 2010.

BRUEL-JUNGERMAN, E.; LAROCHE, S.; RAMPON, C. New
neurons in the dentate gyrus are involved in th@ession of enhanced
long-term memory following environmental enrichmerEur J
Neurosci 21 (2), 513-21, 2005.

BUSTOS, S. G.; MALDONADO, H.; MOLINA, V. A. Midazam
disrupts fear memory reconsolidatiddeuroscience 139 (3), 831-42,
2006.

CABERLOTTO, L.; FUXE, K.; HURD, Y. L. Characterizah of NPY
mRNA-expressing cells in the human brain: co-lazdion with Y2 but
not Y1 mRNA in the cerebral cortex, hippocampusygaala, and
striatum.J Chem Neuroanat 20 (3-4), 327-37, 2000.



103

CABRELE, C.; BECK-SICKINGER, A. G. Molecular chatadzation
of the ligand-receptor interaction of the neurokpty family. J Pept
Sci, 6 (3), 97-122, 2000.

CALLAHAN, D. J. Combat-related mental health disenst the case for
resiliency in the long warJ Am Osteopath Assog 110 (9), 520-7,
2010.

CAMPBELL, F. C.Elements of Metallurgy and Engineering Alloys
ASM International, 2008. 350.

CARVAJAL, C. C.; VERCAUTEREN, F.; DUMONT, Y,
MICHALKIEWICZ, M.; QUIRION, R. Aged neuropeptide Y
transgenic rats are resistant to acute stress aimtain spatial and non-
spatial learningBehav Brain Res 153 (2), 471-80, 2004.

CHAMOVE, A. S. Cage design reduces emotionalityniice. Lab
Anim, 23 (3), 215-9, 1989.

CHARNEY, D. S. Psychobiological mechanisms of resite and
vulnerability: implications for successful adapbatito extreme stress.
Am J Psychiatry, 161 (2), 195-216, 2004.

COHEN, H.; GEVA, A. B.; MATAR, M. A.; ZOHAR, J.; KRLAN, Z.
Post-traumatic stress behavioural responses iednimouse strains: can
genetic predisposition explain phenotypic vulndigfsi Int J
Neuropsychopharmaco] 11 (3), 331-49, 2008.

COHEN, H.; KOZLOVSKY, N.; ALONA, C.; MATAR, M. A;
JOSEPH, Z. Animal model for PTSD: from clinical cept to
translational researcheuropharmacology, 62 (2), 715-24, 2012.

COHEN, H.; LIU, T.; KOZLOVSKY, N.; KAPLAN, Z.; ZOHR, J,;

MATHE, A. A. The neuropeptide Y (NPY)-ergic systesmassociated
with behavioral resilience to stress exposure iagmal model of post-
traumatic stress disordedeuropsychopharmacology 37 (2), 350-63,
2012.

COLMERS, W. F.; KLAPSTEIN, G. J.; FOURNIER, A.; FIERRE,
S.; TREHERNE, K. A. Presynaptic inhibition by nepeptide Y in rat
hippocampal slice in vitro is mediated by a Y2 poe Br J

Pharmacol, 102 (1), 41-4, 1991.

CONRAD, C. D.; MCEWEN, B. S. Acute stress increasesropeptide
Y mRNA within the arcuate nucleus and hilus of thentate gyrus.
Brain Res Mol Brain Res 79 (1-2), 102-9, 2000.



104

CRUZ, A. P.; FREI, F.; GRAEFF, F. G. Ethopharmagatal analysis
of rat behavior on the elevated plus-m&2kearmacol Biochem Behay
49 (1), 171-6, 1994,

DE BITENCOURT, R. M.; PAMPLONA, F. A.; TAKAHASHI, RN.
A current overview of cannabinoids and glucocoitlsan facilitating
extinction of aversive memories: potential extionti enhancers.
Neuropharmacology, 64, 389-95, 2013.

DE CARVALHO, C. R.; PANDOLFO, P.; PAMPLONA, F. A;
TAKAHASHI, R. N. Environmental enrichment reducde timpact of
novelty and motivational properties of ethanol ipostaneously
hypertensive rat8ehav Brain Res 208 (1), 231-6, 2010.

DE OLIVEIRA ALVARES, L.; DE OLIVEIRA, L. F.; CAMBOM, C.;
DIEHL, F.; GENRO, B. P.; LANZIOTTI, V. B.; QUILLFEDT, J. A.
Amnestic effect of intrahippocampal AM251, a CBleséve blocker,
in the inhibitory avoidance, but not in the opegldihabituation task, in
rats.Neurobiol Learn Mem, 83 (2), 119-24, 2005.

DECRESSAC, M.; WRIGHT, B.; DAVID, B.; TYERS, P.; BER, M.;
BARKER, R. A.; GAILLARD, A. Exogenous neuropepti¥epromotes
in vivo hippocampal neurogeneditippocampus, 21 (3), 233-8, 2011.

DESJARDINS, P.; HANSEN, J. B.; ALLEN, M. Microvoluem
spectrophotometric and fluorometric determinatiorf @rotein
concentrationCurr Protoc Protein Sci, Chapter 3, Unit 3 10, 2009.

DOTSCH, J.; ADELMANN, M.; ENGLARO, P.; DOTSCH, A;
HANZE, J.; BLUM, W. F.; KIESS, W.; RASCHER, W. Réln of
leptin and neuropeptide Y in human blood and cegiinal fluid.J
Neurol Sci, 151 (2), 185-8, 1997.

DUMAN, C. H.; SCHLESINGER, L.; RUSSELL, D. S.; DUMA R.
S. Voluntary exercise produces antidepressant axidlgtic behavioral
effects in miceBrain Res, 1199, 148-58, 2008.

DUMONT, Y.; JACQUES, D.; BOUCHARD, P.; QUIRION, R.
Species differences in the expression and distobutof the

neuropeptide Y Y1, Y2, Y4, and Y5 receptors in mide guinea pig,
and primates brains.Comp Neurol, 402 (3), 372-84, 1998.

EATON, K.; SALLEE, F. R.; SAH, R. Relevance of nepeptide Y
(NPY) in psychiatryCurr Top Med Chem, 7 (17), 1645-59, 2007.



105

FANSELOW, M. S. Conditioned and unconditional comeots of
post-shock freezind?avlov J Biol Scj 15 (4), 177-82, 1980.

. Contextual fear, gestalt memories, and himpocampus.
Behav Brain Res 110 (1-2), 73-81, 2000.

FARAONE, S. V.; TSUANG, M. T. Measuring diagnosticcuracy in
the absence of a "gold standar&im J Psychiatry, 151 (5), 650-7,
1994.

FEDER, A.; NESTLER, E. J.; CHARNEY, D. S. Psychdbgy and
molecular genetics of resilienclat Rev Neuroscj 10 (6), 446-57,
2009.

FENDT, M.; BURKI, H.; IMOBERSTEG, S.; LINGENHOHL, K

MCALLISTER, K. H.; ORAIN, D.; UZUNOV, D. P.; CHAPERN, F.

Fear-reducing effects of intra-amygdala neuropeptyl infusion in

animal models of conditioned fear: an NPY Y1 reoephdependent
effect.Psychopharmacology (Berl) 206 (2), 291-301, 2009.

FERNANDEZ-TERUEL, A ESCORIHUELA, R. M.;
CASTELLANO, B.; GONZALEZ, B.; TOBENA, A. Neonatalamdling

and environmental enrichment effects on emotiopalibvelty/reward
seeking, and age-related cognitive and hippocampgadirments: focus
on the Roman rat lineBehav Genet 27 (6), 513-26, 1997.

FISCHER, F. R.; PEDUZZI, J. D. Functional recovenyrats with
chronic spinal cord injuries after exposure to anched environmentl
Spinal Cord Med, 30 (2), 147-55, 2007.

FLOOD, J. F.; HERNANDEZ, E. N.; MORLEY, J. E. Modtion of
memory processing by neuropeptide Bfain Res, 421 (1-2), 280-90,
1987.

FRANCIS, D. D.; DIORIO, J.; PLOTSKY, P. M.; MEANEYM. J.
Environmental enrichment reverses the effects démal separation on
stress reactivityd Neurosci 22 (18), 7840-3, 2002.

GARMEZY, N.; STREITMAN, S. Children at risk: the aeh for the
antecedents of schizophrenia. Part . Conceptualeilscand research
methodsSchizophr Bull, (8), 14-90, 1974.

GATES, M. A.; HOLOWKA, D. W.; VASTERLING, J. J.; KENE, T.
M.; MARX, B. P.; ROSEN, R. C. Posttraumatic strafisorder in
veterans and military personnel: epidemiology, ecirey, and case
recognition.Psychol Sery 9 (4), 361-82, 2012.



106

GEHLERT, D. R.; BEAVERS, L. S.; JOHNSON, D,
GACKENHEIMER, S. L.; SCHOBER, D. A.; GADSKI, R. A.
Expression cloning of a human brain neuropeptidé2yreceptorMol
Pharmacol, 49 (2), 224-8, 1996.

GRANDT, D.; DAHMS, P.; SCHIMICZEK, M.; EYSSELEIN, VE.;
REEVE, J. R., JR.; MENTLEIN, R. [Proteolytic prosesy by
dipeptidyl aminopeptidase IV generates receptactelty for peptide
YY (PYY)]. Med Klin (Munich) , 88 (3), 143-5, 1993.

GREENWOOD, B. N.; FLESHNER, M. Exercise, learnetplessness,
and the stress-resistant braeuromolecular Med, 10 (2), 81-98,
2008.

GREENWOOD, B. N.; FOLEY, T. E.; DAY, H. E.; CAMPISU;
HAMMACK, S. H.; CAMPEAU, S.; MAIER, S. F.; FLESHNERM.
Freewheel running prevents learned helplessness/loehl depression:
role of dorsal raphe serotonergic neurahsdleurosci 23 (7), 2889-98,
2003.

GRONEBERG, D. A.; FOLKERTS, G.; PEISER, C.; CHUN&, F.;
FISCHER, A. Neuropeptide Y (NPYRulm Pharmacol Ther, 17 (4),
173-80, 2004.

GUTMAN, A. R. Neuropeptide Y and Cholecystokinin Modulation
of the Expression and Extinction of Fear-Potentiatd Startle. 2009.
(Doctor of Philosophy). Graduate Division of Biologl and
Biomedical Sciences Neuroscience, Emory UnivergtyA.

GUTMAN, A. R.; YANG, Y.; RESSLER, K. J.; DAVIS, MThe role of
neuropeptide Y in the expression and extinctionfe#r-potentiated
startle.J Neurosci 28 (48), 12682-90, 2008.

HALLER, J. The link between stress and the efficatwanxiolytics. A
new avenue of researdPhysiol Behay 73 (3), 337-42, 2001.

HASTINGS, J. A.; MORRIS, M. J.; LAMBERT, G.; LAMBER E.;
ESLER, M. NPY and NPY Y1 receptor effects on noeadtine
overflow from the rat brain in vitroRegul Pept 120 (1-3), 107-12,
2004.

HEILIG, M. Antisense inhibition of neuropeptide XRY)-Y1 receptor
expression blocks the anxiolytic-like action of NBY amygdala and
paradoxically increases feedigegul Pept 59 (2), 201-5, 1995.



107

. The NPY system in stress, anxiety and dsjme
Neuropeptides 38 (4), 213-24, 2004.

HEILIG, M.; MCLEOD, S.; KOOB, G. K. BRITTON, K. T.
Anxiolytic-like effect of neuropeptide Y (NPY), butot other peptides
in an operant conflict tedRegul Pept 41 (1), 61-9, 1992.

HEILIG, M.; MURISON, R. Intracerebroventricular nepeptide Y
suppresses open field and home cage activity imah&egul Pept 19
(3-4), 221-31, 1987.

HEILIG, M.; VECSEI, L.; WIDERLOV, E. Opposite effex of
centrally administered neuropeptide Y (NPY) on lmotor activity of
spontaneously hypertensive (SH) and normal fetta Physiol Scand
137 (2), 243-8, 1989.

HEILIG, M.; ZACHRISSON, O.; THORSELL, A.; EHNVALLA.;

MOTTAGUI-TABAR, S.; SJOGREN, M.; ASBERG, M.; EKMANR;

WAHLESTEDT, C.; AGREN, H. Decreased cerebrospinalidf
neuropeptide Y (NPY) in patients with treatmentraetory unipolar
major depression: preliminary evidence for assmriatith preproNPY
gene polymorphisml Psychiatr Res 38 (2), 113-21, 2004.

HENDRIKSEN, H.; BINK, D. I.; DANIELS, E. G.; PANDIT R;;
PIRIOU, C.; SLIEKER, R.; WESTPHAL, K. G.; OLIVIERB.;
OOSTING, R. S. Re-exposure and environmental emdéctt reveal
NPY-Y1 as a possible target for post-traumatic sstradisorder.
Neuropharmacology, 63 (4), 733-42, 2012.

HIRSCH, D.; ZUKOWSKA, Z. NPY and Stress 30 Yearddra The
Peripheral ViewCell Mol Neurobiol, 2012.

HOLMES, A.; LE GUISQUET, A. M.; VOGEL, E.; MILLSTH, R.
A.; LEMAN, S.; BELZUNG, C. Early life genetic, epgetic and
environmental factors shaping emotionality in rdderNeurosci
Biobehav Rey 29 (8), 1335-46, 2005.

HOPSU-HAVU, V. K.; GLENNER, G. G. A new dipeptide
naphthylamidase hydrolyzing glycyl-prolyl-beta-n#phamide.
Histochemig 7 (3), 197-201, 1966.

HOWELL, O. W.; SILVA, S.; SCHARFMAN, H. E.; SOSUNQ\A.

A.; ZABEN, M.; SHATYA, A.; MCKHANN, G., 2ND; HERZOGH.;
LASKOWSKI, A.; GRAY, W. P. Neuropeptide Y is imparit for basal



108

and seizure-induced precursor cell proliferationthe hippocampus.
Neurobiol Dis, 26 (1), 174-88, 2007.

HUANG, E. J.; REICHARDT, L. F. Neurotrophins: rol@s neuronal
development and functioAnnu Rev Neuroscj 24, 677-736, 2001.

HUGHES, V. The Roots of Resiliendgature, 490, 3, 2012.

HUTCHINSON, K. M.; MCLAUGHLIN, K. J.; WRIGHT, R. L.
BRYCE ORTIZ, J.; ANOUTI, D. P.; MIKA, A.; DIAMOND,D. M.;
CONRAD, C. D. Environmental enrichment protectsiasfathe effects
of chronic stress on cognitive and morphological asuges of
hippocampal integrityNeurobiol Learn Mem, 97 (2), 250-60, 2012.

IACONO, W. G.; CLEMENTZ, B. A. A strategy for eludzting genetic
influences on complex psychopathological syndrorfeih special
reference to ocular motor functioning and schizepta). Prog Exp

Pers Psychopathol Resl6, 11-65, 1993.

IGAZ, L. M.; VIANNA, M. R.; MEDINA, J. H.; IZQUIERDO, I. Two
time periods of hippocampal mRNA synthesis are irequfor memory
consolidation of fear-motivated learning.Neurosci 22 (15), 6781-9,
2002.

IMANAKA, A.; MORINOBU, S.; TOKI, S.; YAMAWAKI, S.
Importance of early environment in the developmanpost-traumatic
stress disorder-like behavioBehav Brain Res 173 (1), 129-37, 2006.

IZIDIO, G. S.; LOPES, D. M.; SPRICIGO, L., JR.; RAMS, A.
Common variations in the pretest environment infltee genotypic
comparisons in models of anxiet@enes Brain Behay 4 (7), 412-9,
2005.

JONES, K. R.; FARINAS, I.; BACKUS, C.; REICHARDT,.LF.

Targeted disruption of the BDNF gene perturbs brail sensory
neuron development but not motor neuron developn@eit, 76 (6),

989-99, 1994.

JOVANOVIC, T.; NORRHOLM, S. D.; BLANDING, N. Q.; DXIS,
M.; DUNCAN, E.; BRADLEY, B.; RESSLER, K. J. Impatlefear
inhibition is a biomarker of PTSD but not depressbepress Anxiety
27 (3), 244-51, 2010.

JOVANOVIC, T.; NORRHOLM, S. D.; BLANDING, N. Q.; PHER,
J. E.;; WEISS, T.; DAVIS, M.; DUNCAN, E.; BRADLEY, B
RESSLER, K. Fear potentiation is associated witlpottyalamic-



109

pituitary-adrenal axis function in PTSIPsychoneuroendocrinology
35 (6), 846-57, 2010.

KALRA, S. P.; KALRA, P. S. NPY--an endearing jouynia search of a
neurochemical on/off switch for appetite, sex argproduction.
Peptides 25 (3), 465-71, 2004.

KARL, T.;, CHESWORTH, R.; DUFFY, L., HERZOG, H.
Schizophrenia-relevant behaviours in a genetic mausdel for Y2
deficiency.Behav Brain Res 207 (2), 434-40, 2010.

KARL, T.; DUFFY, L.; HERZOG, H. Behavioural profilef a new
mouse model for NPY deficiencfur J Neurosci, 28 (1), 173-80,
2008.

KARLSSON, R. M.; CHOE, J. S.; CAMERON, H. A.; THORBL, A;;
CRAWLEY, J. N.; HOLMES, A.; HEILIG, M. The neuroptge Y Y1
receptor subtype is necessary for the anxiolykie-lieffects of
neuropeptide Y, but not the antidepressant-likeatsf of fluoxetine, in
mice.Psychopharmacology (Berl) 195 (4), 547-57, 2008.

KARLSSON, R. M.; HOLMES, A.; HEILIG, M.; CRAWLEY, JN.

Anxiolytic-like actions of centrally-administeredeuropeptide Y, but
not galanin, in C57BL/6J micd?harmacol Biochem Behay 80 (3),

427-36, 2005.

KASK, A.; HARRO, J. Inhibition of amphetamine- amagpomorphine-
induced behavioural effects by neuropeptide Y Yé&beptor antagonist
BIBO 3304.Neuropharmacology, 39 (7), 1292-302, 2000.

KASK, A.; HARRO, J.; VON HORSTEN, S.; REDROBE, J.;P
DUMONT, Y.; QUIRION, R. The neurocircuitry and rgiter subtypes
mediating anxiolytic-like effects of neuropeptideNeurosci Biobehav

Rey, 26 (3), 259-83, 2002.

KESSLER, R. C.; PETUKHOVA, M.; SAMPSON, N. A;
ZASLAVSKY, A. M.; WITTCHEN, H. U. Twelve-month anéfetime
prevalence and lifetime morbid risk of anxiety amdod disorders in
the United Statesnt J Methods Psychiatr Res 21 (3), 169-84, 2012.

KLEIN, S. L.; LAMBERT, K. G.; DURR, D.; SCHAEFER, .T
WARING, R. E. Influence of environmental enrichmeamd sex on
predator stress response in r&sysiol Behay 56 (2), 291-7, 1994.

KOKARE, D. M.; DANDEKAR, M. P.; CHOPDE, C. T.; SUBEDAR,
N. Interaction between neuropeptide Y and alphanuyte



110

stimulating hormone in amygdala regulates anxietyats.Brain Res,
1043 (1-2), 107-14, 2005.

KOSTEN, T. A.; GALLOWAY, M. P.; DUMAN, R. S.; RUSSH, D.
S.; D'SA, C. Repeated unpredictable stress anddegrgssants
differentially regulate expression of the bcl-2 fgnof apoptotic genes
in rat cortical, hippocampal, and limbic brain stures.
Neuropsychopharmacology 33 (7), 1545-58, 2008.

KROON, J. A.; CAROBREZ, A. P. Olfactory fear conditing
paradigm in rats: effects of midazolam, propranaolscopolamine.
Neurobiol Learn Mem, 91 (1), 32-40, 2009.

KRYSIAK, R.; OBUCHOWICZ, E.; HERMAN, Z. S. Conditied fear-
induced changes in neuropeptide Y-like immunore#gtin rats: the
effect of diazepam and buspirongeuropeptides 34 (3-4), 148-57,
2000.

LAMBERT, T. J.; FERNANDEZ, S. M.; FRICK, K. M. Diffrent types
of environmental enrichment have discrepant effentspatial memory
and synaptophysin levels in female mid&eurobiol Learn Mem, 83
(3), 206-16, 2005.

LARHAMMAR, D.; SODERBERG, C.; BLOMQVIST, A. G.The
biology of neuropeptide Y and related peptides Totowa: Humana
Press, 1993. 564.

LEGGIO, M. G.; MANDOLESI, L.; FEDERICO, F.; SPIRITOF,;
RICCI, B.; GELFO, F.; PETROSINI, L. Environmentahr&ehment
promotes improved spatial abilities and enhancetdtic growth in
the rat.Behav Brain Res 163 (1), 78-90, 2005.

LEHMANN, M. L.; HERKENHAM, M. Environmental enrichent
confers stress resiliency to social defeat throaighnfralimbic cortex-
dependent neuroanatomical pathwdyNeurosci 31 (16), 6159-73,
2011.

LIN, E. J.; LIN, S.; ALJANOVA, A.; DURING, M. J.; ERZOG, H.
Adult-onset hippocampal-specific neuropeptide Y rexpression

confers mild anxiolytic effect in miceeur Neuropsychopharmaco|
20 (3), 164-75, 2010.

MAHAN, A. L.; RESSLER, K. J. Fear conditioning, sptic plasticity
and the amygdala: implications for posttraumaticesst disorder.
Trends Neuroscj 35 (1), 24-35, 2012.



111

MAILLOUX, J. G.; EDWARDS, H. P.; BARRY, W. F.; ROVWE.L, H.
C.; ACHORN, E. G. Effects of differential rearingn @ortical evoked
potentials of the albino rad. Comp Physiol Psychal 87 (3), 475-80,
1974.

MALVA, J. O.; XAPELLI, S.; BAPTISTA, S.; VALERO, JAGASSE,
F.; FERREIRA, R.; SILVA, A. P. Multifaces of neurggtide Y in the
brain - Neuroprotection, neurogenesis and neugmation.
Neuropeptides 46 (6), 299-308, 2012.

MAMOUNAS, L. A.; ALTAR, C. A;; BLUE, M. E.; KAPLAN,D. R;;
TESSAROLLO, L.; LYONS, W. E. BDNF promotes the rageative
sprouting, but not survival, of injured serotonergkons in the adult rat
brain.J Neuroscij 20 (2), 771-82, 2000.

MCDONALD, A. J.; PEARSON, J. C. Coexistence of GAB#d
peptide immunoreactivity in non-pyramidal neuroristtee basolateral
amygdalaNeurosci Lett, 100 (1-3), 53-8, 1989.

MCLEOD, D. S.; KOENEN, K. C.; MEYER, J. M.; LYONS\. J;

EISEN, S.; TRUE, W.; GOLDBERG, J. Genetic and emwmental
influences on the relationship among combat exgpsposttraumatic
stress disorder symptoms, and alcohol Js&rauma Stress 14 (2),

259-75, 2001.

MEDEIROS, M. D.; TURNER, A. J. Processing and metsin of
peptide-YY: pivotal roles of dipeptidylpeptidase;lgminopeptidase-P,
and endopeptidase-24.Hndocrinology, 134 (5), 2088-94, 1994.

MEDINA, J. H.; BEKINSCHTEIN, P.; CAMMAROTA, M;
IZQUIERDO, I. Do memories consolidate to persistiorthey persist to
consolidateBehav Brain Res 192 (1), 61-9, 2008.

MELE, P.; OBERTO, A.; SERRA, M.; PISU, M. G.; FLORI I;

BIGGIO, G.; EVA, C. Increased expression of the egdor the Y1
receptor of neuropeptide Y in the amygdala andv@entaicular nucleus
of Y1R/LacZ transgenic mice in response to restrastress. J

Neurochem 89 (6), 1471-8, 2004.

MILLER, M. W.; WOLF, E. J.; KILPATRICK, D.; RESNICKH.;

MARX, B. P.; HOLOWKA, D. W.; KEANE, T. M.; ROSEN, RC,;

FRIEDMAN, M. J. The Prevalence and Latent Structofd’roposed
DSM-5 Posttraumatic Stress Disorder Symptoms in. Bl&ional and
Veteran Samples.Psychological Trauma: Theory, Research,
Practice, and Policyl2, 2012.



112

MINTH, C. D.; BLOOM, S. R.; POLAK, J. M.; DIXON, E. Cloning,
characterization, and DNA sequence of a human cDéhsoding
neuropeptide tyrosind?roc Natl Acad Sci U S A 81 (14), 4577-81,
1984.

MITRA, R.; SAPOLSKY, R. M. Effects of enrichment ggtominate
over those of chronic stress on fear-related behavimale ratsStress
12 (4), 305-12, 20009.

MORGAN, C. A, 3RD; RASMUSSON, A. M.; WANG, S.; HOY G;
HAUGER, R. L.; HAZLETT, G. Neuropeptide-Y, cortisoland
subjective distress in humans exposed to acutesstreplication and
extension of previous repoRBiol Psychiatry, 52 (2), 136-42, 2002.

MORGAN, C. A., 3RD; RASMUSSON, A. M.; WINTERS, B
HAUGER, R. L.; MORGAN, J.; HAZLETT, G.; SOUTHWICKS.
Trauma exposure rather than posttraumatic stressddir is associated
with reduced baseline plasma neuropeptide-Y le&ils. Psychiatry,
54 (10), 1087-91, 2003.

MORGAN, C. A, 3RD; WANG, S.; RASMUSSON, A.; HAZLHT,
G.; ANDERSON, G.; CHARNEY, D. S. Relationship amoplgasma
cortisol, catecholamines, neuropeptide Y, and hurpanformance
during exposure to uncontrollable streBsychosom Med 63 (3), 412-
22, 2001.

MORGAN, C. A, 3RD; WANG, S.; SOUTHWICK, S. M;
RASMUSSON, A.; HAZLETT, G.; HAUGER, R. L.; CHARNEYD.
S. Plasma neuropeptide-Y concentrations in humgpssed to military
survival training Biol Psychiatry, 47 (10), 902-9, 2000.

MORLEY, J. E.; FLOOD, J. F. Neuropeptide Y and memo
processingAnn N Y Acad Sci 611, 226-31, 1990.

MYERS, K. M.; DAVIS, M. Mechanisms of fear extinati. Mol
Psychiatry, 12 (2), 120-50, 2007.

NAERT, G.; IXART, G.; MAURICE, T.; TAPIA-ARANCIBIA, L,;
GIVALOIS, L. Brain-derived neurotrophic factor ard/pothalamic-
pituitary-adrenal axis adaptation processes in predsive-like state
induced by chronic restraint stredgol Cell Neurosci, 46 (1), 55-66,
2011.



113

NAKAJIMA, M.; INUI, A.; ASAKAWA, A.; MOMOSE, K.; UENO,
N.; TERANISHI, A.; BABA, S.; KASUGA, M. Neuropepta Y
produces anxiety via Y2-type receptdPeptides 19 (2), 359-63, 1998.

NAWA, H.; BESSHO, Y., CARNAHAN, J.; NAKANISHI, S,
MIZUNO, K. Regulation of neuropeptide expression dultured
cerebral cortical neurons by brain-derived neumtro factor. J
Neurochem 60 (2), 772-5, 1993.

NAWA, H.; PELLEYMOUNTER, M. A.; CARNAHAN, J.
Intraventricular administration of BDNF increaseseuropeptide
expression in newborn rat braihNeurosci 14 (6), 3751-65, 1994.

NEMEROFF, C. B.; BREMNER, J. D.; FOA, E. B.; MAYBERH. S.;
NORTH, C. S.; STEIN, M. B. Posttraumatic stressdisr: a state-of-
the-science reviewl Psychiatr Res 40 (1), 1-21, 2006.

NORRHOLM, S. D.; JOVANOVIC, T. Tailoring therapetitstrategies
for treating posttraumatic stress disorder symptociusters.
Neuropsychiatr Dis Treat, 6, 517-32, 2010.

NORRHOLM, S. D.; JOVANOVIC, T.; OLIN, I. W.; SANDS... A,;

KARAPANOU, |.; BRADLEY, B.; RESSLER, K. J. Fear éxttion in

traumatized civilians with posttraumatic stressodigr: relation to
symptom severityBiol Psychiatry, 69 (6), 556-63, 2011.

OBERTO, A.; PANZICA, G.; ALTRUDA, F.; EVA, C. Chroo
modulation of the GABA(A) receptor complex regutatél receptor
gene expression in the medial amygdala of transgemice.
Neuropharmacology, 39 (2), 227-34, 2000.

OU, L. C.; GEAN, P. W. Transcriptional regulatiofi larain-derived
neurotrophic factor in the amygdala during consdi@wh of fear
memory.Mol Pharmacol, 72 (2), 350-8, 2007.

PAMPLONA, F. A.; BITENCOURT, R. M.; TAKAHASHI, R. N
Short- and long-term effects of cannabinoids on éxdinction of
contextual fear memory in ratsleurobiol Learn Mem, 90 (1), 290-3,
2008.

PAMPLONA, F. A, PREDIGER, R. D.; PANDOLFO, P
TAKAHASHI, R. N. The cannabinoid receptor agonistNA55,212-2
facilitates the extinction of contextual fear megynand spatial memory
in rats.Psychopharmacology (Berl) 188 (4), 641-9, 2006.



114

PAMPLONA, F. A.; TAKAHASHI, R. N. WIN 55212-2 impaé
contextual fear conditioning through the activatefnCB1 cannabinoid
receptorsNeurosci Lett, 397 (1-2), 88-92, 2006.

PAVIA, J. M.; HASTINGS, J. A.; MORRIS, M. J. Neureptide Y
potentiation of potassium-induced noradrenalineeast in the
hypothalamic paraventricular nucleus of the ratiuo. Brain Res, 690
(1), 108-11, 1995.

PAVLOV, |. P. Conditioned Reflexes: An Investigation of the
Physiological Activity of the Cerebral Cortex London: Oxford
University Press, 1927.

PAXINOS, G.; WATSON, C.The rat brain in stereotaxic
coordinates San Diego: Academic Press 2002.

PEDRAZZINI, T.; PRALONG, F.; GROUZMANN, E. Neuroptge Y:
the universal soldieCell Mol Life Sci, 60 (2), 350-77, 2003.

PEGO, J. M.; MORGADO, P.; PINTO, L. G.; CERQUEIRA, J.;
ALMEIDA, O. F.; SOUSA, N. Dissociation of the morplbgical
correlates of stress-induced anxiety and f&ar. J Neurosci, 27 (6),
1503-16, 2008.

PELLOW, S.; CHOPIN, P.; FILE, S. E.; BRILEY, M. \idhtion of
open:closed arm entries in an elevated plus-maza aseasure of
anxiety in the rat) Neurosci Methods 14 (3), 149-67, 1985.

PEREIRA, L. O.; ARTENI, N. S.; PETERSEN, R. C.; BIXOCHA, A.
P.; ACHAVAL, M.; NETTO, C. A. Effects of daily enkenmental
enrichment on memory deficits and brain injury deling neonatal
hypoxia-ischemia in the ratNeurobiol Learn Mem, 87 (1), 101-8,
2007.

PHAM, T. M.; WINBLAD, B.; GRANHOLM, A. C.; MOHAMMED,
A. H. Environmental influences on brain neurotrgghiin rats.
Pharmacol Biochem Behay73 (1), 167-75, 2002.

PHILLIPS, R. G.; LEDOUX, J. E. Differential contrkion of amygdala
and hippocampus to cued and contextual fear conditj. Behav
Neurosci 106 (2), 274-85, 1992.

PICKENS, C. L.; ADAMS-DEUTSCH, T.; NAIR, S. G.; NAARRE,
B. M.; HEILIG, M.; SHAHAM, Y. Effect of pharmacoldgal
manipulations of neuropeptide Y and corticotropteasing factor



115

neurotransmission on incubation of conditioned.f&uroscience 164
(4), 1398-406, 2009.

POO, M. M. Neurotrophins as synaptic modulatblat Rev Neuroscj
2 (1), 24-32, 2001.

PRIMEAUX, S. D.; WILSON, S. P.; CUSICK, M. C.; YORID. A,
WILSON, M. A. Effects of altered amygdalar neuropee Y
expression on anxiety-related behavidiguropsychopharmacology
30 (9), 1589-97, 2005.

PRONCHUK, N.; BECK-SICKINGER, A. G.; COLMERS, W. F.
Multiple NPY receptors Inhibit GABA(A) synaptic nesnses of rat
medial parvocellular effector neurons in the hyptdmic

paraventricular nucleug&ndocrinology, 143 (2), 535-43, 2002.

QUILLFELDT, J. A. Behavioral Methods to Study Leengp and
Memory in Rats. In: ANDERSEN, M. L. e TUFIK, S. (BEdAnimal

Models as Tools in Ethical Biomedical ResearchS&o Paulo:
Associagdo Fundo de Incentivo a Psicofarmacologd,0. cap. 20,
p.227-269.

QUIRK, G. J.; MUELLER, D. Neural mechanisms of egtion
learning and retrievalNeuropsychopharmacology 33 (1), 56-72,
2008.

RAMOS, A.; MORMEDE, P. Stress and emotionality:
multidimensional and genetic approadteurosci Biobehav Rey 22
(1), 33-57, 1998.

RAMPON, C.; TANG, Y. P.; GOODHOUSE, J.; SHIMIZU,;KYIN,
M.; TSIEN, J. Z. Enrichment induces structural desand recovery
from nonspatial memory deficits in CA1 NMDAR1-knatk mice.Nat
Neurosci 3 (3), 238-44, 2000.

RANGANI, R. J.; UPADHYA, M. A.; NAKHATE, K. T.; KOKARE,
D. M.; SUBHEDAR, N. K. Nicotine evoked improvemeint learning
and memory is mediated through NPY Y1 receptorsainmodel of
Alzheimer's diseas®eptides 33 (2), 317-28, 2012.

RASMUSSON, A. M.; HAUGER, R. L., MORGAN, C. A,
BREMNER, J. D.; CHARNEY, D. S.; SOUTHWICK, S. M. o
baseline and yohimbine-stimulated plasma neurogepti(NPY) levels
in combat-related PTSBiol Psychiatry, 47 (6), 526-39, 2000.

a



116

RASMUSSON, A. M.; SCHNURR, P. P.; ZUKOWSKA, Z.; salll,
E.; FORMAN, D. E. Adaptation to extreme stress:tgmmumatic stress
disorder, neuropeptide Y and metabolic syndromEgp Biol Med
(Maywood), 235 (10), 1150-62, 2010.

RAUCH, S. L.; SHIN, L. M.; PHELPS, E. A. Neurociity models of
posttraumatic stress disorder and extinction: hum&uroimaging
research--past, present, and futuBgl Psychiatry, 60 (4), 376-82,
2006.

REDROBE, J. P.; DUMONT, Y.; HERZOG, H.; QUIRION, R.
Neuropeptide Y (NPY) Y2 receptors mediate behaviautwo animal
models of anxiety: evidence from Y2 receptor knatkmice. Behav
Brain Res, 141 (2), 251-5, 2003.

. Characterization of neuropeptide Y, Y(2)eptor knockout
mice in two animal models of learning and memonycpssingJ Mol
Neurosci 22 (3), 159-66, 2004.

REDROBE, J. P.; DUMONT, Y.; ST-PIERRE, J. A.; QU®, R.
Multiple receptors for neuropeptide Y in the hippopus: putative
roles in seizures and cognitidBrain Res, 848 (1-2), 153-66, 1999.

REICH, C. G.; MOHAMMADI, M. H.; ALGER, B. E.
Endocannabinoid modulation of fear responses: iegrand state-
dependent performance effecs.Psychopharmacol 22 (7), 769-77,
2008.

ROCKMAN, G. E.; BOROWSKI, T. B.; GLAVIN, G. B. Theffects of
environmental enrichment on voluntary ethanol comstion and stress
ulcer formation in ratsAlcohol, 3 (5), 299-302, 1986.

ROTZINGER, S.; LOVEJOY, D. A.; TAN, L. A. Behavidraffects of
neuropeptides in rodent models of depression aretgnPeptides 31
(4), 736-56, 2010.

ROY, V., BELZUNG, C.; DELARUE, C.; CHAPILLON, P.
Environmental enrichment in BALB/c mice: effectsdlassical tests of
anxiety and exposure to a predatory odRitysiol Behay 74 (3), 313-
20, 2001.

RUDY, J. W.; HUFF, N. C.; MATUS-AMAT, P. Understaind
contextual fear conditioning: insights from a twmgess model.
Neurosci Biobehav Rey28 (7), 675-85, 2004.



117

RUSSO, S. J.; MURROUGH, J. W.; HAN, M. H.; CHARNED, S;
NESTLER, E. J. Neurobiology of resilienchat Neurosci 15 (11),
1475-84, 2012.

SAH, R.; GERACIOTI, T. D. Neuropeptide Y and pastimatic stress
disorder Mol Psychiatry, 10.1038/mp.2012.101., 2012.

SAINSBURY, A.; SCHWARZER, C.; COUZENS, M.; FETISSQS.;
FURTINGER, S.; JENKINS, A.; COX, H. M.; SPERK, GHOKFELT,
T.; HERZOG, H. Important role of hypothalamic YZegtors in body
weight regulation revealed in conditional knockauice. Proc Natl
Acad Sci U S A 99 (13), 8938-43, 2002.

SAJDYK, T. J.; VANDERGRIFF, M. G.; GEHLERT, D. R.nrdygdalar
neuropeptide Y Y1 receptors mediate the anxiollkie- actions of
neuropeptide Y in the social interaction té&air J Pharmacol, 368 (2-
3), 143-7, 1999.

SALMON, P. Effects of physical exercise on anxiedgpression, and
sensitivity to stress: a unifying theo@lin Psychol Rey 21 (1), 33-61,
2001.

SAPOLSKY, R. M.\Why zebras don’t get ulcers2.ed. New York: W.
H. Freeman, 1998. 434.

SCHLICKER, E.; KATHMANN, M. Presynaptic Neuropepgid
Receptor. In: SUDHOF, T. C. e STARKE, K. (EdPharmacology of
Neurotransmitter Release Berlin: Springer, v.184, 2008.

SCHLOESSER, R. J.; LEHMANN, M.; MARTINOWICH, K.; MNJI,

H. K.; HERKENHAM, M. Environmental enrichment reges adult
neurogenesis to facilitate the recovery from psgok@l stressMol

Psychiatry, 15 (12), 1152-63, 2010.

SELYE, H. The stress of life 2.ed. New York: McGraw-Hill, 1978.
516.

SHIEH, P. B.; GHOSH, A. Molecular mechanisms urgled activity-
dependent regulation of BDNF expressidmeurobiol, 41 (1), 127-34,
1999.

SIMPSON, J.; KELLY, J. P. The impact of environnar&nrichment in
laboratory rats--behavioural and neurochemical espBehav Brain
Res 222 (1), 246-64, 2011.



118

SORENSEN, A. T.; KANTER-SCHLIFKE, |I; CARLI, M,;
BALDUCCI, C.; NOE, F.; DURING, M. J.; VEZZANI, A.KOKAIA,
M. NPY gene transfer in the hippocampus attenusiaaptic plasticity
and learningHippocampus, 18 (6), 564-74, 2008.

SORENSEN, A. T.; KANTER-SCHLIFKE, I.; LIN, E. J.;IRING, M.
J.; KOKAIA, M. Activity-dependent volume transmiesi by transgene
NPY attenuates glutamate release and LTP in thigidum. Mol Cell
Neurosci 39 (2), 229-37, 2008.

SORENSEN, A. T.; NIKITIDOU, L.; LEDRI, M.; LIN, EJ.; DURING,
M. J.; KANTER-SCHLIFKE, I.; KOKAIA, M. HippocampaNPY gene
transfer attenuates seizures without affecting eepit-induced
impairment of LTPEXxp Neurol, 215 (2), 328-33, 2009.

SORENSEN, G.; LINDBERG, C.; WORTWEIN, G.; BOLWIG, G.;
WOLDBYE, D. P. Differential roles for neuropeptidé Y1 and Y5
receptors in anxiety and sedatidrNeurosci Res 77 (5), 723-9, 2004.

SOUTHWICK, S. M.; VYTHILINGAM, M.; CHARNEY, D. S. he
psychobiology of depression and resilience to stresplications for
prevention and treatmemnnu Rev Clin Psycho] 1, 255-91, 2005.

STERN, C. A.; GAZARINI, L.; TAKAHASHI, R. N.; GUIMARAES,
F. S.; BERTOGLIO, L. J. On disruption of fear memoby
reconsolidation blockade: evidence from cannabidiobatment.
Neuropsychopharmacology 37 (9), 2132-42, 2012.

TAMBARO, S.; TOMASI, M. L.; BORTOLATO, M. Long-ternrCB1
receptor blockade enhances vulnerability to anxiagkke effects of
cannabinoids. Neuropharmacology;
10.1016/j.neuropharm.2013.02.009., 2013.

TASAN, R. O.; NGUYEN, N. K.; WEGER, S.; SARTORI, R;

SINGEWALD, N.; HEILBRONN, R.; HERZOG, H.; SPERK, Ghe

central and basolateral amygdala are critical sitaseuropeptide Y/Y2
receptor-mediated regulation of anxiety and depras3 Neurosci 30

(18), 6282-90, 2010.

TATEMOTO, K.; CARLQUIST, M.; MUTT, V. Neuropeptider--a
novel brain peptide with structural similarities feptide YY and
pancreatic polypeptid&ature, 296 (5858), 659-60, 1982.

THOENEN, H. Neurotrophins and activity-dependerdasptity. Prog
Brain Res, 128, 183-91, 2000.



119

THORSELL, A.; CARLSSON, K.; EKMAN, R.; HEILIG, M.
Behavioral and endocrine adaptation, and up-reigulabf NPY
expression in rat amygdala following repeated a@str stress.
Neuroreport, 10 (14), 3003-7, 1999.

THORSELL, A.; MICHALKIEWICZ, M.; DUMONT, Y.; QUIRION,
R.; CABERLOTTO, L.; RIMONDINI, R.; MATHE, A. A.; HRLIG, M.
Behavioral insensitivity to restraint stress, albbsear suppression of
behavior and impaired spatial learning in transgemnats with
hippocampal neuropeptide Y overexpressi@roc Natl Acad Sci U S
A, 97 (23), 12852-7, 2000.

THORSELL, A.; REPUNTE-CANONIGO, V.; O'DELL, L. ECHEN,

S. A;; KING, A. R.; LEKIC, D.; KOOB, G. F.; SANNAP. P. Viral
vector-induced amygdala NPY overexpression reversgeseased
alcohol intake caused by repeated deprivations istal/ rats.Brain,

130 (Pt 5), 1330-7, 2007.

THORSELL, A.; RIMONDINI, R.; HEILIG, M. Blockade otentral
neuropeptide Y (NPY) Y2 receptors reduces ethagiblasiministration
in rats.Neurosci Lett, 332 (1), 1-4, 2002.

THORSELL, A.; SVENSSON, P.; WIKLUND, L.; SOMMER, W.
EKMAN, R.; HEILIG, M. Suppressed neuropeptide Y (YJANRNA in

rat amygdala following restraint stredRegul Pept 75-76, 247-54,
1998.

TOVOTE, P.; MEYER, M.; BECK-SICKINGER, A. G.; VON
HORSTEN, S.; OVE OGREN, S.; SPIESS, J.; STIEDL, G&ntral

NPY receptor-mediated alteration of heart rate dyina in mice during
expression of fear conditioned to an auditory deegul Pept 120 (1-

3), 205-14, 2004.

TRENT, N. L.; MENARD, J. L. Infusions of neuropeggi Y into the
lateral septum reduce anxiety-related behaviorghénrat. Pharmacol
Biochem Behay 99 (4), 580-90, 2011.

TRONSON, N. C.; TAYLOR, J. R. Molecular mechanisaisnemory
reconsolidationNat Rev Neuroscj 8 (4), 262-75, 2007.

TSCHENETT, A.; SINGEWALD, N.; CARLI, M.; BALDUCCI,C.;
SALCHNER, P.; VEZZANI, A.; HERZOG, H.; SPERK, G. teced
anxiety and improved stress coping ability in mlaeking NPY-Y2
receptorsEur J Neurosci, 18 (1), 143-8, 2003.



120

VAN PRAAG, H.; KEMPERMANN, G.; GAGE, F. H. Running
increases cell proliferation and neurogenesis énaitiult mouse dentate
gyrus.Nat Neurosci 2 (3), 266-70, 1999.

. Neural consequences of environmental angoh Nat Rev
Neurosci 1 (3), 191-8, 2000.

VERMA, D.; TASAN, R.; HERZOG, H.; SPERK, G. NPY doals fear
conditioning and fear extinction by combined actmnY(1) and Y(2)
receptorsBr J Pharmacol, 166 (4), 1461-73, 2012.

VIANA, M. C.; ANDRADE, L. H. Lifetime Prevalence, ¢e and
Gender Distribution and Age-of-Onset of PsychiaBisorders in the
Sdo Paulo Metropolitan Area, Brazil: Results frohe tSdo Paulo
Megacity Mental Health SurvelRev Bras Psiquiatr, 34, 11, 2012.

WESTRIN, A.; EKMAN, R.; TRASKMAN-BENDZ, L. Alteratns of

corticotropin releasing hormone (CRH) and neurdpgepty (NPY)

plasma levels in mood disorder patients with a meeaicide attempt.
Eur Neuropsychopharmaco] 9 (3), 205-11, 1999.

WESTRIN, A.; ENGSTOM, G.; EKMAN, R.; TRASKMAN-BENDZ
L. Correlations between plasma-neuropeptides anthpdeament
dimensions differ between suicidal patients andlthgacontrols. J
Affect Disord, 49 (1), 45-54, 1998.

WIDDOWSON, P. S.; ORDWAY, G. A.; HALARIS, A. E. Raded
neuropeptide Y concentrations in suicide brdifNeurochem 59 (1),
73-80, 1992.

WIDERLQV, E.; LINDSTROM, L. H.; WAHLESTEDT, C.; EKMN,
R. Neuropeptide Y and peptide YY as possible cesbnal fluid
markers for major depression and schizophreniapertwely. J
Psychiatr Res 22 (1), 69-79, 1988.

WILL, B.; GALANI, R.; KELCHE, C.; ROSENZWEIG, M. R.
Recovery from brain injury in animals: relative ieficy of
environmental enrichment, physical exercise or &rimaining (1990-
2002).Prog Neurobiol, 72 (3), 167-82, 2004.

WOLFF, M.; LOUKAVENKO, E. A.; WILL, B. E.; DALRYMPLE-
ALFORD, J. C. The extended hippocampal-diencephatiemory
system: enriched housing promotes recovery of tbeible use of
spatial representations after anterior thalamiotesHippocampus 18
(10), 996-1007, 2008.



121

WOODCOCK, E. A.; RICHARDSON, R. Effects of enviroental
enrichment on rate of contextual processing anttidignative ability in
adult ratsNeurobiol Learn Mem, 73 (1), 1-10, 2000a.

Effects of multisensory environmental station on
contextual conditioning in the developing rieurobiol Learn Mem,
74 (2), 89-104, 2000b.

XAPELLI, S.; BERNARDINO, L.; FERREIRA, R.; GRADE, .S
SILVA, A. P.; SALGADO, J. R.; CAVADAS, C.; GROUZMAN, E;;

POULSEN, F. R.; JAKOBSEN, B.; OLIVEIRA, C. R.; ZIMER, J.;

MALVA, J. O. Interaction between neuropeptide Y §Pand brain-
derived neurotrophic factor in NPY-mediated neuotgction against
excitotoxicity: a role for microgliaEur J Neurosci, 27 (8), 2089-102,
2008.

YAMADA, D.; ZUSHIDA, K., WADA, K.; SEKIGUCHI, M.
Pharmacological discrimination of extinction andcaesolidation of
contextual fear memory by a potentiator of AMPA egtors.
Neuropsychopharmacology 34 (12), 2574-84, 2009.

YANNIELLI, P. C.; HARRINGTON, M. E. Neuropeptide Yn the
mammalian circadian system: effects on light-induceircadian
responsedeptides 22 (3), 547-56, 2001.

YEHUDA, R. Risk and resilience in posttraumaticest disorderJ
Clin Psychiatry, 65 Suppl 1, 29-36, 2004.

YEHUDA, R.; BIERER, L. M.; SCHMEIDLER, J.; AFERIATD. H.;
BRESLAU, I.; DOLAN, S. Low cortisol and risk for BSD in adult
offspring of holocaust survivordAm J Psychiatry, 157 (8), 1252-9,
2000.

YEHUDA, R.; BRAND, S.; YANG, R. K. Plasma neuropela Y
concentrations in combat exposed veterans: rektipnto trauma
exposure, recovery from PTSD, and copiBgl Psychiatry, 59 (7),
660-3, 2006.

YEHUDA, R.; BRYANT, R.; MARMAR, C.; ZOHAR, J. Pathagical
responses to terrorisiNeuropsychopharmacology 30 (10), 1793-805,
2005.

YEHUDA, R.; FLORY, J. D.; SOUTHWICK, S.; CHARNEY, DS.
Developing an agenda for translational studies efilience and



122

vulnerability following trauma exposurédnn N Y Acad Sci 1071,
379-96, 2006.

YEHUDA, R.; HYMAN, S. E. The impact of terrorism dorain, and
behavior: what we know and what we need to know.
Neuropsychopharmacology 30 (10), 1773-80, 2005.

YEHUDA, R.; SCHMEIDLER, J.; WAINBERG, M.; BINDER-
BRYNES, K.; DUVDEVANI, T. Vulnerability to posttraunatic stress
disorder in adult offspring of Holocaust survivofsn J Psychiatry,
155 (9), 1163-71, 1998.

ZAHRAN, S.; PEEK, L.; SNODGRASS, J. G.; WEILER, SEMPEL,
L. Economics of disaster risk, social vulnerabjlignd mental health
resilienceRisk Anal, 31 (7), 1107-19, 2011.

ZAMBELLO, E.; ZANETTI, L.; HEDOU, G. F.; ANGELICI,O.;

ARBAN, R.; TASAN, R. O.; SPERK, G.; CABERLOTTO, L.
Neuropeptide Y-Y2 receptor knockout mice: influenoé genetic
background on anxiety-related behavidieuroscience 176, 420-30,
2011.

ZHOU, Z.; ZHU, G.; HARIRI, A. R.; ENOCH, M. A.; SCUI, D,
SINHA, R.; VIRKKUNEN, M.; MASH, D. C.; LIPSKY, R. H HU, X.
Z.; HODGKINSON, C. A.; XU, K.; BUZAS, B.; YUAN, Q.SHEN, P.
H.; FERRELL, R. E.; MANUCK, S. B.; BROWN, S. M.; HAGER, R.
L.; STOHLER, C. S.; ZUBIETA, J. K.; GOLDMAN, D. Getic
variation in human NPY expression affects stresparse and emotion.
Nature, 452 (7190), 997-1001, 2008.

ZURITA, A.; MARTIJENA, |.; CUADRA, G.; BRANDAO, M. L,

MOLINA, V. Early exposure to chronic variable ssefacilitates the
occurrence of anhedonia and enhanced emotionatioesicto novel
stressors: reversal by naltrexone pretreatm@ehav Brain Res 117
(1-2), 163-71, 2000.



123



124

Depois da tempestade sempre vem a bonanca.



