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“Memories warm you up from the
inside.

But they also tear you apart.”
(Haruki Murakami, 2002)






RESUMO

Meméria é a capacidade de armazenar informacfes e
posteriormente conseguir recupera-las e utiliza-las. Dentre as
varias areas cerebrais envolvidas no processamento das memdrias
estd o hipocampo situado nos lobos temporais do cérebro,
responsavel pelo processamento e armazenamento da informacéo,
e tendo papel importante na navegacao espacial. Dentre os varios
transmissores que afetam as vérias etapas da memdria se pode
citar os neuropeptideos, amplamente distribuidos pelo sistema
nervoso central e com agdes moduladoras, como é o caso do
neuropeptideo Y (NPY). Este possui 5 receptores conhecidos e
atua diminuindo os niveis de AMPc por meio da inibicdo da
adenilato ciclase. Sabe-se que ele é capaz de extinguir uma
meméria aversiva em protocolos de condicionamento aversivo
contextual, mas ainda nédo esta claro como exatamente ele faz isso
ou, ainda mais importante, se ele pode modular respostas ao
estresse em contextos menos aversivos, como o labirinto
aquatico, teste amplamente utilizado para estudos de memdria
nao declarativa. O objetivo do presente trabalho foi investigar
como o NPY do hipocampo dorsal de ratos estaria envolvido nas
etapas de formacdo de memodrias, utilizando o paradigma do
labirinto aquatico. Nossos resultados mostram que uma dose de
apenas 1 pmol de NPY imediatamente apds a sessao de treino foi
capaz de gerar uma resposta amnésica nos animais e que o
estresse de contencdo agudo atenua os efeitos do neuropeptideo,
fazendo com que os animais ndo mais lembrem da situacdo
aversiva a qual foram submetidos. Além disso, tal dose ndo
afetaria outras etapas da memodria, mas unicamente a
consolidagdo da mesma. Neste contexto observou-se a
participacdo dos receptores Y1 e Y2 do NPY atenuando respostas
que, sem o estresse, ndo seriam visualizadas. Desta forma, o NPY
pode se tornar uma ferramenta vidvel ndo somente para aquelas
memorias extremamente aversivas, como também para contextos
com um menor grau de aversidade. Tais descobertas ajudam a
entender mais sobre o complexo mundo do NPY, como ele
funciona frente a situagdes pouco ou muito estressantes e revela
seu potencial como uma futura alternativa vidvel para o
tratamento de transtornos de memoria, como o transtorno do
estresse pds-traumatico, por exemplo.



Palavras-chave: Neuropeptideo Y. Labirinto aquatico.
Hipocampo dorsal. Consolidagdo da memoria.



ABSTRACT

The ability to store information and then be able to retrieve and
use it is known as memory. The hippocampus is one of the
various brain areas involved in the processing of memory types.
It is responsible for the processing and storage of information and
has an important role in spatial navigation. Besides classical
transmitters that affect memory, there are the neuropeptides,
widely distributed in the central nervous system, such as the
neuropeptide Y (NPY). NPY has 5 known receptors that inhibit
adenylyl cyclase and decrease AMPc. Studies show that NPY is
able to extinguish an aversive memory in contextual aversive
conditioning protocols but it is unclear how it works accurately or
if it can modulate stress responses in tests with less aversive
contexts, such as the water maze. The aim of the study was to
investigate how NPY of the dorsal hippocampus of rats would be
involved in the steps of memory formation using the water maze.
Our results show that 1 pmol of NPY injected immediately after
the training session generated an amnesic-like effect in the
animals and that the restraint stress attenuates the effects of the
NPY, so the animals do not longer remember the situation they
have been through. Moreover, this dose does not affect other
stages of memory but only its consolidation. The participation of
NPY Y1 and Y2 receptors was observed attenuating responses
that, without stress, would not be visualized. Therefore, the NPY
can become a viable tool for both extremely aversive memories
and contexts with a lower degree of adversity. Our findings
contribute to a better understanding about the complex world of
NPY, how it works during stressful situations and reveals its
potential as a viable future alternative for the treatment of
memory disorders such as post-traumatic stress disorder.

Key-words: Neuropeptide Y. Water maze. Dorsal hippocampus.
Memory consolidation.
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1. INTRODUGCAO
11. AMEMORIA

Meméria é a capacidade de armazenar informacdes e
posteriormente conseguir recupera-las e utiliza-las. Tanto a
meméria quanto o aprendizado dependem da sinalizagdo
eletroquimica de aminoacidos, monoaminas biogénicas,
neurotransmissores, e peptideos nas redes neurais do sistema
nervoso central (SNC) (ROSENZWEIG, 1998).

A meméria pode ser classificada de varias formas,
dependendo do foco de interesse. Por exemplo, de acordo com a
funcéo, pode ser memoria trabalho ou referéncia; de acordo com
a duracdo, memoria de curta ou longa duracdo; de acordo com o
contetdo, meméria implicita ou explicita; e de acordo com a
natureza, memdria associativa ou ndo associativa (GRAF;
SCHACTER, 1985; MARTINEZ; KESNER, 1998).

Dessa forma, ela pode passar por fases, como por exemplo
as fases de aquisicdo e consolida¢do (GOTZSCHE; WOLDBYE,
2016), como pode ser visto na Figura 1.

Figura 1. Fases da memoria.

© > >

ey

A) Contato com uma nova informacéo. B) Aquisi¢cdo com a informagéo
ainda labil. C) Informacéo j& consolidada no cérebro. Adaptado de
Dudai (2004).

A aquisi¢do acontece no momento em que h4 o contato
com uma nova informacédo. Este é o inicio do processo, marcado
por uma informac&o ainda labil, isto é, passivel de modificacao.
Para que esta seja de fato armazenada no cérebro de maneira
estavel, ocorre um processo denominado de consolidagdo da
memoria (DUDAI, 2002, 2004; NADEL et al., 2012). Este ocorre
em cerca de seis horas e envolve sintese proteica, fatores de
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transcricdo e plasticidade neural, tornando a meméria labil em
uma memoria estdvel (AMTUL; ATTA-UR-RAHMAN, 2015;
DAVIS; SQUIRE, 1984; DUDAI, 2004; GRIGOR’YAN;
MARKEVICH, 2015). Uma vez consolidada, ela pode passar
pelo processo de evocacado, onde a informacgdo pode ser mais uma
vez modificada e para que ela seja armazenada no cérebro, ela
precisard ser reconsolidada (SARA, 2000). Caso ocorra uma
desestabilizacdo, a informacdo podera ser reduzida gradualmente
devido a formacdo de novas memorias, até que seja extinta
(BALDI; BUCHERELLLI, 2015; DUDAI, 2004).

A respeito do processamento das mesmas, ha o
envolvimento de muitas areas cerebrais como o clrtex pré-
frontal, o estriado, o cortex cerebral, a amigdala, o cerebelo e o
hipocampo. Este ultimo, localizado no l6bulo temporal do
cérebro, funciona ndo como uma Unica estrutura mas, no caso de
roedores, com suas regibes dorsal (HD) e ventral (HV)
desempenhando diferentes tarefas, como processamento de
memoria e  processamentos  emocionais e  afetivos,
respectivamente  (FANSELOW; DONG, 2010; MOSER;
MOSER, 1998).

O HD é muito importante na navegagdo espacial. Ele
apresenta conexfes com diversas areas cerebrais, dividindo-se
nas regides do Corno de Amon (CA1, CA2, CA3) e giro denteado
(GD). Nesta rede de conexdes, a informagdo chega ao hipocampo
através de uma via perforante que parte do cortex entorrinal e se
estende até o GD. A partir deste, fibras musgosas se conectam
com as células piramidais de CA3 que, posteriormente, fazem a
conexdo com CA1 mediante a via colateral de Schaffer (NEVES
et al., 2008) (Figura 2). Durante o processo de aprendizado
ocorrem fendémenos de plasticidade no HD que auxiliam na
formacdo de memorias, por meio do surgimento de novas redes
neurais e fortalecimento das redes ja existentes (FANSELOW;
DONG, 2010).
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Figura 2. Transmissdo da informacdo através do hipocampo

dorsal.
CA1

+ B CA2

A informacdo chega através do cortex entorrinal pela VP até o GD (em
preto), realizando a ativacdo hipocampal. Fibras musgosas (em azul)
conectam-se com as células piramidais de CA3 (em verde) que, por
sua vez, conectam-se com CAl (em laranja) pela VcS. VP, via
perforante; GD, giro denteado; CA, corno de Amon; V¢S, via colateral
de Schafer. Adaptado de Neves et al. (2008)

Um processo fundamental para que as memorias sejam
finalmente consolidadas é chamado de potenciacdo de longa
duragdo (do inglés Long-Term Potentiation - LTP). A
consolidag&o ocorre por meio de alteragdes na estrutura das redes
neurais, onde a LTP causa um aumento na eficiéncia sinaptica de
forma persistente. Isso acontece principalmente devido ao papel
de neurotransmissores classicos na LTP, tais como: acetilcolina,
importante para a dindmica de redes corticais necessaria para o
aprendizado de novas informacdes (HASSELMO; BOWER,
1993); dopamina, que modula a funcdo hipocampal e pode
melhorar a plasticidade do hipocampo por meio de sua liberagao
(LISMAN; GRACE, 2005); noradrenalina, liberada em
momentos novos e/ou de excitagdo, auxiliando na plasticidade
neural e formacdo de memorias (ASTON-JONES; BLOOM,
1981; BRANDWEIN; NGUYEN, 2019); glutamato, principal
neurotransmissor excitatorio com importancia na transmissdo
sindptica e plasticidade (RIEDEL; PLATT; MICHEAU, 2003);
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acido gama-aminobutirico (GABA), principal neurotransmissor
inibitorio, importante no prosseguimento das etapas de formacéo
de memdrias (HEANEY; KINNEY, 2016). Estes ocasionam
sintese de novas proteinas, formacdo ou remodelacdo de sinapses
e, consequentemente, consolidacdo da memoria (OGREN et al.,
2010). No entanto, os sistemas neuromoduladores também séo
tdo importantes quanto tais mecanismos, uma vez que eles
também estdo envolvidos em processos sinapticos.

Como exemplo, pode-se citar os neuropeptideos, maior
grupo de neuromoduladores do sistema nervoso (DE WIED,
1997). Assim como 0s neurotransmissores cléssicos, eles também
sdo liberados na fenda sindptica, porém possuem uma liberagéo
mais lenta e difusa por serem moléculas de alta densidade
(GOTZSCHE; WOLDBYE, 2016). Além de ag0es
neuromoduladoras e troficas, assim como um efeito direto em
neurdnios e propriedades fisioldgicas especificas (KERSTIN et
al.,, 1979; WIED et al., 1968), também possuem um papel
importante no que diz respeito ao aprendizado e a memoria
(HEILIG et al., 1994; OGREN et al., 2010).

1.2.  NEUROPEPTIDEO Y

Pertencente a familia do horménio NPY (BERGLUND,
2003), o neuropeptideo Y (NPY) foi primeiramente isolado a
partir de cérebro suino ha mais de 30 anos, mas também é
expresso em mamiferos, inclusive no ser humano (DE QUIDT,
1986; TATEMOTO, 1982). Ele possui 36 aminoacidos e tirosina
(YY) em seu C terminal, de onde é derivado o seu nome.

Estd envolvido na regulacdo de funcbes bioldgicas e
fisiopatologicas,  tais como:  excitabilidade  neuronal,
comportamento alimentar, pressdo sanguinea, ritmos circadianos,
convulsdes, secrecdes neuroenddcrinas, neuroplasticidade e
meméria (BECK, 2013; BERGLUND, 2003; HANSEL, 2001;
HOKFELT et al., 2008; LOH, 2015; MAGNI, 2003;
MICHALKIEWICZ et al., 2001; VEZZANI, 1999). O NPY &
abundante em muitas regibes cerebrais, como septo lateral,
hipotdlamo, cortex, neocértex, estriado, amigdala, talamo e
hipocampo (CABERLOTTO et al., 1998; CHANG et al., 1985;
DE QUIDT; EMSON, 1986; LYNCH et al, 1989;
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RAMAMOORTHY; WANG; WHIM, 2011). Além disso, pode
ser detectado em astrécitos (RAMAMOORTHY; WHIM, 2008) e
outros tipos de neurbnios (WAHLESTEDTL; EKMAN;
WIDERLOV, 1989).

O NPY age em receptores metabotropicos, dos quais cinco
ja foram clonados: Y1, Y5 e o autorreceptor Y2 sdo 0s mais
proeminentes (CABRELE; BECK-SICKINGER, 2000); Y4, com
pouca afinidade pelo NPY, é menos expresso no SNC e muito
expresso no TGl (BABILON; MORL; BECK-SICKINGER,
2013); e Y6, funcional apenas em coelhos e camundongos
(STARBACK et al., 2000). O NPY se liga ao receptor acoplado &
proteina G, inibindo a adenilatociclase, modulando os canais de
Ca™” e K' e causando diminuicdo nos niveis de AMPc
(CABRELE; BECK-SICKINGER, 2000; WAN; LAU, 1995)
(Figura 3).
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Figura 3. Representacdo da sintese, liberagdo e mecanismos

de ac¢do do NPY no hipocampo.

NPYiss

NPYLs
Pré-NPY 150

Fatores de HEND

+ transcrigéio ’ \ \ N PY NPY.s7

llustragdo mostrando como o NPY ¢ sintetizado a partir de precursores,
sua colocalizagdo com outros neurotransmissores, sua liberacdo na
fenda sinaptica, sua a¢do nos receptores Y1, Y2 e Y5 e sua degradagdo.
A) Interneurbnio GABAEérgico; B) Neurbnio pré-sindptico com o0s
precursores do NPY: Pré-Pr6-NPY g7, Pro-NPY 159, NPY 137 € NPYy_3;
C) Neurdnio pés-sindptico. NPY, neuropeptideo Y; NPY .3, forma do
neuropeptideo Y com alta afinidade para os receptores Y1, Y4 e Y5;
NPY 13.35, forma do neuropeptideo Y convertida pela dipeptidilpeptidase
IV (DDP4); GABA, 4cido gama-aminobutirico; K*, potassio; Ca’*,
calcio; GLU, glutamato; AC, adenila tociclase; AMPc, monofosfato
ciclico de adenosina; PKA, proteina cinase A. Fonte: Autor.

Dados provenientes do nosso laboratério (LACH; DE
LIMA, 2013; LINARTEVICHI, 2017) mostram que a
administragdo do NPY é capaz de prejudicar a consolidagdo e a
reconsolidacdo da memoria no teste de condicionamento aversivo
contextual (CAC). Sugere-se, dessa forma, que o NPY é capaz de
modular a memoria por intermédio de seus receptores. E, de
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forma semelhante, uma dose de 3 pmol de NPY, administrada via
i.c.v., inibiu a aquisi¢do e a consolidacio de ratos expostos ao
paradigma do condicionamento aversivo contextual (CAC)
(LACH; DE LIMA, 2013). Em contrapartida, FLOOD et al.
1987, ao administrar 0,1 - 0,5 pg de NPY (via i.c.v.)
imediatamente ap6s o teste de esquiva passiva do tipo step-down,
que avalia principalmente a meméria operacional de roedores,
percebeu um aumento na retencdo de memoria em camundongos
adultos.

Logo, percebe-se que tanto efeitos inibitorios quanto
excitatérios podem ser exercidos pelo NPY no processamento das
memorias, o que depende do tipo e da etapa da memoria, do tipo
de receptor, da dose de farmaco utilizada, da regido cerebral e do
nivel de estresse sofrido.

Alguns testes comportamentais mostram-se como
excelentes ferramentas para avaliar o efeito de substéncias em
protocolos experimentais que visam avaliar a meméria e o
aprendizado, dentre os quais pode-se destacar o teste do labirinto
aquatico.

1.3.  LABIRINTO AQUATICO

O labirinto aquatico, do inglés water maze (MORRIS et
al., 1982), é um teste com um grau de aversividade menor em
comparagdo com outros testes que avaliam aprendizado e
meméria, como o CAC por exemplo, sendo possivel avaliar
diferentes tipos de meméria, como a memoria operacional
(realizacdo de tarefas diarias) (MIYOSHI et al., 2002), a memoria
de procedimento (aquisicdo, armazenamento e uso do
conhecimento) (MIYOSHI et al., 2002) e a memoria espacial
(PREDIGER et al., 2005).

A memoria espacial expressa a capacidade de armazenar
informacBes sobre uma situacdo especifica em fungdo do
contexto espacial e lembrar posteriormente destas informacdes
através da configuracdo espacial (dicas ambientais)
(ROSENBAUM et al.,, 2012). O hipocampo teria papel
indispensavel neste tipo de memdria, uma vez que ele é o
responsavel pela consolidacdo da mesma, fazendo com os
animais relembrem uma situagcdo anterior e explorem A&reas
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importantes para eles e ndo percam tempo e energia em areas sem
beneficio ou j& exploradas (ROBERTS; DEMBER;
BRODWICK, 1962; SANDERSON; BANNERMAN, 2012)

O primeiro estudo utilizando o paradigma do labirinto
aquatico e o NPY, realizado por Thorsell et al. (2000),
demonstrou que, por meio da inibi¢do pré-sinaptica mediada pelo
receptor Y2, ratos transgénicos que superexpressavam NPY no
hipocampo tiveram prejuizo na aquisicdo e na retencdo de
memorias espaciais. Neste estudo foi sugerido que o estresse foi
diminuido pelo NPY, porém ndo se sabe como ele poderia estar
fazendo isso e se esta mesma acdo poderia ser vista em
protocolos que envolvam uma memodria espacial.

O NPY prejudica a consolidacdo de uma memoria aversiva
contextual forte (LACH; DE LIMA, 2013), o que pode ter uma
importancia clinica uma vez que se faz necessério o
desenvolvimento de farmacos que sejam direcionados para
memérias extremamente aversivas (patoldgicas), mas nio para
aquelas memérias de menor grau de aversividade (memdrias
adaptativas). No entanto, ainda ndo esta claro se o efeito mediado
pelo NPY também pode ser reproduzido em um protocolo de
aprendizado que envolva um menor grau de aversividade e se ele
exige um determinado nivel de estresse. Alids, o que seria
estresse?

1.4. ESTRESSE

A palavra estresse vem do latim distringere (dis = afastar,
stringere = apertar). De acordo com o dicionario Cambridge,
estresse seria uma “grande preocupagdo causada por uma situagao
dificil ou algo que cause esta condi¢do” (traducdo livre), e ndo
por menos ja que ele era definido como um sequestro legal de
bens para pagar indenizagbes, ou seja, algo que causava
sofrimento para a pessoa acometida. Do ponto de vista biolégico,
0 estresse também causaria sofrimento/dano ao organismo que
por sua vez sofre alteracBes ao nivel celular e molecular em
resposta a esta situacdo para atingir novamente a homeostase
corporal, isto é, o estado de equilibrio (SELYE, 1936;
YARIBEYGI et al., 2017).
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Esta resposta inclui, por exemplo, alteragcdes no estado de
alerta, atencéo e vigilancia e também atinge o sistema enddcrino,
ativa o eixo HPA e libera varios hormonios, como cortisol,
corticosterona, catecolaminas, vasopressina e gonadotropinas
(RANABIR; REETU, 2011). Devido a isto, muitos associam
estresse com uma piora no desempenho. Obvio que suas
alteragdes e consequéncias podem trazer prejuizo (DE KLOET;
JOELS; HOLSBOER, 2005), mas 0 contrario também é possivel.
Corbett et al. (2017), por exemplo, demonstraram por um teste de
imagens (Montreal Imaging Stress Task - MIST) com humanos
gue um estresse agudo ndo é capaz de afetar a memoria. Ja em
ratos, Vales et al. (2014) mostraram que o estresse de
imobilizacdo realizado 24 h antes do teste do labirinto aquético
melhorou o desempenho dos animais, mostrando um efeito
protetor.

Tais respostas variam muito de organismo para organismo
e, principalmente, dependem do nivel de estresse e do estimulo
estressor, fazendo com que o comportamento reflita o tamanho da
resposta durante a ativacdo do eixo HPA. O comportamento
sexual, por exemplo, libera mais corticosterona do que o
protocolo de choque nas patas de ratos (KOOLHAAS et al.,
2011).

Dentre os protocolos que mais liberam o hormdnio tem-se
0 estresse de contengdo (KOOLHAAS et al., 2011). O ato de
restringir o espago e movimento de animais € capaz de atenuar
respostas comportamentais. Atualmente existem diversas formas
de utilizar este protocolo, sendo que um estresse agudo com
poucas horas de duracdo ja é capaz de promover alteragfes na
ativacdo do sistema nervoso sendo possivel serem visualizadas ao
nivel comportamental (PARE; GLAVIN, 1986; SELYE, 1936).

1.5. HIPOTESE

O recrutamento do sistema do NPY, por meio da ativacdo
dos receptores Y1 e Y2 e do estresse, prejudica a consolidacéo da
meméria no labirinto aquético.
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OBJETIVOS

Objetivo geral
Investigar o envolvimento do NPY nas etapas de aquisi¢cdo

e consolidacdo da memdria espacial, utilizando o paradigma do
labirinto aquatico.

1.6.2.

Objetivos especificos

Verificar os efeitos da administracdo intra HD de NPY na
aquisicdo da memoria espacial avaliada no teste do
labirinto aquético;

Analisar se 0 NPY também possui efeitos na etapa de
consolidagdo da memoria;

Avaliar se h& diferengas no recrutamento do sistema do
NPY para o processamento mnemonico mediante o
protocolo do estresse de contencéo;

Investigar os efeitos obtidos com a administracdo de
antagonistas seletivos dos receptores Y1 e Y2 do NPY no
HD sobre a etapa de consolidagio da memoria.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. CONSIDERACOES ETICAS

O trabalho foi previamente aprovado pelo Comité de Etica
para 0 Uso de Animais da Universidade Federal de Santa
Catarina - CEUA (n° 9771250417) (Anexo 1 e 2). O tamanho da
amostra foi calculado para o uso minimo de animais suficiente
para a obtencdo de andlises estatisticas fidedignas, seguindo os
principios dos 3Rs: Substituicdo, Reducdo e Refinamento (do
inglés Replacement, Reduction, Refinement) e as diretrizes
ARRIVE (do inglés Animal Research: Reporting of In Vivo
Experiments).

2.2. ANIMAIS

Foram utilizados ratos (Rattus norvergicus) Wistar
machos, com trés meses de idade e peso entre 270 e 350 g,
provenientes do biotério central da Universidade Federal de Santa
Catarina. Eles foram alojados no biotério do Laboratério de
Neurofarmacologia (CCB — UFSC) em gaiolas plasticas padrao
(36 x 30 x 15 cm), com cinco (naive) ou trés (operados) animais
por gaiola, e mantidos em condigdes padronizadas de temperatura
(22£1 °C), ciclo de luz claro/escuro de 12 h e agua e comida ad
libitum. Os animais foram manipulados de forma a evitar estresse
desnecessario.

2.3. FARMACOS

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados os
seguintes farmacos diluidos em tampéo fosfato-salino (PBS): o
agonista dos receptores Y do NPY (Bachem, Torrance, EUA) (1,
3, 10 pmol), o antagonista seletivo Y1 BIBO3304 (BIBO -
Tocris, Minneapolis, EUA) (60, 200 e 600 pmol) e o0 antagonista
seletivo Y2 BIIE0246 (BIIE - Tocris, Minneapolis, EUA) (0,3, 1
e 2 nmol). Como veiculo foi utilizado PBS. As doses usadas
foram baseadas na literatura e em trabalhos anteriores do
Laboratério de Neurofarmacologia — UFSC (LACH; DE LIMA,
2013; LINARTEVICHI, 2017).
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2.4. CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Os animais receberam uma injecdo intraperitoneal (i.p.)
com uma associacdo de xilazina (10 mg/mL/kg; Xilazin®, Syntec
Ltda., Brasil) e cetamina (100 mg/mL/kg; Cetamin® Syntec
Ltda., Brasil). Apés a perda dos reflexos, cada animal foi
posicionado no aparelho estereotaxico (Stoelting, mod. 300,
USA) com o auxilio de duas barras auriculares. A assepsia do
campo cirdrgico foi feita com uma solucdo de alcool iodado (2%)
e posteriormente os animais receberam uma injecdo de solucédo
anestésica de lidocaina 3% com adrenalina  1:50.000
(Lidostesim®, Dentsply Pharmaceutical, Brasil) por via
subcutanea (s.c.), no local da incisdo. Uma pequena area ovalada
de pele do campo cirdrgico foi entdo retirada, permitindo a
raspagem do peridsteo para a exposi¢do do cranio e das suturas
lambdéide e coronal. Apds perfuracdo com uma broca
odontoldgica, dois parafusos de aco inoxidavel foram fixados ao
cranio para suporte a protese de acrilico utilizada posteriormente.
Duas céanulas-guia (11 mm), confeccionadas a partir de agulhas
hipodérmicas (22G; 25,0 x 7,0 mm), foram implantadas
bilateralmente no HD de acordo com as coordenadas do atlas do
cérebro de ratos de Paxinos e Watson (2009): 3,6 mm anterior ao
bregma, + 2,4 mm relativo ao eixo lateral e 2,1 mm relativo ao
eixo dorsoventral. Feito isto, a calota craniana foi coberta com
acrilico odontoldgico auto-polimerizante de secagem rapida (Vipi
Flash, VIPI®; Pirassununga, SP, Brasil) para fixar todas as pecas
em uma protese solida presa ao cranio. Como tratamento pds-
operatério, cada animal recebeu uma injecéo (s.c.) de flunixina
meglumina (2,5 mg/kg; Schering—Plough, Brasil) e todos
permaneceram em cama aquecida até retornarem do plano
anestésico. Apds isso, 0s animais voltaram ao biotério do
Laboratorio de Neurofarmacologia onde permaneceram em um
periodo de recuperacdo de 7 a 10 dias até o inicio dos
experimentos.
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2.5. ESTRESSE DE CONTENCAO

Para avaliar se uma determinada situacdo estressante
resulta em um maior efeito do NPY e seus receptores, 0s animais
foram transferidos para uma sala de experimentacdo e
gentilmente colocados em tubos plasticos com tamanho similar
ao corpo do animal e com pequenos furos que permitiam sua
respiracdo. Somente a cauda permanecia para fora do tubo
(MANZANARES et al, 2005) (Figura 4). Os animais
permaneceram na sala por 30 ou 60 min, a depender da sessdo do
experimento. Animais controle também foram levados para a sala
de experimentacdo em suas gaiolas, porém ndo foram submetidos
ao estresse. Ao término do protocolo, eles retornaram para o
biotério.

Figura 4. Representacéo do tubo de PVC utilizado para o
estresse de contencao.

O tubo possui pequenos furos para possibilitar a respiracdo do animal e
um pequeno furo na parte traseira para que a cauda do animal
permaneca do lado de fora. Fonte: Autor.

2.6. LABIRINTO AQUATICO

O labirinto aquético é formado por um tanque circular de
cor preta (70 cm de didmetro x 60 cm de altura) localizado no
interior de uma sala (Figura 5). O tanque foi preenchido com



34

adgua, a uma temperatura constante (25 * 2°C). Foram
estabelecidas 4 posicdes de partida (norte, sul, leste e oeste) que
dividiram a superficie do labirinto em 4 quadrantes (nordeste,
noroeste, sudeste e sudoeste). Uma plataforma de acrilico
transparente (10 x 10 cm) foi posicionada no quadrante sudoeste,
ficando submersa a 1 cm da superficie da &gua. Durante os
experimentos, um sistema de camera de video captou as imagens
do labirinto aquético.

2.6.1. Memodria espacial de referéncia

Durante o treinamento (dia 1 - sessdo de aquisicdo da
meméria), os animais foram liberados para nadar de forma
pseudoaleatdria até encontrar a plataforma num tempo maximo
de 60 s. Caso ndo a encontrassem, cada animal era conduzido
manualmente até esta, onde deveria permanecer por 10 s. Apds
este tempo, o animal era retirado do labirinto e colocado em uma
caixa por 20 s, sendo entdo posicionado no préximo ponto de
partida. Este procedimento foi realizado 6 vezes na sessdo de
treinamento, sendo que o animal era liberado sempre de pontos
diferentes a cada tentativa e a plataforma submersa sempre
permaneceu no quadrante sudeste durante as tentativas (Figura 5).
Na sessdo de teste (dia 2), realizada 24 h apds a sessdo de
treinamento, a plataforma foi removida e os animais liberados
para nadar apenas uma vez, por 60 s, a partir da posi¢do norte.
Foram avaliados os seguintes parametros: o nimero de entradas
no quadrante oposto ao da plataforma e no quadrante da
plataforma, o tempo gasto em ambos 0s quadrantes, a laténcia
para encontrar o local onde a plataforma estava na sessdo de
aquisicdo da meméria e o nimero de cruzamentos neste local.
Somente animais que aprenderam a tarefa no dia 1 foram
incluidos na analise estatistica, isto é, apresentaram reducdo na
laténcia para encontrar a plataforma.
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Figura 5. Desenho esquematico do labirinto aquatico.

S

O labirinto aquético é composto por um tanque circular preenchido
com 4gua, dividido em quatro pontos (N, S, L e O) e subdividido em
quatro quadrantes (NO, NE, SO e SE). A plataforma permanece sempre
no quadrante SE durante a etapa de aquisi¢do da memoria (dia 1). N,
norte; S, sul; L, leste, O, oeste; NO, noroeste; NE, nordeste; SO,
sudoeste; SE, sudeste. Fonte: Autor.

2.7.  MICROINJECAO CENTRAL

A microinjecdo bilateral na regido CAl do HD foi
executada por meio de agulhas (12,4 mm) confeccionadas a partir
de agulhas gengivais (30G curta). Estas eram conectadas a um
tubo de polietileno (PE10; Clay Adams, EUA) acoplado a uma
microsseringa (Hamilton, EUA) preenchida com agua destilada,
deixando uma bolha de ar interposta a solugéo a ser injetada. Os
animais foram corretamente imobilizados e as cénulas
desobstruidas com o auxilio de limas odontol6gicas (K-FILE
Colorinox® A012D, Dentsply Ind. Com. Ltda., Brasil) de 11,0
mm. As agulhas eram introduzidas nas canulas e, com o auxilio
de uma bomba de infuséo (Insight, Brasil), cada animal recebia
0,5 uL das solugbes, por hemisfério, infundida durante 60 s.
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2.8. HISTOLOGIA

Ao término dos experimentos, 0s animais foram
profundamente anestesiados como ja descrito, e receberam uma
microinjegdo de azul de Evans (0,2 upl/hemisfério). Apds a
decapitacdo, os encéfalos eram retirados e conservados em
solucdo de formalina 10% por, pelo menos, 24 h e,
posteriormente, transferidos para solugdo de sacarose 30%, por
no minimo 48 h antes da realizacdo dos cortes histologicos.
Cortes coronais (50 um) foram obtidos utilizando um criostato
(Leica CM 1850, Microsystems AG, Alemanha) a -20 °C.

As imagens histoldgicas foram fotografadas em um
microscopio estereoscépico SZX16 (Olympus, Japdo) e
comparadas com os diagramas do cérebro de ratos (PAXINOS,
WATSON, 2009) (Figura 6). Somente animais com histologia
bilateral para o HD (Figura 1) foram incluidos na analise
estatistica.
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2.9. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

2.9.1. Experimento 1: Efeito da microinfusdo do
neuropeptideo Y durante a consolidacdo da memoria

Para analisar o efeito da microinfusdo do neuropeptideo Y
imediatamente apds a sessdo de treino sobre a consolidagdo da
memoria na sessdo de teste do labirinto aquético, 32 ratos foram
divididos em quatro grupos: veiculo, NPY 0,3 pmol, NPY 1 pmol
e NPY 3 pmol. O desenho experimental estd esquematizado na
Figura7 A.

2.9.2. Experimento 2: Efeito da microinfusdo do
neuropeptideo Y sobre a consolidacdo da memaria apés
0 estresse de contencdo

Para se avaliar o efeito da microinfusdo de neuropeptideo
Y sobre a consolidacdo da memoria apds o estresse de contengéo
no labirinto aquético, 60 ratos foram divididos em seis grupos:
veiculo e NPY 1 pmol sem contencdo, veiculo e NPY 1 pmol
com 30 min de contencéo e veiculo e NPY 1 pmol com 60 min de
contencdo. O desenho experimental estd esquematizado na
Figura 9 A.

2.9.3. Experimento 3: Efeito da microinfusdo tardia do
neuropeptideo Y sobre a consolidacdo da memoria
espacial

Para verificar se 0 NPY estaria exercendo efeitos de forma
tardia sobre a consolidacdo da memoria realizou-se a
microinfusdo do mesmo seis horas ap6s o treino no labirinto
aquatico, 16 ratos foram divididos em grupo veiculo e grupo
NPY 1 pmol. O desenho experimental estd esquematizado na
Figura 11 A.

2.9.4. Experimento 4: Efeito da microinfusdo do
neuropeptideo Y no HD sobre a aquisicdo da memoria
espacial
Para a analise do efeito da microinfusdo do neuropeptideo

Y sobre a aquisi¢do da meméria no labirinto aquatico, 16 ratos
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foram divididos em grupo veiculo e grupo NPY 1 pmol. O
desenho experimental esta esquematizado na Figura 13 A.

2.9.5. Experimento 5: Efeito da administragdo do antagonista
do receptor Y1 no HD sobre a consolidacdo da
memoria
Para se analisar o efeito do antagonista seletivo do receptor

Y1 BIBO3304 na etapa de consolidagcdo da memoria no labirinto

aquatico, 32 ratos foram divididos em quatro grupos: veiculo,

BIBO 60 pmol, BIBO 200 pmol e BIBO 600 pmol. O desenho

experimental esta esquematizado na Figura 15 A.

2.9.6. Experimento 6: Efeito da administracédo do antagonista
do receptor Y1 sobre o efeito do NPY na consolidagéo
da memoria

Para analise do efeito do antagonista seletivo do receptor
Y1 BIBO3304 sobre o efeito do NPY na etapa de consolidacdo
da memoéria no labirinto aquatico, 32 ratos foram divididos em
quatro grupos: PBS+PBS, PBS+NPY, PBS+BIBO, NPY+BIBO.
O desenho experimental esta esquematizado na Figura 17 A.

2.9.7. Experimento 7: Efeito da administracdo do antagonista
do receptor Y2 no HD sobre a consolidacdo da
meméria
Para avaliar o efeito do antagonista seletivo do receptor Y2

BIIE0246 sobre o efeito do NPY na etapa de consolidagdo da

meméria no labirinto aquatico, 32 ratos foram divididos em

quatro grupos: veiculo, BIIE 0,3 nmol, BIIE 1 nmol e BIIE 2

nmol. O desenho experimental estd esquematizado na Figura 19

A.

2.9.8. Experimento 8: Efeito da administragdo do antagonista
do receptor Y2 sobre o efeito do NPY na consolidagéo
da memoria

Para avaliar o efeito do antagonista seletivo do receptor Y2
BIIE0246 sobre o efeito do NPY na etapa de consolidacdo da
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meméria no labirinto aquéatico, 32 ratos foram divididos em
quatro grupos: PBS+PBS, PBS+NPY, PBS+BIIE, NPY+BIIE. O
desenho experimental esta esquematizado na Figura 21 A.

2.10. ANALISE ESTATISTICA

Apos verificar a normalidade e homogeneidade de
variancia pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, os resultados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas
vias, de acordo com o protocolo experimental utilizado. Quando
apropriado, o teste post-hoc de Newman-Keuls foi utilizado. Para
comparacdo de dois grupos independentes foi utilizado o teste t
de Student. Valores de P<0,05 foram considerados como
estatisticamente significativos para todas as analises. Os
resultados estdo expressos como média + EPM e foram
analisados pelo programa GraphPad Prism® 5 (GraphPad Prism,
EUA).
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3. RESULTADOS

3.1. EXPERIMENTO 1: EFEITO DA MICROINFUSAO DO
NEUROPEPTIDEO Y DURANTE A CONSOLIDACAO
DA MEMORIA

Foi realizada uma curva dose-resposta para padronizacdo
da dose a ser utilizada nos experimentos seguintes. Para isto, com
base em estudos prévios do laboratério, foram testadas as doses
de 0,3, 1 e 3 pmol de NPY (Figura 7). A ANOVA de uma via
com medidas repetidas mostrou ndo haver diferencas
significativas na curva de aprendizado (F 15, 68=1,587, p=0,08)
(Figura 7 B). A microinfusdo intra HD foi feita imediatamente
apos a etapa de treino do labirinto aquatico e somente animais
que tiveram reducdo na laténcia para encontrar a plataforma ao
longo das sessdes foram testados.

Figura 7. Desenho experimental e curva de aprendizado
durante a sessao de treino no labirinto aquatico.
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607 NPY 0,3 pmol
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D
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Laténcia (s)

20

Sessdes
A) Esquema do protocolo comportamental utilizado; a seta indica o
local e 0 momento do tratamento. B) Curva de aprendizado; as linhas
horizontais representam a média + EPM da laténcia gasta pelos
animais para encontrar a plataforma submersa durante o treinamento
no labirinto aquatico (n=8 animais por grupo). ANOVA de uma via
com medidas repetidas.
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A ANOVA de uma via mostrou um efeito significativo do
fator tratamento nas doses de NPY utilizadas, onde a dose de 1
pmol aumentou o ndmero de entradas (F 3,21=4,68, p=0,01) e e 0
tempo (F 3,21=5,03, p=0,008) dos animais no quadrante oposto
ao quadrante da plataforma (Figura 8 A e B, respectivamente) e
diminuiu 0 nimero de entradas (F 3,21=3,63, p=0,02) e 0 tempo
(F 3,21=7,97, p = 0,001) no quadrante correto (Figura 8 C e D,
respectivamente). A dose de 1 pmol também mostrou uma
tendéncia para que os animais tivessem o nimero de cruzamentos
no local da plataforma reduzido, porém sem diferencas
significativas. A dose de 3 pmol mostrou um efeito contrério,
melhorando o desempenho dos animais. Dessa forma, a dose de 1
pmol foi escolhida para 0s demais experimentos.
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Figura 8. Efeito da microinfusdo do neuropeptideo Y no HD
imediatamente ap0s a sessdo de treino sobre a consolidacéo
da meméria na sessao de teste do labirinto aquatico.
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Doses de 0,3, 1 e 3 pmol foram testadas sobre a consolida¢do da
meméria. A) Numero de entradas no quadrante oposto ao quadrante da
plataforma. B) Tempo no quadrante oposto ao da plataforma. C)
Nimero de entradas no quadrante da plataforma. D) Tempo no
quadrante da plataforma. E) Laténcia para encontrar o local da
plataforma. F) Namero de cruzamentos no local da plataforma.
Resultados expressos como média + EPM (n=8/grupo). ANOVA de uma
via seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls. * P < 0,05 quando
comparado com o respectivo grupo veiculo.
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3.2. EXPERIMENTO 2: EFEITO DA MICROINFUSA~O DO
NEUROPEPTIDEO Y SOBRE A CONSOLIDAGCAO DA
MEMORIA APOS O ESTRESSE DE CONTENCAO

Todos os animais aprenderam a tarefa, onde a ANOVA de
uma via com medidas repetidas mostrou ndo haver diferencas
significativas no aprendizado dos animais durante o treino (F
25,300=1,05, p=0,38) (Figura 9 B). Como mostrado na figura 10,
a ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeitos
significativos do tratamento tanto para animais que passaram por
30 min de contencdo quanto por 60 min nos parametros de
numero de entradas (F5,50=5,13, p=0,0007) e tempo gasto no
quadrante oposto (F 5,50=8,76, p=0,0001) (Figura 10 A e B,
respectivamente) assim como a laténcia (F 5,50=9,08, p=0,0001)
e cruzamentos para o local da plataforma (F 5,50=8,97,
p=0,0001) (Figura 10 E e F, respectivamente).
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Figura 9. Desenho experimental e curva de aprendizado dos
animais para analise do efeito do neuropeptideo Y e do
estresse de contencdo sobre a consolidacdo da memdria no
labirinto aquatico.
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A) Esquema do protocolo comportamental utilizado; a seta indica o
local e 0 momento do tratamento. B) Curva de aprendizado; as linhas
horizontais representam a média + EPM da laténcia gasta pelos
animais para encontrar a plataforma submersa durante o treinamento
no labirinto aquatico (n=8 animais por grupo, ANOVA de uma via
com medidas repetidas.
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Figura 10. Efeito da microinfusédo de neuropeptideo Y no HD
sobre a consolidagdo da memdria apdés o estresse de
contencao.
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A) Numero de entradas no quadrante oposto ao quadrante da
plataforma. B) Tempo gasto pelos animais no quadrante oposto ao da
plataforma. C) NUmero de entradas no quadrante da plataforma. D)
Tempo gasto pelos animais no quadrante da plataforma. E) Laténcia
para encontrar o local da plataforma. F) NUmero de cruzamentos no
local da plataforma. Resultados expressos como média + EPM
(n=10/grupo). ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida
pelo teste post hoc de Newman-Keuls. * P<0,05 quando comparado
com o respectivo grupo veiculo; ** P<0,05 quando comparado com 0
grupo veiculo sem contencéo; # P<0,05 quando comparado com todos
0S grupos.
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Em vista de tais achados, e para evitar estresse
desnecessario, para todos 0s seguintes experimentos 0s animais
foram submetidos ao estresse de contencdo de 30 min antes das
microinfusdes e da exposi¢do ao labirinto aquatico.

3.3. EXPERIMENTO 3: EFEITO DA MICROINFUSAO
TARDIA DO NEUROPEPTIDEO Y SOBRE A
CONSOLIDACAO DA MEMORIA ESPACIAL

Aqui,o NPY foi injetado no HD 6 h apds a sessdo de treino
(Figura 11 A). Como pode ser visto na figura 11 B, o teste t de
Student ndo mostrou nenhuma diferenca significativa no
aprendizado dos animais quando comparado com o grupo veiculo
(t(lo):0,02, p:0,98)
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Figura 11. Desenho experimental e curva de aprendizado dos
animais para analise do efeito do neuropeptideo Y no periodo
apos a janela de consolidagdo da memdria no labirinto
aquatico.
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A) Esquema do protocolo comportamental utilizado; a seta indica o
local e 0 momento do tratamento. B) Curva de aprendizado; as linhas
horizontais representam a média + EPM da laténcia gasta pelos
animais para encontrar a plataforma submersa durante o treinamento
no labirinto aquético (n=8 animais por grupo).

Como mostra a figura 12, para todos os pardmetros
analisados na sessdo de teste do labirinto aquatico o teste t de
Student ndo apresentou diferencas significativas, ou seja, 0
tratamento ndo possuiu efeitos na memaria dos animais 6 h apos
0 treino.
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Figura 12. Efeito da microinfusdo tardia do neuropeptideo Y
no HD sobre a consolidagdo da memoria.
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A) Noimero de entradas no quadrante oposto ao quadrante da
plataforma. B) Tempo no quadrante oposto ao da plataforma. C)
NUmero de entradas no quadrante da plataforma. D) Tempo no
quadrante da plataforma. E) Laténcia para encontrar o local da
plataforma. F) Numero de cruzamentos no local da plataforma.
Resultados expressos como média = EPM (n=8/grupo). Teste t de
Student.
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3.4. EXPERIMENTO 4: EFEITO DA MICROINFUSAOPO
NEUROPEPTIDEO Y NO HD SOBRE A AQUISICAO
DA MEMORIA ESPACIAL

Para andlise de possiveis efeitos do NPY na etapa de
aquisicdo da memdria, todos 0s animais apresentaram uma
diminuicdo da laténcia na sessdo de treino do labirinto aquatico,
sem apresentar diferencas estatisticas de acordo com o teste t de
Student (t(10)=0,40, p=0,69) (Figura 13 B).

Figura 13. Desenho experimental e curva de aprendizado dos
animais para andlise do efeito do neuropeptideo Y no HD
sobre a aquisicdo da memdria no labirinto aquético.
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A) Esquema do protocolo comportamental utilizado; a seta indica o
local e 0 momento do tratamento. B) Curva de aprendizado; as
linhas horizontais representam a média £+ EPM da laténcia gasta
pelos animais para encontrar a plataforma submersa durante o
treinamento no labirinto aquatico (n=8 animais por grupo). Teste t
de Student.

O teste t de Student também mostrou que ndo houve
diferencas significativas entre os grupos que receberam o NPY 10
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min antes do protocolo do labirinto aquatico, em todos os
pardmetros (Figura 14).

Figura 14. Efeito da microinfusio do neuropeptideo Y sobre a
aquisicdo da memdria.
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plataforma. C) NUmero de entradas no quadrante da plataforma. D)
Tempo gasto pelos animais no quadrante da plataforma. E) Laténcia
para encontrar o local da plataforma. F) Ndmero de cruzamentos no
local da plataforma. Resultados expressos como média + EPM
(n=8/grupo). Teste t de Student.
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3.5. EXPERIMENTO 5: EFEITO DA ADMINISTRACAO
DO ANTAGONISTA DO RECEPTOR Y1 NO HD
SOBRE A CONSOLIDACAO DA MEMORIA

Inicialmente, os animais foram avaliados no labirinto
aquatico para observagdo da dose efetiva do antagonista seletivo
do receptor Y1 BIBO3304. A ANOVA de uma via com medidas
repetidas ndo mostrou diferencas significativas na curva de
aprendizado (F 15,168=1,97, p=0,27) (Figura 15 B).

Figura 15. Desenho experimental e curva de aprendizado dos
animais para analise do efeito do bloqueio dos receptores Y1
no HD por meio do antagonista seletivo do receptor Y1
BIB0O3304 na etapa de consolidacdo da memdria no labirinto
aquatico.
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A) Esquema do protocolo comportamental utilizado; a seta indica o
local e 0 momento do tratamento. B) Curva de aprendizado; as linhas
horizontais representam a média + EPM da laténcia gasta pelos
animais para encontrar a plataforma submersa durante o treinamento
no labirinto aquatico (n=8 animais por grupo). ANOVA de uma via
com medidas repetidas.
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A ANOVA de duas vias mostrou haver diferencas
estatisticas significativas no tempo gasto pelos animais no
quadrante da plataforma (F 3,21=6,60, p=0,002) (Figura 16 D),
onde o grupo que recebeu o antagonista BIBO3304 na dose de
600 pmol exibiu uma tendéncia a permanecer semelhante ao
grupo veiculo nos pardmetros de tempo no quadrante oposto ao
da plataforma (Figura 16 B), laténcia para o local da plataforma
(Figura 16 E) e niamero de cruzamentos (Figura 16 F), porém sem
diferencas significativas.



56

Figura 16. Efeito do bloqueio seletivo dos receptores Y1 sobre
a etapa de consolidagdo da memdria no labirinto aquético.
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A) Numero de entradas no quadrante oposto ao quadrante da
plataforma. B) Tempo gasto pelos animais no quadrante oposto ao da
plataforma. C) NUmero de entradas no quadrante da plataforma. D)
Tempo gasto pelos animais no quadrante da plataforma. E) Laténcia
para encontrar o local da plataforma. F) NUmero de cruzamentos no
local da plataforma. Resultados expressos como média + EPM
(n=8/grupo). ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de
Newman-Keuls. * P<0,05 quando comparado com o respectivo grupo
veiculo.

3.6. EXPERIMENTO 6: EFEITO DA ADMINISTRACAO
DO ANTAGONISTA DO RECEPTOR Y1 SOBRE O
EFEITO DO NPY NA CONSOLIDACAO DA
MEMORIA



57

Com base nos achados e em estudos prévios, a dose de 200
pmol de BIBO3304 foi testada juntamente com NPY exdgeno. A
ANOVA de uma via com medidas repetidas ndo mostrou
diferencas significativas na sessdo de treino do labirinto aquatico
(F 15,168=1,19, p=0,27) (Figura 17 B). Logo, estes animais que
aprenderam a tarefa no dia 1 receberam os tratamentos logo
imediatamente apés o treino.

Figura 17. Desenho experimental e curva de aprendizado dos
animais para analise do efeito do bloqueio dos receptores Y1
no HD por meio do antagonista seletivo do receptor Y2
BIBO3304 sobre o efeito do NPY na etapa de consolidagdo da
memoaria no labirinto aquatico.
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A) Esquema do protocolo comportamental utilizado; a seta indica o
local e 0 momento do tratamento. B) Curva de aprendizado; as linhas
horizontais representam a média + EPM da laténcia gasta pelos animais
para encontrar a plataforma submersa durante o treinamento no
labirinto aquatico (n=8 animais por grupo). ANOVA de uma via com
medidas repetidas.
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Conforme a figura 18 mostra, a ANOVA de duas vias
apresentou diferencas significativas entre 0s animais que
receberam NPY+BIIE e aqueles que receberam PBS+NPY no
nimero de entradas no quadrante oposto (F 3,21=6,45, p=0,002)
e tempo neste quadrante (F 3,21=9,05, p=0,0005), tempo no
quadrante da plataforma (F 3,21=7,10, p=0,0018), laténcia para o
local da plataforma (F 3,21=32,98, p=0,0001) e numero de
cruzamentos neste local (F 3,21=7,16, p=0,0017). Exceto em no
pardmetro de tempo no quadrante oposto 0 grupo que recebeu
NPY e BIBO nédo se comportou de forma semelhante ao grupo
veiculo (F 3,21=0,87, p=0,46) (Figura 18 B).
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Figura 18. Efeito do bloqueio seletivo dos receptores Y1 sobre
o efeito do NPY na etapa de consolidagdo da memdria no
labirinto aquatico.
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A) Nimero de entradas no quadrante oposto ao quadrante da
plataforma. B) Tempo gasto pelos animais no quadrante oposto ao da
plataforma. C) NUmero de entradas no quadrante da plataforma. D)
Tempo gasto pelos animais no quadrante da plataforma. E) Laténcia
para encontrar o local da plataforma. F) NUimero de cruzamentos no
local da plataforma. Resultados expressos como média + EPM
(n=8/grupo). ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de
Newman-Keuls. * P<0,05 quando comparado com o respectivo grupo
veiculo.
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3.7. EXPERIMENTO 7: EFEITO DA ADMINISTRACAO
DO ANTAGONISTA DO RECEPTOR Y2 NO HD
SOBRE A CONSOLIDACAO DA MEMORIA

Para avaliacdo do efeito do antagonista seletivo do
receptor Y2 BIIE0246 os animais aprenderam a tarefa no teste do
labirinto aquético (Figura 19 B), onde a ANOVA de uma via com
medidas repetidas ndo mostrou diferencas significativas (F
15,168=0,79, p=0,68). Imediatamente apds o treino os animais
receberam a infusdo com o antagonista nas doses de 0,3, 1 e 2
nmol de BIIE0246.

Figura 19. Desenho experimental e curva de aprendizado dos
animais para analise do efeito do bloqueio dos receptores Y2
no HD por meio do antagonista seletivo do receptor Y2
BIIE0246 na etapa de consolidacdo da meméria no labirinto
aquatico.
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A) Esquema do protocolo comportamental utilizado; a seta indica o
local e 0 momento do tratamento. B) Curva de aprendizado; as linhas
horizontais representam a média £+ EPM da laténcia gasta pelos
animais para encontrar a plataforma submersa durante o treinamento
no labirinto aquatico (n=8 animais por grupo). ANOVA de uma via
com medidas repetidas
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A ANOVA de duas vias mostrou um efeito semelhante
entre animais do grupo BIIE 1 nmol e animais do grupo veiculo
(Figura 20), com diferengas estatisticamente significativas no
tempo no quadrante oposto (F 3,21=9,38, P=0,0004), nimero de
entradas (F 3,21=7,78, p=0,0011) e tempo no quadrante da
plataforma (F 3,21=7,422, p=0,0014), assim como na laténcia
para o local da plataforma (F 3,21=5,52, p=0,0059) e
cruzamentos neste local (F 3,21=5,03, p=0,0088). Com base em
estudos prévios, a dose de 1 nmol foi escolhida como a dose para
ser testada junto com o NPY.
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Figura 20. Efeito do bloqueio seletivo dos receptores Y2 sobre
a etapa de consolida¢do da memdria no labirinto aquatico.
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A) Nimero de entradas no quadrante oposto ao quadrante da
plataforma. B) Tempo gasto pelos animais no quadrante oposto ao da
plataforma. C) Numero de entradas no quadrante da plataforma. D)
Tempo gasto pelos animais no quadrante da plataforma. E) Laténcia
para encontrar o local da plataforma. F) Numero de cruzamentos no

local da plataforma. Resultados expressos como média +
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(n=8/grupo). ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de
Newman-Keuls. * P<0,05 quando comparado com o respectivo grupo

veiculo.
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3.8. EXPERIMENTO 8: EFEITO DA ADMINISTRACAO
DO ANTAGONISTA DO RECEPTOR Y2 SOBRE O
EFEITO DO NPY NA CONSOLIDACAO DA
MEMORIA

Os animais foram mais uma vez treinados no labirinto
aquatico (Figura 21 B), sem diferencas significativas pela
ANOVA de uma via com medidas repetidas (F 15,168=0,76,
p=0,71). Imediatamente apds o treino, eles receberam o0s
tratamentos.

Figura 21. Desenho experimental e curva de aprendizado dos
animais para analise do efeito do bloqueio dos receptores Y2
no HD por meio do antagonista seletivo do receptor Y2
BI1E0246 sobre o efeito do NPY na etapa de consolidacéo da
memoaria no labirinto aquatico.
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A) Esquema do protocolo comportamental utilizado; a seta indica o
local e 0 momento do tratamento. B) Curva de aprendizado; as linhas
horizontais representam a média + EPM da laténcia gasta pelos
animais para encontrar a plataforma submersa durante o treinamento
no labirinto aquatico (n=8 animais por grupo).
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Como pode ser visto na figura 22, a ANOVA de duas vias
mostrou diferencas em relacdo aos animais que receberam apenas
NPY nos pardmetros de tempo no quadrante oposto (F
3,21=10,87, p=0,0002) (Figura 22 B), tempo no quadrante correto
(F 3,21=6,06, p=0,0039) (Figura 22 D), laténcia para encontrar o
local da plataforma (F 3,21=6,27, p=0,0033) (Figura 22 E) e
cruzamentos neste local (F 3,21=5,30, p=0,007) (Figura 22 F).
Animais que receberam tanto o antagonista BIIE0246 quanto o
NPY permaneceram semelhantes ao grupo veiculo.
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Figura 22. Efeito do bloqueio seletivo dos receptores Y2 sobre
o efeito do NPY na etapa de consolidagdo da memdria no
labirinto aquatico.
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A) Numero de entradas no quadrante oposto ao quadrante da
plataforma. B) Tempo gasto pelos animais no quadrante oposto ao da
plataforma. C) Numero de entradas no quadrante da plataforma. D)
Tempo gasto pelos animais no quadrante da plataforma. E) Laténcia
para encontrar o local da plataforma. F) NUmero de cruzamentos no
local da plataforma. Resultados expressos como meédia + EPM
(n=8/grupo). ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de
Newman-Keuls. * P<0,05 quando comparado com o respectivo grupo
veiculo.
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4. DISCUSSAO

O presente trabalho demonstra que receptores hipocampais
do neuropeptideo Y possuem papel importante na modulagdo de
memérias em paradigmas que requerem a utilizacdo da memoria
espacial, como o teste do labirinto aquético.

Pioneiro na utilizagio do NPY em conjunto com o
labirinto aquético, Thorsell et al. (2000) sugeriram que a
substancia seria importante para respostas adaptativas ao estresse
e indispensavel para os processos de aprendizado e memoria.
Porém, quais seriam 0s processos que estariam contribuindo para
que haja essa participacdo do NPY e como 0s receptores seriam
recrutados?

Receptores de NPY sdo largamente encontrados ao longo
do sistema nervoso central, inclusive no hipocampo
(WAHLESTEDTL; EKMAN; WIDERLOV, 1989). Dessa forma,
toda informagéo que passa pelo hipocampo pode sofrer influéncia
deste neuropeptideo e, por conseguinte, sofrer algum tipo de
modificacdo (FLOOD; SMITH; MORLEY, 1987). Sabe-se que, a
depender da dose utilizada, 0 NPY pode ocasionar diferentes
efeitos. Logo, foram testadas aqui doses baixas para evitar
gualquer viés e analisar se alguma delas poderia causar prejuizos
a memoria espacial dos animais. Lach e De Lima (2013)
demonstraram previamente que as doses de 1, 3 e 10 pmol de
NPY néo sdo capazes de alterar a atividade locomotora de ratos
nos testes do campo aberto e labirinto em cruz elevado, por isso
essa faixa de doses foi escolhida para ser testada no labirinto
aquatico.

Em nossos achados, 1 pmol de NPY apresentou diferencas
significativas em quatro dos seis parametros analisados no teste
(exceto na laténcia para o local da plataforma e nos cruzamentos
no local da plataforma) (Figura 8). Essa mesma dose foi testada
em um protocolo utilizando peixe-dourado (Carassius auratus) e
foi capaz de aumentar a regulacdo do comportamento alimentar,
um dos vérios papeis do NPY (KOJIMA et al., 2009). No uUnico
trabalho a adotar tal dose em um protocolo de aprendizado e
memoria, ela ndo se mostrou efetiva mas sim uma dose de 3 pmol
(LACH; DE LIMA, 2013). Logo, pela primeira vez, uma dose
ainda menor de 1 pmol de NPY foi capaz de prejudicar a
consolidacdo da memdria. Além disso, este mesmo trabalho ja
demonstrou previamente que todas estas doses utilizadas nédo
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alteram parametros comportamentais nos testes de labirinto em
cruz elevado e campo aberto.

Aumentando a dose se aumenta o efeito, correto? Ndao
necessariamente (KASTIN et al, 1984). Com algumas
substancias, em especial os peptideos, pode ocorrer o contrério.
Curvas dose-resposta tendem a sofrer um comportamento
bifésico onde, a depender da dose, a resposta podera ser inibitoria
ou excitatoria. A este processo da-se 0 nome de hormese ou curva
em “U” invertido. De acordo com Calabrese e Baldwin (2002),
este fendmeno seria caracterizado por uma estimula¢do quando a
dose for menor e uma inibicdo quando a dose for maior e vice-
versa. Varios trabalhos corroboram esta ideia, tal como Plotnikoff
et al. (1971) que observaram o efeito em camundongos,
Plotnikoff et al. (1973) em experimentos com macacos e
Ehrensing e Kastin (1974) em experiéncias com seres humanos,
utilizando MIF (Pro-Leu-Gly-NH;), um peptideo que responde a
endotoxinas liberado pela glandula pituitaria.

No protocolo aqui utilizado, pode-se observar este efeito
na dose de 3 pmol de NPY. Enquanto as demais doses seguiam
um padrdo inibitério, ela seguia um caminho oposto,
evidenciando o efeito do tipo hormese nesta dose em especifico.
Ainda mais importante, a dose de 1 pmol se mostrou eficaz para
alterar a consolidacdo da meméria, o que é de grande valia ja que
uma dose minima ja foi capaz de alterar a consolidagdo da
memoria.

Memoérias traumaticas ou aversivas fazem parte da vida da
maioria dos seres vivos. Ao vivenciar uma situacao inesperada ou
desconfortavel, o cérebro ativa uma resposta como forma de se
defender desta situacdo. A forma como cada um reage ao estresse
muda e os efeitos tanto em relacdo ao estresse quanto a memoria
podem afetar um ao outro, de modo a ter ou ndo uma atenuacgao
na resposta observada pelo comportamento (THORSELL et al.,
2000). Dessa forma, situacdes novas e imprevisiveis podem
fornecer uma melhor observacdo do estresse, tornando-o0 mais
confiavel (MASON, 1968), como é o caso da natacdo em um
tanque.

O NPY alterou os comportamentos induzido pelo estresse.
Animais que passaram por este estresse prévio e receberam NPY
tiveram um tempo maior gasto no quadrante oposto ao da
plataforma, uma maior laténcia para alcancar o local da
plataforma e menos cruzamentos no local da plataforma (Figura
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10). Uma situacdo estressora prévia € capaz de facilitar a
formacdo de uma memoria aversiva (MANZANARES et al.,
2005), o que pode ser visto pela diminuicdo do tempo e do
nimero de entradas no quadrante oposto ao da plataforma e,
ainda mais evidente, por uma menor laténcia e um maior nimero
de cruzamentos pelos animais que ndo receberam NPY, mas que
também passaram pelo mesmo estresse prévio (Figura 10).

O hipocampo possui papel importante na LTP e varias
substancias sdo capazes de fazer a regulacdo deste processo, logo,
tal estrutura cerebral também é afetada e produz respostas frente a
situacOes estressantes. Schoenfeld et al. (2018), por exemplo,
utilizando um protocolo crénico de estresse de contencdo em
ratos observou uma diminuigdo no volume hipocampal em quatro
semanas, o0 que afetaria todo o funcionamento cerebral, inclusive
0s processos de aprendizado e memoria. Aqui, 0 tempo
desempenhou um papel importante, onde um estresse muito curto
gerou um tipo de resposta e um estresse mais prolongado uma
resposta totalmente contraria (JOELS et al., 2006), o que
confirma nossos achados ja que 30 min foram suficientes para
causar um prejuizo ainda maior na consolidacdo da meméria de
ratos tratados com NPY.

Em situagbes de estresse, 0 hipocampo também é
responsavel pela regulacdo negativa do eixo HPA (KIM;
PELLMAN; KIM, 2015). O periodo aqui utilizado foi suficiente
para ativar este eixo e, consequentemente, realizar esta regulagéo,
e ativar o sistema nervoso simpatico (DESLAURIERS et al.,
2018), fornecendo uma estratégia evolutiva para que o0s
individuos possam se adaptar ao estresse. Além disso, 0 NPY
teria uma acdo anti-estresse (THORSELL et al., 2000), observada
por meio do aumento do tempo no quadrante oposto e da laténcia
e também pela diminuicdo no nimero de cruzamentos no local da
plataforma. Isto é, o estresse atenuou a resposta, porém o NPY
fez provavelmente com que 0s animais considerassem o
paradigma como algo novo. Considerando que traumas podem
afetar negativamente a circuitaria cerebral, o NPY estaria atuando
de modo inibitério, fazendo a regulacdo de memdrias que sejam
aversivas.

A depender da dose utilizada, a regido cerebral, o tempo e
varios outros fatores, o NPY pode afetar diferentes fases da
memoria (GOTZSCHE; WOLDBYE, 2016). A maior parte dos
autores estabelece uma janela para a fase de consolidagdo, que
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teria cerca de seis horas de duragdo. Durante este tempo as
informacOes sobre determinado contexto estariam sendo
armazenadas e poderiam ser manipuladas (Figura 1) (BUSTOS;
MALDONADO; MOLINA, 2006). Nossos dados confirmam tal
afirmacgdo, uma vez que a infusdo de 1 pmol de NPY seis horas
ap6s o treino no labirinto aquatico ndo causou quaisquer
prejuizos na meméria espacial dos animais, mas igualou o
desempenho destes com os animais do grupo veiculo (Figura 12),
mostrando que o mesmo estaria agindo dentro da fase de
consolidacdo da memdria e ndo possui efeitos ap6s esta janela
(DUDAL, 2004).

Além disso, 0 NPY também poderia estar afetando a fase
de aquisicdo da meméria (GOTZSCHE; WOLDBYE, 2016;
LACH; DE LIMA, 2013). Em alguns trabalhos, sobretudo
utilizando camundongos, o NPY ndo afetou a aquisi¢do da
memoria dos animais. Na verdade, ele seria um modulador de
memérias que, dependendo da dose, poderia afeta-las de forma
diferente (FLOOD; HERNANDEZ; MORLEY, 1987; INUI;
BABA, 1990; KORNHUBER; ZOICAS, 2017). Corroborando
estes estudos, nossos dados mostram que a dose aqui utilizada
também ndo afeta a aquisicdo da memoria no teste do labirinto
aquatico, onde os animais dos grupos NPY e veiculo exibiram
comportamentos semelhantes (Figura 14), fazendo com que esta
dose especifica tenha possivelmente um alvo certo: a
consolidagdo da memoria.

Dentre 0s receptores com maior afinidade para o NPY esta
0 receptor Y1. Em nosso trabalho foi possivel avaliar sua
participacdo no protocolo de memdria espacial mediante o
antagonista seletivo Y1 BIBO3304. Com base em estudos prévios
do laboratorio, foram testadas as doses de 60, 200 e 600 pmol e,
seguindo dados prévios (GUTMAN et al., 2009; LACH; DE
LIMA, 2013), a dose de 200 pmol foi escolhida para ser testada
junto ao NPY (Figura 16).

A interacéo da dose de BIBO3304 com o0 NPY exo6geno de
1 pmol foi capaz de bloquear os efeitos inibitdrios do
neuropeptideo nos parametros de entradas no quadrante oposto,
tempo no quadrante da plataforma, laténcia no local da
plataforma e cruzamentos no local da plataforma (Figura 18),
resultados que mais uma vez confirmam o que Lach e De Lima
(2013) observaram pela anélise de memdrias aversivas no CAC.
Por meio disso, evidencia-se o papel importante dos receptores
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Y1 na modulagdo das memorias e a importancia da sua ativagéo
em contextos aversivos em que se deseja que ocorra inibicdo da
consolidacdo da memoria, tornando-a labil. Pela I6gica também
seria importante estudar ndo s6 o principal alvo como também a
producdo ou controle deste neuropeptideo.

O receptor Y2 tem recebido bastante atencdo ao longo dos
anos devido as varias descobertas relacionadas ao NPY. Como
estd localizado em neurdnios pré-sinapticos, ele participa da
regulacdo do NPY na fenda sindptica. Para testar sua participacédo
fizemos uso do antagonista seletivo Y2 BIIE0246 nas doses de
0,3, 1 e 2 nmol (Figura 20) e para evitar efeitos indesejados e
prejudiciais em relacdo a ansiedade, vigilancia e alerta, utilizamos
a dose de 1 nmol junto ao NPY, dose esta muito utilizada para se
estudar a ativacdo do receptor Y2 (ABBOTT et al., 2005;
BACCHI et al., 2006). Animais que receberam NPY+BIIE
passaram um tempo semelhante aos animais do grupo veiculo no
guadrante oposto ao da plataforma, assim como tiveram uma
laténcia e nimero de cruzamentos também semelhantes (Figura
22). Por meio destes resultados sugere-se uma participacdo
importante deste receptor de modo a aumentar a liberacdo de
NPY em situa¢des que envolvam algum grau de estresse. Vale
salientar também a importancia das place cells, que sdo neurbnios
hipocampais ativados quando o animal estd numa determinada
area de um ambiente ja conhecido. Como auxiliam o animal a se
localizar e estdo presentes na regido CAl do hipocampo, elas
poderiam estar facilmente envolvidas na modula¢do da memoria
frente os efeitos do NPY (O'Keefe; Dostrovsky, 1971).

E crescente o interesse por estudos que correlacionem
NPY com o Transtorno do Estresse Pés-Traumatico (TEPT), uma
vez que a substancia pode ser encontrada em niveis muito baixos
em pessoas com o transtorno. Morgan 11 et al. (2000), ao analisar
75 soldados perceberam que os niveis séricos de NPY eram
basais em alguns dos participantes do estudos. Estes
apresentavam um desempenho menor nas Forgas Armadas em
comparagdo com os soldados com niveis maiores de NPY,
reforcando o papel do neuropeptideo nas respostas ao estresse
diario. De forma semelhante, Linartevichi 2017 demonstrou que o
NPY é capaz de alterar a consolidacdo da meméria de animais
expostos ao CAC, em um protocolo com um alto grau de
aversividade. Porém, nem toda memoria é tdo traumatica. No
presente trabalho demonstramos que, além das memorias


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Keefe%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5124915
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altamente aversivas, o NPY também é capaz de modular
memorias no labirinto aquatico, que ndo sdo tdo traumaticas
guanto o CAC mas ndo sdo tdo neutras.

Ter uma nocdo de quais doses sdo efetivas, de quais
receptores podem ser ativados e/ou inativados e como o NPY vai
afetar a memoria sdo pequenas respostas que, juntas, podem
contribuir para um melhor entendimento de como as memdrias
podem ser alteradas terapeuticamente.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Em resumo, nossos resultados mostram que a microinfusdo
no hipocampo dorsal de NPY, na dose de 1 pmol, foi capaz de
provocar alteragdes na meméria de ratos, sobretudo na etapa de
consolidacdo da memoria, ndo tendo efeitos sobre a aquisicdo da
mesma.

Nesta modulagdo, o estresse desempenha funcgéo
importante, pois atenuou respostas comportamentais, resultando
numa melhora no desempenho dos animais veiculo na tarefa do
labirinto aquatico e um déficit nos animais tratados com NPY
exogeno. Nisto, sugere-se o envolvimento direto dos receptores
Y1 e Y2, que podem ser responsaveis pelos efeitos promovidos
pelo NPY, ao regular a quantidade da substancia e serem mais ou
menos recrutados, a depender do nivel de estresse

Portanto, propomos que o NPY pode se tornar uma
ferramenta vidavel ndo somente para aquelas memdrias
extremamente aversivas, como também para contextos com um
menor grau de aversidade, como 0 modelo aqui utilizado.

6. PERSPECTIVAS

e Auvaliar a expressdo dos receptores Y1 e Y2 no HD por
meio de Western blotting;

e Avaliar a expressdo de proteinas envolvidas nos
processos de aprendizado e memoria, como Arc, BDNF e
Egrl/Zif268, no protocolo do labirinto aquético;

e Analisar as place cells e espinhas dendriticas no HD
frente aos efeitos do NPY;

e Investigar se a manipulacdo farmacologica com o NPY
antes ou imediatamente ap0s 0 estresse de contencdo
altera os pardmetros observados no labirinto aquatico.
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APENDICE A - Efeito do NPY sete dias ap6s o labirinto
aquatico

Figura 1. Efeito da microinfusdo do neuropeptideo Y no HD
sete dias ap6s a sessdo de treino sobre a consolidacdo da
memoria na sessdo de teste do labirinto aquaético.

A B
67 25

” 20

©

S 4 —~

hd ‘:‘15

s £

o s 10

T 24 =

B

= 5
0- 0
C D

81 20

T TN
%HD'I@iH-i

[ veiculo 1 NPYO0,3pmol [ NPY 1pmol [ NPY 3pmol

N° de entradas
N >

f I

-

o

|

Tempo (s)
-
o
L

o
!

m
M

3
o

)

- N N
2l o el

Laténcia (s)
.
o

N° de cruzamentos

o
)

Doses de 0,3, 1 e 3 pmol foram testadas sobre a consolidagdo da
memoria. A) NUmero de entradas no quadrante oposto ao quadrante da
plataforma. B) Tempo no quadrante oposto ao da plataforma. C)
Namero de entradas no quadrante da plataforma. D) Tempo no
quadrante da plataforma. E) Laténcia para encontrar o local da
plataforma. F) NUmero de cruzamentos no local da plataforma.
Resultados expressos como média + EPM (n=5-9/grupo). ANOVA de
uma via seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls. * P < 0,05
quando comparado com o respectivo grupo veiculo.
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APENDICE B — Quadro de efeitos dos receptores do NPY

Quadro 1 — Efeitos dos receptores Y1 e Y2 do NPY no HD sobre
0s parametros avaliados no teste do labirinto aquatico.

Parametro Y1 Y2

Entradas no quadrante X
oposto

Tempo no quadrante
oposto

Entradas no quadrante da
plataforma

Tempo no quadrante da
plataforma

Laténcia para o local da
plataforma

Cruzamentos no local da
plataforma

Fonte: Autor.
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