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RESUMO

Os receptores vaniloides VR1 estdo presentes em grandes quantidades no sistema nervoso
periférico (SNP) e tém sido amplamente estudados como integradores de estimulos
nocivos. A deteccdo desse sistema vaniloide também no sistema nervoso central (SNC),
leva ao questionamento de qual seria o papel fisioldgico dos receptores VR1 localizados
no encéfalo. No presente estudo, abordamos a funcéo desses receptores no hipocampo,
estrutura essencial para a formagdo de memorias aversivas. Foram estudados os efeitos da
administracdo bilateral intrahipocampal de capsaicina, um agonista vanildide endogeno e
de capsazepina, um antagonista dos receptores vanildides VR1 sobre a etapa de
consolidacdo da memoria avaliando 3 parametros comportamentais (a) a tarefa de Esquiva
Inibitéria (b) a tarefa de Condicionamento Aversivo ao Contexto, e (c) o Labirinto em
Cruz Elevado. Nossos resultados mostram que o antagonista VR1, a capsazepina, na
concentracdo de 10uM prejudicou a consolidacdo da memoria somente na tarefa de
Condicionamento Aversivo ao Contexto. N&o foram observados efeitos na tarefa da
Esquiva Inibitéria e tampouco no Labirinto em Cruz Elevado, sugerindo que o sistema
vaniloide participa nos processos de memoria envolvendo componentes mais aversivos e
que os farmacos utilizados ndo produziram efeito sobre a ansiedade ou atividade
locomotora dos animais. As evidéncias sugerem um envolvimento do sistema vanildide
enddgeno na modulacdo da consolidacdo de memdrias com um maior grau de

aversividade.
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1. INTRODUCAO

1.1. Membria

A esséncia de um individuo baseia-se em uma parte nada desprezivel do que ele é
capaz de se lembrar, fazendo com que a combinacdo de suas experiéncias com sua carga
genética torne cada individuo impar. Sob esta 6tica, a memdria é um dos diversos modos

pelo qual se pode abordar o segredo da base fisica da individualidade.

Memoria é o traco duradouro, ou engrama, deixado por uma experiéncia
comportamental no cérebro de um animal. Para que ocorra tal fendmeno, um aprendizado
prévio € necessario, € o que chamamaos de aquisi¢éo, periodo que se da durante a exposicdo
a experiéncia. A consolidacdo das informagdes adquiridas € o passo seguinte na formagéo
da memoria, é uma fase instavel e sujeita a modulagdes. O armazenamento constitui a fase
final da formacdo da memdria, é o registro no sistema nervoso central das experiéncias
vividas, quando realmente ocorre a internalizacdo do traco. E, por fim, a evocacdo da
memoria, ou 0 momento em que lembramos, € a prova de que o aprendizado realmente
ocorreu, e as informacdes foram estocadas. Nos animais a evocacdo é observada de duas
maneiras: pela supressdo de um comportamento inato (como deixar de explorar um
ambiente devido a um estimulo aversivo encontrado nesse ambiente) ou aquisicdo de um
comportamento ndo natural (como acionar uma alavanca diversas vezes mediante
estimulos apetitivos); no homem pode se estender ao reconhecimento de pessoas, palavras,

lugares, etc.

Durante a evocacdo, dois processos antagonicos podem ocorrer (dependendo do

valor atribuido a informacgdo), se a informagcdo é importante, essa memoria vai ser



reconsolidada, caso contrario ela tenderd a ser extinta. O sentido biologico da
reconsolidacdo da memoria é manter e acrescentar novas informacfes a memdria antiga,
enguanto a extingdo € de formar uma nova memoria com significado distinto a memoria

original.

Devemos ter em mente que a formacdo de memdrias ndo € um evento instantaneo,
mas sim um processo dependente do tempo, que obedece a seqliéncia da Figura 1.1.
Podemos interferir com todos esses processos (com a administracdo de farmacos, por

exemplo) sobre as distintas fases da memdria.

) ) ) RECONSOLIDACAO
AQUISIGAO mmmlp CONSOLIDAGAO mmmpEVOCAGAO

U EXTINCAO

Figura 1.1: Fases da memdria.

A experiéncia é um fator-chave na moldagem dos microcircuitos do cérebro.
Comer algo que se associa a um evento desagradavel pode muito bem fazer com que nunca
mais se volte a gostar daquele tipo de comida. De modo ainda mais simples, apenas
aqueles expostos a muasica de Mozart, por exemplo, terdo a chance de dizer que tém uma
preferéncia por Mozart. Experiéncias que nunca tivemos ndo desempenham qualquer papel
na estruturacdo de nossa personalidade: se alguém herda um potencial para aprender
muitas linguas, essa habilidade linguistica ndo serd concretizada se a pessoa nunca foi
exposta a linguas diferentes.

As memdrias podem ser classificadas de diferentes maneiras, de acordo com sua

funcg&o, contetdo e duracéo.

10



1.1.2 - Memobrias declarativas e ndo-declarativas

As memorias declarativas, também conhecidas como explicitas, sdo assim
chamadas pelo fato de podermos declara-las verbalmente, diferente das ndo-declarativas
como veremos adiante. Elas podem ainda ser subdivididas em duas classes: memorias
episédicas (eventos ocorridos em determinado tempo e local, com conteddos

autobiograficos) e semanticas (conhecimento de fatos e conceitos).

Tanto as memorias episddicas como as semanticas requerem, para Seu correto
funcionamento, uma boa memdria de trabalho em todos os processos de memdria
(aquisicdo, formacdo e evocacdo) e, portanto, um bom funcionamento do cortex frontal. As
principais estruturas nervosas responsaveis pela aquisi¢do, consolidacdo e evocagdo de
memorias declarativas sdo 0 hipocampo e o cértex entorrinal. Ambas comunicam-se entre

si e também com o cortex cingulado e cortex parietal.

Além dessas areas, outras estruturas possuem um papel fundamental na modulacédo
dessas memorias, a amigdala, o nacleo magnocelular basal, locus coeruleus e nucleos da

rafe, os quais regulam emocdes, ansiedade, estados de alerta, entre outros.

Memorias ndo-declarativas, também chamadas de implicitas ou procedurais,
correspondem a habitos e habilidades motoras. Esse tipo de memdria, ao contrario das
declarativas, é de mais dificil aquisicdo, porém depois de aprendida tornam-se
praticamente eternas. Evocamos memdrias implicitas de forma inconsciente e automatica.
O exemplo cléssico é andar de bicicleta, ndo precisamos ficar prestando atencdo em cada

movimento que precisaremos fazer a cada instante.
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1.1.3 - Memorias de curta e de longa duragéo

As memodrias de longa duracdo podem durar de horas até o resto da vida, se essas
informacdes irdo ou ndo serem armazenadas por tanto tempo, vai depender da importancia
atribuida as informacgdes, da concentracdo, estado de alerta, ansiedade, influéncia de
farmacos, horménios, etc. Logo apds a aquisi¢do, ou seja, durante a consolidacdo, é um
momento onde as informacdes recém adquiridas sdo extremamente vulneraveis a
modificagdes, tanto refor¢adoras positivas como negativas, por muitos agentes como

eletrochoque, drogas e estresse.

Memorias de curta duracdo sdo aquelas que duram de minutos até horas e sua

funcdo e de manter as informag6es enquanto a memaria de longa duragao nédo esta pronta.

Durante muito tempo ndo se sabia se a memoria de curta duracdo era parte da
memoria de longa duracgdo imatura ou eram processos paralelos. Em 1998 Ivan lzquierdo e
colaboradores mostraram que s@o eventos separados, e que apesar das estruturas nervosas

serem as mesmas, possuem mecanismos distintos (Izquierdo, 1998a, 1998b, 1999).

Alguns conceitos de memdria variam conforme o autor, além disso, elas séo
classificadas de forma didatica, algumas memorias declarativas possuem tracos de
memoria nao-declarativas. Para complicar a definicdo, somente os seres humanos podem
literalmente declarar algo, mesmo que outros animais, como roedores, por exemplo,
também possuam memoria declarativa. Mas como a simples observacdo de aspectos
anatémicos, bioquimicos ou eletrofisioldgicos ndo permite detectar sua presenca nos
animais e, em particular, nos humanos, somente a medicdo da expressdo de um

comportamento alterado (evocacdo), acusa a existéncia da memoria.
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Neste trabalho, medimos em ratos a retencdo de memorias declarativas de longa

duracéo.

13



1.2. Sistema Vaniléide

O receptor vanildide TRPV1 - Transient receptor potential vanilloid type-1 - ou
VR1, primeiramente clonado por Caterina e colaboradores, em 1997 (Figura 1.2), sdo
canais cationicos permeaveis a Na* e principalmente a Ca®* pertencentes a familia de
proteinas denominadas TRP (transient receptor potencial), que abrange pelo menos trés
classes de canais i6nicos que medeiam através de um receptor a resposta da célula a
estimulos externos “transientes”, como luz, temperatura, estimulo mecéanico e osmotico,
carga elétrica e substancias xenobiéticas, aumentando ou diminuindo a permeabilidade
seletiva a ions especificos e consequentemente modificando o potencial de membrana da

célula (Starowicz et al., 2007a).

T
L

Figura 1.2: Receptor VR1. Estrutura do primeiro receptor
vaniléide clonado, apresentando 6 segmentos transmembrana e mais um
parcialmente na membrana, que se acredita estar associado com 0 poro
do canal (Caterina et al., 1997).

A familia de canais TRP foi assim chamada ap0s a descoberta do papel dessas
proteinas na fototransducdo de Drosophilas mutantes, que mostraram uma resposta

transiente ao invés de uma sustentada quando expostas a uma luz brilhante (Montell,
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2005). TRP séo divididos em trés subfamilias: TRPC (canonical), TRPV (vanildide) e
TRPM (melastatin). O TRPV1 (ou VR1) foi o primeiro a ser clonado entre um grupo de
seis canais i0nicos TRP ativados por temperatura, sendo quatro deles ativados por calor
(TRPV1-4) e dois ativados pelo frio (TRPM8 e TRPA1) (Caterina & Julius, 2001,
Patapoutian et al., 2003). Estimulacdo térmica repetida pode ainda gerar sensitizacao
(TRPV2 e TRPV3) ou dessensitizacdo (TRPV4 e TRPAL) desses receptores, bem como
distintos mecanismos de sinalizacao intracelular nesta familia de canais TRP (Starowicz et

al., 2007a).

Esta familia de proteinas-canais caracteriza-se por seis dominios transmembrana de
proteinas de membrana integrais e pelos terminais intracelulares N- e C- (Benham et al.,
2002), a subfamilia TRPV pode ser ativada por toxinas produzidas por algumas plantas
como a capsaicina, substancia que confere a ardéncia caracteristica das pimentas (do
género Capsicum) (Figura 1.3), e resiniferatoxina (RTX), toxina produzida pela
Euphorbia resinifera (Figura 1.4), é essencial para a a¢do nociceptiva dos compostos
vaniloides (Caterina et al., 1997), atuando também como um integrador de estimulos
nocivos como baixo pH, altas temperaturas (>43°C), e hiperalgesia térmica resultante de

inflamacGes cutaneas (Figura 1.5) (Szallasi & Blumberg, 1999; Davis et al., 2000).
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Figura 1.3: Capsicum. A capsaicina, que é
um agonista dos receptores VR1, € o
componente que confere a ardéncia
classica das pimentas.
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Figura 1.4: Euphorbia. Na antiguidade a
planta era usada para irritagdes de pele e
nariz, e também como remédio para
picadas de cobra e venenos diversos (Freer
Gallery of Art, Smithsonian Institution,
Washington, DC). Adaptado de Szallasi &
Blumberg, 1999.
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Figura 1.5: Ativacdo e modulacédo do receptor VR1. A figura resume o controle de
abertura do canal catidnico pertencente a familia TRP que constitui o receptor VR1. O
poro que forma a estrutura é composto por 4 subunidades e ligantes extracelulares e
intracelulares agem individualmente ou sinergicamente para ativar o receptor. Adaptado de

Benham et al., 2002.



Mesmo sendo um canal ndo seletivo, este receptor do tipo 1 da familia TRP e
subfamilia vaniloide, esta sujeito a maltiplos niveis de controle através de interagcbes com
outras moléculas: (1) O primeiro dentre esses niveis, € por fosforilacdo reversivel
catalizada por cinases intrinsecas (por exemplo, proteina cinase A e C) e fosfatases (por
exemplo, calcioneurina), que desenvolvem um papel importante na sensitizacdo do
receptor; (2) Outro nivel de regulacéo é pela compartimentalizagdo subcelular, no reticulo
endoplasmatico VR1 esta presente em duas diferentes formas reguladas, uma dependente
de inositol-trifosfato — IP3 — e outra ndo; (3) E, por ultimo, ha uma regulacéo da atividade
de VR1 pelo controle da expressdo génica, embora este processo nao seja ainda bem
compreendido. Fatores que diminuem a expressdao de VR1 (downregulation) incluem
tratamento com agentes vanildides e deprivacédo de fator de crescimento (especialmente de
tecido nervoso - NGF), em contraste, 0 receptor aparece superexpresso (upregulation)
durante condi¢fes inflamatdrias, e até presente em neurdnios que normalmente néo
expressamVR1 em modelos experimentais de injdria ao nervo e diabetes neuropética

(Cortright & Szallasi, 2004).

Embora a maioria da atengédo tenha sido, ao longo dos anos, direcionada para 0s
neurdnios sensoriais das vias da dor como os principais sitios de acdo da capsaicina, ha um
namero crescente de evidéncias que apontam que essa substancia atua diretamente também

em diversas regides encefalicas.

Antes de o papel do sistema vanildide central comecar a ser investigado no
comportamento, j& havia alguns estudos anteriores mostrando que a ativacdo direta do
receptor VR1 em diferentes areas encefalicas resulta em efeitos diversificados, incluindo
mudancas na temperatura corporal, respiracdo, taxa cardiaca, pressdo sanguinea e

locomogéo.
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A evidéncia tanto primaria quanto essencial é a presenca dos receptores VR1 no
encéfalo de mamiferos. Esta localizagdo vem sendo demonstrada através de diversos
estudos: a deteccdo molecular dos VR1 pela hibridizacéo in situ (Mezey et al., 2000) e das
proteinas componentes do receptor por métodos imunoquimicos (Sanchez et al., 2001;
Cortright et al., 2001); corroborando com autoradiografia [PHJRTX no SNC de

camundongos expressando ou n&o os receptores VR1 (Roberts et al., 2004).

A expressdo de VR1 detectada no encéfalo € relativamente pequena quando
comparada com nucleos infra-espinhais, como por exemplo, a raiz do ganglio dorsal, mas
potencialmente funcional. As estruturas encefalicas nas quais foi detectada a expressao, de
receptores VR1 incluem: ndcleos talamico e hipotalamico, o locus coeruleus, matéria
cinzenta periaquedutal e cerebelo, estruturas corticais e limbicas (notadamente o
hipocampo), o caudado putamen e substancia nigra pars compacta (De Petrocellis & Di

Marzo, 2005).

A significancia funcional da expressdo do VR1 nessas estruturas encefélicas ndo é
clara. No hipotalamo (neurdnios pré-opticos em slices), a capsaicina aumentou a taxa de
disparo e a liberagdo de glutamato (Sasamura et al., 1998), além de interferir na
termoregulacdo diminuindo a temperatura corporal (Marinelli et al., 2003). No ganglio
basal o0 VR1 pode estar envolvido no controle extra-piramidal da atividade espontéanea. No
locus coeruleus, a capsaicina ativou os disparos e aumentou a freqliéncia de correntes pos-
sinapticas excitatorias em miniatura in vitro (Marinelli et al., 2002). Nos neurdnios
dopaminérgicos da substancia nigra a capsaicina aumentou a freqiéncia de correntes
excitatorias pos-sindpticas espontaneas (Marinelli et al., 2003). Finalmente, no tronco
encefalico, a estimulacdo dos receptores VR1 com capsaicina leva a efeitos
antinociceptivos através de ao menos dois mecanismos diferentes ja descritos (Palazzo et
al., 2002; McGaraughty et al., 2003).
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Estudos eletrofisiologicos indicam que a acdo do VR1 em estruturas supra-
espinhais é amplamente pré-sindpticas, embora também haja estudos reportando a
localizacdo em espinhas dendriticas neuronais pds-sinapticas no encéfalo (Steenland et al.,

2006).

Analises imunohistoquimicas mostraram que, no hipocampo, esses receptores
estdo localizados no soma e nos dendritos dos neur6nios, e nos pés terminais de astrdcitos
(Toth et al., 2005). Na regido CAl1l do hipocampo dorsal, a perfusdo de capsaicina e
anandamida aumenta a depressdao de pulsos pareados de population spikes GABA-
dependentes, e esse efeito ndo é revertido pelo antagonista canabindide AM281, e sim pelo
antagonista vanildide capsazepina, indicando uma localizagdo pré-sinaptica de VR1 em
terminais GABAEérgicos, aumentando a liberacdo de GABA e inibindo os neurdnio desta
regido hipocampal (Al-Hayani et al., 2001). Hajos e Freund (2002) também demonstraram
em neurdnios piramidais na regido CAL do hipocampo que a capsaicina inibe a corrente
excitatoria pos-sinaptica (EPSC), e esse efeito € revertido com o antagonista capsazepina.
Porém, a corrente inibitéria pos-sindptica (IPSC) ndo é alterada pelos tratamentos
farmacoldgicos. Por outro lado, foi encontrado por outro grupo que a ativagdo de VR1
inibe o influxo de calcio e reduz a liberacdo de GABA em preparacdes de sinaptossomas
hipocampais (Kofalvi et al., 2006). Essa discrepancia entre estudos in vitro e ex vivo pode
ser consequéncia de duas situacdes ex vivo: a ruptura de moléculas intra e/ou extracelulares
que modulariam a funcdo do canal e a possibilidade de uma répida dessensibilizacdo do

receptor VR1.

Um  grupo  particular de endolipidios, chamados de ligantes
endocanabinoides/endovanildides (Figural.6) podem ativar tanto 0s receptores
canabinoides CB1, como os receptores vanildides VR1(Kofalvi et al.,2006). A anandamida
(AEA) foi o primeiro endovaniloide identificado, primeiramente foi classificado como
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agonista endogeno dos receptores canabindides CB1, e realmente ha diversas similaridades
entre a acdo deste ligante nos dois sistemas em receptores CB1 e VR1: possuem agdes
opostas sobre 0s mesmos sinais intracelulares, desempenham um papel nas mesmas
condicBes patoldgicas, e compartilham ligantes e a mesma distribuicdo tecidual (Starowicz
et al. 2007b). Desde a descri¢do do receptor vaniloide e seu ligante fisiolégico AEA, um
dos objetivos tem sido identificar outros endovanil6ides, como a N-araquidonil dopamina
(NADA) e N-oleoil dopamina (cadeias longas saturadas de N-acildopamina) e produtos da
lipoxigenase (LOX) metabolizados a partir do acido araquidénico (AA), que ja foram

descritos (van Der Stelt & Di Marzo, 2004).
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Figura 1.6: EndovanilGides. Estrutura quimica de algumas moléculas propostas

como endovanil6ides. Adaptado de Starowicz et al., 2007a.

Entre os endovanildides ja descritos, a AEA é o que foi mais bem caracterizado,
sabendo-se que € um ativador dos receptores canabinoides, agindo em CB1 com uma
poténcia similar aquela descrita para seus efeitos em VR1 (Di Marzo et al., 2001). Essa
semelhanca de acdo sugere que VR1 podem ser os receptores funcionais de anandamida no

SNC (Al-Hayani et al., 2001). A localizagdo destes receptores descrita por Téth e
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colaboradores (2005) também sustentam esta idéia, j& que ambos receptores (CB1 e VR1)
sd0 expressos nas mesmas regides encefalicas, como o hipocampo. Outros dados obtidos
com técnicas de imunohistoquimica e confirmados com camundongos nocaute para 0S
receptores CB1 e VR1 também confirmam esta hipotese, particularmente no hipocampo
esta coexpressao foi detectada no corpo celular de um grande ndmero de células piramidais
entre CA1-CA3 e na camada molecular do giro denteado (Cristino et al., 2006), embora
especialmente nestas células neuronais a atividade funcional da AEA no receptor vanildide
possa ser mascarada ou diminuida pela sua ligag&o e atividade também nos receptores CB1
(Hermann et al., 2003). Ainda no inicio deste ano de 2008, este mesmo grupo de Cristino e
colaboradores, verificou a co-localizacdo de endovanildides e enzimas relacionadas com
sua sintese e degradacdo, especialmente em células piramidais da regido CA3 do
hipocampo e em células de Purkinje, indicando que agem como ligantes endégenos do
VR1 em sitios de ligacdo intracelulares (Cristino et al., 2008). Além disso, a coativacéo
pela anandamida da proteina G acoplada aos receptores CB1 com a permeabilidade ao
Ca®* dos receptores VR1 pode se somar para explicar a complexidade do funcionamento
do sistema endocanabindide no SNC. Porém é preciso levar em consideracdo que a
eficacia e poténcia da AEA em VR1 dependem também de diversos eventos regulatérios
gue podem levar ou ndo a molécula a se portar como um verdadeiro endovanildide. Em
condigdes inflamatdrias, por exemplo, tem sido demonstrado que a ativacdo da cascata de
sinalizacdo do AMPc transforma a AEA em um potente e eficaz endovanildide em

neurdnios da raiz do ganglio dorsal (Starowicz et al., 2007a).

Em ratos, a AEA produziu hipocinesia em paralelo com um decréscimo na
atividade de neurdnios dopaminérgicos da via nigroestriatal. E, j& que a AEA reduziu a
ambulacdo, estereotipia, e exploracdo (medidos na tarefa do Campo Aberto), sendo que

todos esses efeitos foram revertidos pela capsazepina (antagonista VR1), que néo
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apresentou efeito proprio, esses efeitos sdo sugeridos como conseqiiéncia da atividade em
VR1 e ndo em receptores canabindides CB1 (de Lago et al., 2004). Di Marzo e
colaboradores (2001b) igualmente encontraram esses efeitos dose-dependente de
capsaicina e AEA administrados intra-peritonial, sendo que a capsazepina administrada
previamente bloqueou os efeitos da capsaicina, mas ndo da AEA. Além disso, nos
experimentos in vitro, células expressando o receptor VR1 de rato, estimuladas por
capsaicina levaram a formacgédo de AEA. Os autores acreditam que o comportamento motor
pode ser suprimido pela ativacdo de receptores vanildides, possivelmente através do

intermédio da anandamida.

Mesmo assumindo a presenca de receptores VR1 no encéfalo, a maior parte sdo
estudos episddicos ex vivo que tém demonstrado o seu envolvimento em mecanismos
fisiologicos no hipocampo. Kofalvi e colaboradores (2006) reportaram a auséncia de
evidéncias de receptores VR1 funcionais em neurdnios do hipocampo de ratos. Foi
observado um antagonismo competitivo entre I-RTX (antagonista VR1) e AM251
(antagonista rCB1), indicando que as duas moléculas podem estar agindo no mesmo sitio,
e mostrando que ainda ha discrepancias entre estudos ex vivo e in vitro que precisam sem
analisadas para entendermos as fungfes neuroquimicas e fisiologicas do receptor VR1 no

encéfalo.

Porém, no ultimo ano, dois estudos comecaram a elucidar um pouco melhor o papel
destes receptores no encéfalo in vivo. O primeiro deles mostrou que camundongos que ndo
expressam o receptor VR1 demonstram uma ansiedade reduzida nas tarefas
comportamentais utilizadas (Teste do Claro-Escuro e Labirinto em Cruz Elevado) e
também um déficit no aprendizado tanto na tarefa de Medo Condicionado (somente no
protocolo de condicionamento mais intenso) como na de Medo Inato. Como séo tarefas
dependentes do hipocampo, corroboram também com os achados eletrofisiolégicos, onde
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houve uma diminuicao significativa da inducdo da potenciacdo de longa duracdo, a LTP
(long-term potentiation) (Marsch et al., 2007). O segundo abordou o papel do sistema
endocanabinodide na modulacdo da ansiedade no cortex pre-frontal (CPF). A injecdo de
doses baixas de AEA no CPF de ratos produziu efeito ansiolitico, enquanto doses altas
induziram um efeito ansiogénico. Pré-tratamento com antagonista canabindide e vaniloide
sugeriu que o efeito ansiolitico encontrado seria devido a interacdo com o receptor CB1 e o
efeito ansiogénico seria atribuido a acdo da AEA em receptores vanildides (Rubino et al.,

2007).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho € investigar a participacdo do sistema

vaniloide/endovanildide hipocampal sobre a consolidacdo de memdrias aversivas em ratos.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1

2.2.2

2.2.3

2.2.4

Verificar os efeitos do agonista VR1 capsaicina, infundido bilateralmente e
em diferentes concentracbes no hipocampo dorsal (CAl) de ratos,

imediatamente apos o treino, na tarefa de Esquiva Inibitoria;

Verificar os efeitos do antagonista VR1 capsazepina, infundido
bilateralmente e em diferentes concentracdes no hipocampo dorsal (CAL)

de ratos, imediatamente ap6s o treino, na tarefa de Esquiva Inibitoria;

Verificar os efeitos do agonista VR1 capsaicina, infundido bilateralmente e
em diferentes concentracbes no hipocampo dorsal (CAl) de ratos,
imediatamente apos o treino, na tarefa de Condicionamento Aversivo ao

Contexto;

Verificar os efeitos do antagonista VR1 capsazepina, infundido
bilateralmente e em diferentes concentragdes no hipocampo dorsal (CAL)
de ratos, imediatamente ap0s o treino, na tarefa de Condicionamento

Aversivo ao Contexto;
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2.2.5

2.2.6

Verificar os efeitos do agonista VR1 capsaicina, infundido bilateralmente e
em diferentes concentragdes no hipocampo dorsal (CAl) de ratos, 15

minutos antes do teste, sobre o desempenho no Labirinto em Cruz Elevado;

Verificar os efeitos do antagonista VR1 capsazepina, infundido
bilateralmente e em diferentes concentragdes no hipocampo dorsal (CA1)
de ratos, 15 minutos antes do teste, sobre o desempenho no Labirinto em

Cruz Elevado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais e acondicionamento

Foram utilizados ratos Wistar machos, com idade de 3 a 4 meses, pesando entre 280
e 350 gramas, fornecidas pelo Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de
Laboratdrio (CREAL) érgdo auxiliar do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude (ICBS) da
Universidade Federal do Rio Grande do sul. Os animais foram mantidos no ratario de
nosso laboratério (Laboratério de Psicobiologia e Neurocomputacdo - LPBNC), no
Departamento de Biofisica e acondicionados em caixas plasticas cobertas com grades
metélicas, no assoalho h4d maravalha seca e autoclavada, trocada a cada 3 dias. Cada caixa
contem 5 ratos. O ciclo de iluminacgéo do ratario do LPBNC é de 12h com luzes acesas (7-

19 hs) e 12h com luzes apagadas. A ra¢do padronizada e a agua fresca s&o ad libitum.

3.2. Procedimentos cirargicos

3.2.1 - Anestesia

Para a cirurgia os animais foram anestesiados usando-se um anestésico geral,
Ketamina juntamente com Xilazina, que € um sedativo, miorrelaxante e analgesico,
administrados intra-peritonealmente (i.p.), nas doses de 75mg/Kg e 10 mg/Kg,

respectivamente.

3.2.2 - Coordenadas da estrutura

As coordenadas estereotaxicas, foram adaptadas a partir do Atlas de Paxinos &
Watson (1998) (Figura 3.1) e confirmadas em cirurgias-piloto prévias para nossos
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animais. As coordenadas finais para a ponta das canulas (1 mm acima da regido alvo),

tendo como ponto de referéncia o bregma, foram as seguintes (todas em mm):

e Coordenadas Hipocampo:

Plano de fixacdo = - 0,33
Coordenadas: Antero-Posterior = - 4,2

Latero-Lateral = +/- 3,0

Dorso-Ventral = - 1,8

r 7
[ Interqural 484 min
hiriiarsn e i T

Figura 3.1: Hipocampo. Desenho representando o plano AP-4,3 MM,
adaptado do Atlas Paxinos e Watson (1998), mostrando a regido CA1 do

hipocampo dorsal de rato(indicada pelas setas).
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3.2.3 - Craniotomia e colocacdo das canulas

Depois de anestesiado o animal é colocado num aparelho estereotaxico (Figura
3.2). O topo do cranio era exposto através de incisdo com bisturi, seguida de uma
craniotomia bilateral usando uma broca odontolégica nos locais correspondentes as
coordenadas antero-posteriores (AP) e latero-laterais (LL) do hipocampo dorsal. Uma
canula de aco inoxidavel é posicionada sobre cada orificio feito na calota craniana com o
emprego da torre movel do estereotdxico, entdo abaixada lentamente até encostar-se a

dura-maéter, quando a canula € posicionada na coordenada dorso-ventral (DV).

Cada céanula é fixada com acrilico dentéario que, quando seco, forma um capacete
sobre o cranio. Sobre a calota craniana, imediatamente acima do cerebelo, é posicionado

um parafuso para aumentar a fixacdo do capacete sobre o cranio.
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Figura 3.2: Cirurgia estereotaxica. Procedimento cirdrgico para implantagéo bilateral de

canulas.

3.2.4 - Pbs-operatorio

Imediatamente ap6s a cirurgia, 0s animais eram mantidos levemente aquecidos sob
uma lampada vermelha de 40W, durante 2h, colocada acima da gaiola. Os animais ndo
enxergam no comprimento de onda da luz vermelha evitando, com isso, interferir no ciclo
claro/escuro. Apos 48-72 horas de recuperacao da cirurgia, 0s animais iniciavam as tarefas

comportamentais.
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3.3. Tarefas Comportamentais

3.3.1 - Esquiva Inibitoria (EI)

O aparelho de Esquiva Inibitéria consiste de uma caixa de condicionamento de
madeira automatizada (Figura 3.3), com medidas 50 x 25 x 25 cm (comprimento X largura
x altura). A parede frontal era de vidro transparente, para observacdo do animal, e 0
assoalho era uma grade de barras de bronze. No lado esquerdo da caixa, olhando-a de
frente, hd uma plataforma de madeira revestida de acrilico com medidas 8 x 25 x 5 cm
(comprimento x largura x altura. Tanto na sessdo de treino (TR), quanto na sessao de teste
(TT), o animal foi colocado gentilmente no canto posterior esquerdo do aparelho, sobre a
plataforma, sendo, a tampa de acrilico translicido imediatamente fechada. Na sessdo de
treino o0 animal ao descer da plataforma com as 4 patas, recebia durante 3s, um choque
intermitente de 0,5 mA nas patas através das barras de bronze do assoalho. Era medido o
tempo de espera para a descida da plataforma (laténcia). Na sessdo de teste, 24h apos a
sessdo de treino, 0 animal era recolocado na plataforma do aparelho de El, novamente,
medindo-se a laténcia de descida. Na sessdo de teste ndo foi aplicado choque. O teto
maximo de laténcia era de 180s. A diferenca das laténcias TT- TR foi tomada como uma

medida de “memoria” e referida nas tabelas como escore de retencéo.
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O diagrama esquematico abaixo ilustra o protocolo experimental utilizado:

Figura 3.3: Esquiva Inibitdria (El).Caixa de condicionamento automatizada utilizada na
tarefa da EI.
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3.3.2 - Condicionamento Aversivo Contextual (CAC)

De acordo com o condicionamento Pavloviano, quando um animal associa um
estimulo condicionado (EC),o0 qual inicialmente ndo produz uma resposta comportamental
significativa, com um estimulo incondicionado (El), o mesmo passa a produzir uma

resposta condicionada na presenca do EC.

Esta tarefa comportamental foi realizada em uma caixa de condicionamento
automatizada, com dimensbes 25 X 25 X 25 cm. A parede frontal é feita de vidro
transparente, através do qual se observa o animal. O assoalho é uma grade de barras de
bronze de 1 mm de diametro cada, espagadas 1 cm uma das outras (Figura 3.4) . Nesta
grade aplica-se uma diferenga de potencial elétrico, obtendo-se, consequentemente, uma
corrente elétrica de 0,2-1,0 mA, conforme o desejado. Delineamento do protocolo

experimental (esquematizado na Figura 3.5):

e Sessdo de treino: os animais sdo colocados na caixa de condicionamento (EC), apos

3 min recebem 2 choques de 0,7mA (intervalo de 30 segundos entre eles) (El). Os

animais permanecem por mais 1 minuto antes de voltarem para suas caixas de

habitacéo;
e Sessdo de teste: passadas 48h da sessdo de condicionamento, 0s animais sdo
reexpostos por 5 minutos na mesma caixa (EC, sem o EI).

Todos os farmacos foram injetados intrahipocampalmente imediatamente apos a
sessdo de treino, na qual se realiza o condicionamento. Depois de condicionados 0s
animais expressam respostas autondémicas e comportamentos defensivos bastante claros,
como congelamento, piloerecdo, aumento da frequéncia cardiaca e liberacdo de
corticotrofina, quando reexpostos ao EC (Blanchard e Blanchard,1969). No presente

estudo, o congelamento, definido como imobilidade em uma posicdo estereotipada de

32



agachamento, com excecdo dos movimentos necessarios para respiracdo (Blanchard e

Blanchard,1969), serd utilizado como indice de memodria.

Figura 3.4: Condicionamento Aversivo ao Contexto (CAC). Caixa de condicionamento

automatizada utilizada na tarefa de CAC.

AT

TREINO: 3Min mesp 25 X 0,7 MA s 25 X 0,7 MA s 1 MiN

TESTE: 5 min ==y resposta de congelamento

Figura 3.5: Protocolo experimental esquematico do Condicionamento Aversivo ao

Contexto (CAC).
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3.3.3 - Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O Labirinto em Cruz Elevado compreende 2 bragos abertos (50 X 10 cm) e dois
bracos parcialmente fechados (50 X 10 X 40 cm) formando uma cruz com uma
plataforma central em comum (10 X 10 cm), com todo aparato elevado a 70 cm do solo
(Figura 3.6). Todos os grupos foram testados 15 minutos apos a injecao dos farmacos,
para avaliar possiveis alterac@es no nivel de ansiedade e na motricidade dos animais sob
efeito dos farmacos utilizados nos demais experimentos. O teste consiste em colocar o
animal na plataforma central, sob uma luz fraca, virado para um dos bragos abertos e
entdo ele é deixado livre para explorar o labirinto por 5 minutos (Figura 3.7). Apés a
retirada de cada animal, o labirinto era cuidadosamente limpo para colocagdo do

proximo rato.

A tarefa se baseia no conflito entre a exploracdo de um novo ambiente e a
evitacdo de uma potencial situacao de risco desconhecida. Os parametros sdo baseados
no fato de que animais mais ansiosos permanecem mais tempo nos bracos fechados,
onde se sentem mais protegidos, explorando menos os bracos abertos. Os parametros

comportamentais avaliados neste experimento foram:

(a) Permanéncia no braco aberto: foi avaliado o tempo gasto na permanéncia do
animal no braco aberto, representando seu nivel de ansiedade;

(b) NUmero de entradas nos bracos abertos: cada entrada era considerada quando
0 animal cruzava um dos bracos com as 4 patas. Medida também para avaliar o estado
de ansiedade (Silveira et al., 2005);

(c) Numero de entradas nos bragos fechados: foi avaliado como uma medida de

locomocdo para verificar um possivel efeito motor (Carobrez & Bertoglio, 2005).
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Figura 3.6: Aparato utilizado no Labirinto em Cruz Elevado (LCE).

15 min

Droga Teste no LCE

5 min

Figura 3.7: Protocolo experimental esquematico do Labirinto em Cruz Elevado.



3.4. Preparacao e administracao dos farmacos

Experimentos com o antagonista vaniloide capsazepina: Os animais foram
divididos em dois grupos que recebiam a infusdo bilateral de 0,5ul/lado de capsazepina no
hipocampo nas concentragdes de 2, 10 ou 20uM, ou seu veiculo: dimetil-sulfoxido
(DMSO) diluido a 8% em tampéo fosfato salino (TFS), isto €, 0,99% de NaCl em tampao

fosfato sddico 0,1M, com pH ajustado para 7,4 (Brioni et al., 1990; da Cunha et al., 1991).

Experimentos com o agonista vaniloide capsaicina: Os animais foram divididos em
dois grupos que recebiam a infuséo bilateral de 0,5ul/lado de capsaicina no hipocampo nas
concentragfes de 0.1, 1 ou 10uM, ou seu veiculo. O veiculo utilizado foi 0 DMSO 8% em

TFS.

A forma de injecdo era igual para o grupo droga e o seu correspondente grupo
controle. A injecdo foi feita com uso de um sistema propulsor automatico de
microsseringas Hamilton, com fluxo de 20 pl/hora (0,5 ul/90 segundos). Completada a
infuséo de 0,5 ul, aguardava-se mais 30 segundos antes de se remover a “mizzy” (agulha
odontoldgica de calibre 30), para se garantir a absorcéo/difusdo dos farmacos no tecido,
evitando o refluxo. Cada operacdo de injecdo foi realizada simultaneamente em ambos 0s
lados, ja que duas microsseringas estavam acopladas ao propulsor e foram acionadas

conjuntamente.

Para avaliar a consolidacdo da memoria, tanto na tarefa de Esquiva Inibitoria
guanto na do Condicionamento Aversivo ao Contexto, todos os farmacos foram

administrados imediatamente ap6s o treino. E para avaliar o efeito das drogas utilizadas
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sobre o nivel de ansiedade e sobre a locomoc¢éo dos animais, os farmacos foram injetados

15 minutos antes do teste na tarefa do Labirinto em Cruz Elevado.

3.5. Controle do posicionamento das canulas

Apos o término dos experimentos todos os animais foram sacrificados por
guilhotinamento. Em seguida, administravamos 0,5 ul de azul de metileno em cada uma
das cénulas (visando aumentar o contraste das marcas das canulas no tecido cerebral); a
seguir, os cérebros foram rapidamente retirados e estocados em solucédo de formaldeido a
10% . Apbs alguns dias para a fixacdo, os cérebros eram analisados para conferir o
posicionamento das canulas. Apenas 0s animais que apresentaram 0 posicionamento

correto das canulas foram considerados para a analise estatistica.

3.6. Analise estatistica

Para a analise dos dados da Esquiva Inibitéria foram utilizados testes estatisticos
ndo-paramétricos, uma vez que a distribuicdo dos dados ndo foi normal em nenhum dos
grupos, mesmo naqueles que ndo atingiram o “teto” de 180s nas laténcias de teste (teste de
Kolmogorov-Smirnov). Para a comparacdo entre o desempenho no treino e no teste dos
animais, utilizou-se o teste de Wilcoxon, enquanto para verificar se houve diferenca entre
0S grupos, tanto no treino quanto no teste utilizou-se o teste de ANOVA de Kruskal-

Wallis.

Para a analise dos dados do Condicionamento Aversivo ao Contexto, os tempos de
respostas de congelamento dos diferentes grupos no teste foram comparados utilizando o

teste ANOVA de 1-via, e quando necessario (P<0,05), o teste post-hoc de Tukey HSD.
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Para a andlise dos dados do Labirinto em Cruz Elevado, o desempenho dos animais
foram comparados entre os grupos dentro de cada comportamento estudado, em cada um

doos 3 paradigmas utilizados, utilizando o teste ANOVA de 1-via.

3.7. Desenho experimental e conforto dos animais

Este trabalho é um desdobramento do Projeto "Papel dos Receptores CB1 na
consolidacdo e evocacdo da Memoria em Ratos" registrado na UFRGS com o N° 8704, e,
de acordo com novas diretrizes emanadas apenas em 200711, esta aguardando aprovagao no

Comité de Etica em Pesquisa (CEP-UFRGS).

A partir de trabalhos anteriores de nosso e de outros laboratdrios, calculamos
amostras de 12-15 animais por grupo para um alfa=0,05 e um poder estatistico igual a 0,90

(veja, por exemplo, Ferreira et al.,2003).

Como descrito acima no item 3.2, todos o0s procedimentos cirdrgicos sdo
realizados sob anestesia (apds pesagem) com ketamina e xilazina, ficando, depois, em pds-
operatorio por 4-5 dias, antes de serem utilizados em tarefas comportamentais, quando

devem estar plenamente saudaveis e bem dispostos.

Findos os experimentos, todos os animais sao sacrificados por decapitacao rapida
(quilhotinamento) para verificagdo da posicdo das cénulas. Este procedimento segue
normas consensuadas internacionalmente e é realizado em uma sala diferente daquela em
que se fazem os experimentos (e também longe do ratario), e sempre por estudantes ou

técnicos treinados e experientes.
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O conjunto de procedimentos empregados esta (a) em conformidade com a Lei
Brasileira N° 6.638/1979, que, por sua vez, estd em harmonia com as diretrizes do U.S.
National Institutes of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals - publication
n°. 85-23, revised in 1985, e do European Communities Council Directive of 24 November
1986 - 86/609/EEC), e também (b) de acordo com as recomendacbes da Sociedade

Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC-http://www.sbnec.org.br/),do

Colegio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA-http://www.cobea.org.br/) e da

International Brain Research Organization (IBRO).
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4. RESULTADOS

4.1. Efeitos do agonista VR1 capsaicina, infundido bilateralmente e em
diferentes concentra¢fes no hipocampo dorsal (CAl) de ratos, imediatamente apds o

treino, na tarefa de Esquiva Inibitéria

Para verificar o efeito do agonista vanildide capsaicina sobre a consolidacdo da
memodria na Esquiva Inibitéria (EI) utilizamos um total de 44 ratos, canulados
bilateralmente no hipocampo dorsal. Quatro grupos selecionados aleatoriamente entre 0s
animais canulados receberam a infusdo de capsaicina nas concentragdes 0.1uM (N=10),
1uM (N=12), e 10uM (N=11), ou de seu veiculo (N=9), DMSO8% em TFS, sempre

administrados imediatamente ap0s a sessao de treino.
Os resultados estdo mostrados na Figura 4.1.

Como os dados (i) nédo se distribuiam normalmente (teste de Kolmogorov-Smirnov,
P<0,05) e também (ii) houve laténcias que atingiram o valor imposto como “teto” de 180s,

utilizamos estatistica ndo-paramétrica.

Os treinos dos grupos néo diferiram significativamente entre si, permitindo analisar

os dados comparando os diferentes grupos (teste de ANOVA de Kruskal-Wallis, P=0,791).

Todos os grupos mostraram diferenca significativa entre as laténcias na sesséo de
treino e de teste (“a”, no grafico - teste de Wilcoxon, P<0,05), demonstrando terem

aprendido a tarefa.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos nas laténcias das sessdes de teste

(teste de ANOVA de Kruskal-Wallis, P=0,392).
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Figura 4.1

Efeito da infusdo bilateral de veiculo ou capsaicina nas concentracfes de 0.1, 1 e 10
uM (N= 11, 10, 12 e 11, respectivamente) no hipocampo dorsal de ratos, imediatamente
apos o treino na tarefa de Esquiva Inibitoria (EI). Dados expressos como mediana

(intervalos interquartis) das laténcias de descida da plataforma.

(a) Diferenca significativa entre as laténcias do treino e do teste no grupo (teste de
Wilcoxon, P<0,05). Néo ha diferenca significativa entre os grupos nas laténcias dos treinos

ou dos testes (teste de ANOVA de Kruskal-Wallis, P=0,791 e 0,392, respectivamente).

41



4.2. Efeitos do antagonista VR1 capsazepina, infundido bilateralmente e
em diferentes concentracGes no hipocampo dorsal (CA1) de ratos, imediatamente apds o

treino, na tarefa de Esquiva Inibitdria

Para verificar o efeito do antagonista vanildide capsazepina sobre a consolidacéo da
memodria na Esquiva Inibitéria (EI) utilizamos um total de 44 ratos, canulados
bilateralmente no hipocampo dorsal. Quatro grupos selecionados aleatoriamente entre 0s
animais canulados receberam a infuséo de capsazepina nas concentragcdes 2uM (N=10),
10uM (N=11), e 20uM (N=11), ou de seu veiculo (N=12), DMS08% em TFS, sempre

administrados imediatamente ap0s a sessao de treino.

Os resultados estdo mostrados na Figura 4.2.

Como os dados (i) nédo se distribuiam normalmente (teste de Kolmogorov-Smirnov,
P<0,05) e também (ii) houve laténcias que atingiram o valor imposto como “teto” de 180s,

utilizamos estatistica ndo-paramétrica.

Os treinos dos grupos néo diferiram significativamente entre si, permitindo analisar

os dados comparando os diferentes grupos (teste de ANOVA de Kruskal-Wallis, P=0,586).

Todos os grupos mostraram diferenca significativa entre as laténcias na sesséo de
treino e de teste (“a”, no grafico - teste de Wilcoxon, P<0,05), demonstrando terem

aprendido a tarefa.

Né&o houve diferenca significativa entre os grupos nas laténcias das sessdes de teste

(teste de ANOVA de Kruskal-Wallis, P=0,277).
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Figura 4.2

Efeito da infuséo bilateral de veiculo ou capsazepina nas concentragdes de 2, 10 e
20 uM (N= 12, 10, 11 e 11, respectivamente) no hipocampo dorsal de ratos, imediatamente
apos o treino na tarefa de Esquiva Inibitoria (EI). Dados expressos como mediana

(intervalos interquartis) das laténcias de descida da plataforma.

(a) Diferenca significativa entre as laténcias do treino e do teste no grupo (teste de
Wilcoxon, P<0,05). Néo ha diferenca significativa entre os grupos nas laténcias dos treinos

ou dos testes (teste de ANOVA de Kruskal-Wallis, P=0,586 e 0,277, respectivamente).
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4.3. Efeitos do agonista VR1 capsaicina, infundido Dbilateralmente e em
diferentes concentra¢fes no hipocampo dorsal (CAl) de ratos, imediatamente apds o

treino, na tarefa de Condicionamento Aversivo ao Contexto

Para verificar o efeito do agonista capsaicina sobre a consolidacdo da memoria no
Condicionamento Aversivo ao Contexto (CAC) utilizamos um total de 42 ratos, canulados
bilateralmente no hipocampo dorsal. Quatro grupos selecionados aleatoriamente entre 0s
animais canulados receberam a infusdo de capsaicina nas concentragdes 0.1uM (N=11),
1uM (N=13), e 10uM (N=9), ou de seu veiculo (N=9), DMSO8% em TFS, sempre

administrados imediatamente ap0s a sessao de treino.

Os resultados estdo mostrados na Figura 4.3.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os tempos de resposta de
congelamento da sessdo de teste dos diferentes grupos (F(3s=0,460, P=0,712, teste de

ANOVA de 1 via,
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Figura 4.3

Efeito da infusdo bilateral de veiculo ou capsaicina nas concentracfes de 0.1, 1 e 10
uM (N= 9, 11, 13 e 9, respectivamente) no hipocampo dorsal de ratos, imediatamente
apos o treino na tarefa de Condicionamento Aversivo ao Contexto (CAC). Dados
expressos como porcentagem de tempo de respostas de congelamento em relagdo ao tempo

total do teste.

Ndo ha& diferenca significativa entre os grupos no tempo de respostas de

congelamento no teste (F338=0,460, P=0,712, teste de ANOVA de 1 via).
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4.4. Efeitos do antagonista VR1 capsazepina, infundido bilateralmente e em
diferentes concentra¢fes no hipocampo dorsal (CAl) de ratos, imediatamente apds o

treino, na tarefa de Condicionamento Aversivo ao Contexto

Para verificar o efeito do antagonista vanildide capsazepina sobre a consolidacdo da
memoria no Condicionamento Aversivo ao Contexto (CAC) utilizamos um total de 39
ratos, canulados bilateralmente no hipocampo dorsal. Quatro grupos selecionados
aleatoriamente entre os animais canulados receberam a infusdo de capsazepina nas
concentragfes 2uM (N=9), 10uM (N=9), e 20uM (N=10), ou de seu veiculo (N=11),

DMS08% em TFS, sempre administrados imediatamente apds a sesséo de treino.

Os resultados estdo mostrados na Figura 4.4.

Houve diferenca significativa entre os tempos de resposta de congelamento da
sessao de teste dos diferentes grupos (Fs 35=3,233,P=0,034, Teste de ANOVA de 1-via,),
que, posteriormente ordenado pelo teste post-hoc de Tukey de comparacGes multiplas,
mostrou que o0 grupo em que foi administrada a concentracdo de 10uM era
significativamente diferente do grupo controle (P<0,05). Diferenca estatisticamente

significativa representada por “a” no grafico.
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Figura 4.4

Efeito da infusdo bilateral de veiculo ou capsazepina nas concentracdes de 2, 10 e
20 uM (N= 11, 9, 9 e 10, respectivamente) no hipocampo dorsal de ratos, imediatamente
ap6s o treino na tarefa de Condicionamento Aversivo ao Contexto (CAC). Dados
expressos como porcentagem de tempo de respostas de congelamento em relagdo ao tempo
total do teste.

(a) Representando diferenca significativa (p<0,05) no tempo de respostas de
congelamento no teste entre o grupo que recebeu a capsazepina na concentracao de 10uM

e 0 grupo controle.
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45. Efeitos do agonista VR1 capsaicina, infundido bilateralmente e em
diferentes concentragdes no hipocampo dorsal (CA1) de ratos, 15 minutos antes do teste,

sobre o desempenho no Labirinto em Cruz Elevado

Para verificar o efeito do agonista capsaicina sobre o desempenho dos animais no
Labirinto em Cruz Elevado (LCE) utilizamos um total de 28 ratos, canulados
bilateralmente no hipocampo dorsal. Quatro grupos selecionados aleatoriamente entre os
animais canulados receberam a infusdo de capsaicina nas concentragfes 0.1uM (N=7),
1uM (N=7), e 10uM (N=7), ou de seu veiculo (N=7), DMSO8% em TFS, neste modelo

sempre administrados 15 minutos anteriormente ao teste.

Foram analisados 3 diferentes parametros durante o teste:

@) O tempo total que os animais permaneciam no brago aberto, usado

como medida de ansiedade (TBA);

(b) O numero de entradas realizadas nos bragos abertos, analisado como

uma segunda medida de ansiedade (EBA);

(c) O numero de entradas nos bracos fechados, estudado para avaliar

possiveis efeitos motores (EBF).

Os resultados estdo mostrados, respectivamente, nas Figura 4.5a , Figura 4.5b e

Figura 4.5c.
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Figura 4.5a

Efeito da infusdo bilateral de veiculo ou capsaicina nas concentracfes de 0.1, 1 e 10
uM (N= 7, para todos os grupos) no hipocampo dorsal de ratos, 15 minutos antes do teste
no Labirinto em Cruz Elevado (LCE) . Dados expressos como porcentagem de tempo de

permanéncia nos bragos abertos em relagdo ao tempo total do teste.

Né&o hé diferenca significativa entre os grupos no tempo de permanéncia nos bragos

abertos (teste de ANOVA de 1-via, F324=1,620, P=0,211).
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Figura 4.5b

Efeito da infusdo bilateral de veiculo ou capsaicina nas concentracfes de 0.1, 1 e 10
uM (N= 7, para todos os grupos) no hipocampo dorsal de ratos, 15 minutos antes do teste
no Labirinto em Cruz Elevado (LCE) . Dados mostrando o nimero de entradas realizadas

nos bragos abertos durante o teste.

N&o ha diferenga significativa entre os grupos no nimero de entradas realizadas nos

bragos abertos (teste de ANOVA de 1-via, F24=0,137, P=0, 937 ).
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Figura 4.5¢

Efeito da infusdo bilateral de veiculo ou capsaicina nas concentracfes de 0.1, 1 e 10
uM (N= 7, para todos os grupos) no hipocampo dorsal de ratos, 15 minutos antes do teste
no Labirinto em Cruz Elevado (LCE) . Dados mostrando o nimero de entradas realizadas

nos bracgos fechados durante o teste.

N&o ha diferenga significativa entre os grupos no nimero de entradas realizadas nos

bragos fechados (teste de ANOVA de 1-via, F(24=0, 196, P=0, 898 ).
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4.6. Efeitos do antagonista VR1 capsazepina, infundido bilateralmente e em
diferentes concentragdes no hipocampo dorsal (CA1) de ratos, 15 minutos antes do teste,

sobre o desempenho no Labirinto em Cruz Elevado

Para verificar o efeito do agonista capsaicina sobre o desempenho dos animais no
Labirinto em Cruz Elevado (LCE) utilizamos um total de 29 ratos, canulados
bilateralmente no hipocampo dorsal. Quatro grupos selecionados aleatoriamente entre 0s
animais canulados receberam a infusdo de capsaicina nas concentragdes capsazepina nas
concentragbes 2uM (N=7), 10uM (N=7), e 20uM (N=7), ou de seu veiculo (N=8),

DMSO08% em TFS, neste modelo sempre administrados 15 minutos anteriormente ao teste.

Foram analisados 3 diferentes parametros durante o teste:

(@) O tempo total que os animais permaneciam no braco aberto, usado

como medida de ansiedade (TBA);

(b) O numero de entradas realizadas nos bracos abertos, analisado como

uma segunda medida de ansiedade (EBA);

(c) O numero de entradas nos bracos fechados, estudado para avaliar

possiveis efeitos motores (EBF).

Os resultados estdo mostrados, respectivamente, nas Figura 4.6a, Figura 4.6b e

Figura 4.6c.
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Figura 4.6a

Efeito da infusdo bilateral de veiculo ou capsazepina nas concentracdes de 2, 10 e
20 uM (N=8 para o grupo veiculo e N= 7, para todos os grupos infundidos com droga) no
hipocampo dorsal de ratos, 15 minutos antes do teste no Labirinto em Cruz Elevado
(LCE). Dados expressos como porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos

em relagéo ao tempo total do teste.

N&o ha diferenca significativa entre 0s grupos no tempo de permanéncia nos bragos

abertos (teste de ANOVA de 1-via, F(325=0,652, P=0, 589 ).
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Figura 4.6b

Efeito da infusdo bilateral de veiculo ou capsazepina nas concentracdes de 2, 10 e
20 uM (N=8 para o grupo veiculo e N= 7, para todos os grupos infundidos com droga) no
hipocampo dorsal de ratos, 15 minutos antes do teste no Labirinto em Cruz Elevado
(LCE). Dados mostrando o numero de entradas realizadas nos bragos abertos durante o

teste.

Né&o ha diferenga significativa entre os grupos no nimero de entradas realizadas nos

bracos abertos (teste de ANOVA de 1-via, F25=0, 578, P=0,635 ).
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Figura 4.5c

Efeito da infusdo bilateral de veiculo ou capsazepina nas concentracdes de 2, 10 e
20 uM (N=8 para o grupo veiculo e N= 7, para todos os grupos infundidos com droga) no
hipocampo dorsal de ratos, 15 minutos antes do teste no Labirinto em Cruz Elevado
(LCE). Dados mostrando o nimero de entradas realizadas nos bracos fechados durante o

teste.

N&o ha diferenca significativa entre os grupos no nimero de entradas realizadas nos

bracos fechados (teste de ANOVA de 1-via, F(25=0, 460, P=0, 713 ).

55



5. DISCUSSAO

Neste trabalho, o antagonista vaniléide capsazepina promoveu efeito amnésico na
tarefa de Condicionamento Aversivo ao Contexto (CAC), na concentragdo de 10uM; ou
seja, prejudicou a consolidacdo desta memoria aversiva contextual testada 48h apos o
condicionamento / administracdo do farmaco (Figura 4.4). Nao houve efeito, porém, na
tarefa de Esquiva Inibitoria (EI) com descida da plataforma, em nenhuma das
concentracOes testadas (Figura 4.2), apesar de esta ser também (embora talvez menos)
aversiva, existindo a possibilidade dessa auséncia de resultados ter-se dado a variaveis
experimentais que ndo temos controle, como por exemplo, diferencas inatas e individuais

de comportamento dos animais.

O agonista vanildide capsaicina ndo teve efeito em nenhuma das tarefas aversivas

utilizadas, em qualquer das concentracdes estudadas (Figuras 4.1 e 4.3).

Em relagdo aos parametros utilizados para medir ansiedade, verificados no
Labirinto em Cruz Elevado, nenhum dos farmacos em nenhuma das concentracdes testadas
apresentou qualquer efeito sobre o nivel de ansiedade dos animais, tanto na medida do
tempo total gasto nos bragos abertos (Figuras 4.5a e 4.6a), quanto no nimero de entradas
nos mesmos (Figuras 4.5b e 4.6b). Nossos resultados também mostraram a auséncia de
efeitos motores empregando esta mesma tarefa (Figuras 4.5c e 4.6¢), no caso, observando

0 numero de entradas nos bragos fechados (Weiss et al., 1998).

De acordo com a revisdo bibliografica que realizei para este trabalho, ndo ha, até o
presente momento, qualquer outro trabalho publicado na literatura com infuséo de agentes
vaniloides na formacdo hipocampal in vivo. Ha, porém, um namero muito reduzido de

estudos comportamentais que sugerem a participacdo do sistema endovaniloide (Marsch et
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al., 2007; Kascow et al., 2004; Di Marzo et al., 2001; Rubino et al., 2007; de Lago et al.,

2004).

Devido ao fato de seus receptores terem sido clonados ha relativamente pouco
tempo, e a determinagdo de sua localizagdo no SNC em estruturas encefélicas ser ainda
mais recente, somente agora foi viabilizado um numero crescente de investigacfes
direcionadas para tal tema. J& estudos ex vivo h& uma maior diversidade mostrando a
participacdo dos receptores VR1 em fendmenos eletrofisioldgicos, inclusive no
hipocampo, utilizando agentes farmacoldgicos ou camundongos modificados

geneticamente, que ndo expressam o receptor vaniloide VR1 (Marsch et al., 2007).

Estudos prévios reportaram que o antagonismo dos receptores VR1, ou a auséncia
de expressdo destes receptores poderia diminuir sua sensibilidade a estimulos aversivos,
em especial ao calor (Caterina et al., 1997), porém no presente estudo houve um controle
de ansiedade e efeito locomotor para excluir que esta hipotese pudesse interferir nos
resultados observados, além de terem sido realizados grupos controle para cada grupo

experimental, que foram infundidos somente com o veiculo dos farmacos.

Como dissemos, antes, a capsazepina na concentracdo de 10uM prejudicou a
consolidacdo da memoria da tarefa do Condicionamento Aversivo ao Contexto (Figura
4.4), ou seja, 0s animais que receberam 0 antagonista nesta dose intermediéria
demonstraram uma menor resposta de medo quando expostos novamente ao contexto no
qual receberam o estimulo aversivo. A formacgdo da memoria do medo contextual requer
uma formacao hipocampal intacta, além do envolvimento da amigdala basolateral (Kim &

Fanselow, 1992; Rudy et al., 2004).

No Condicionamento Aversivo ao Contexto (CAC), que € um condicionamento

Pavloviano, o animal é colocado em um contexto previamente neutro (estimulo
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condicionado - EC) que é pareado com um estimulo aversivo, dois choques elétricos de
0,7mA e 2 segundos de duracdo cada (estimulo incondicionado — EI). Como resultado
deste pareamento do contexto com o choque, 0 contexto, individualmente, adquire o
potencial de evocar uma resposta de comportamento defensivo, como o freezing (a
resposta condicionada — RC) durante a reexposi¢do do animal a este mesmo contexto. Ja
no procedimento de Esquiva Inibitéria (EI), o animal é colocado em uma plataforma, com
0 restante do solo da caixa experimental feito de uma grade metélica, sendo a laténcia para
ele descer desta plataforma registrada. Quando desce efetivamente da plataforma com as
quatro patas, ele recebe 3 choques elétricos inescapaveis de 0,5mA nas patas através da
grade metalica, com duracgdo de 1 segundo cada. No dia do teste, o animal é recolocado na

plataforma e o tempo de laténcia para a descida da plataforma é novamente registrado.

E claro que estes dois protocolos aversivos tém muito em comum, em ambos 0s
casos 0s animais experimentam o pareamento de estimulo previamente neutro (o contexto,
seja da EI ou do CAC) com um choque elétrico. Mas também ha diferencas relevantes
entre estes dois procedimentos: no CAC a apresentacdo do choque é independente do
comportamento do animal, o contingente entre o EC e o El é determinado pelo
experimentador; e ja na El o animal precisa exibir uma resposta comportamental, descendo
ativamente da plataforma, antes de receber o choque (Quillfeldt, 2006). Como resultado o
choque elétrico atua tanto para condicionar o compartimento neutro como um estimulo
contextual aversivo (EC) no CAC e para punir o comportamento exploratério inato de
descida da plataforma na EI (Tinsley et al., 2004). O requerimento de uma resposta
instrumental ndo se diferencia apenas na natureza psicoldgica dos dois processos descritos
(CAC e EI), mas também podem apresentar efeitos divergentes nos substratos neurais

envolvidos (Maren, 2003).
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O grau de aversividade envolvido deve ser um fator relevante, pois na tarefa da
Esquiva Inibitoria, também aversiva - mas talvez ndo tanto assim ja que ndo é uma
resposta de freezing o que a EI promove e sim apenas a supressao de uma resposta
(Quillfeldt, 2006): o antagonista capsazepina ndo produziu efeito significativo no

desempenho dos animais em nenhuma das concentragdes testadas (Figuras 4.1 e 4.2).

A magnitude do estimulo incondicionado reflete quantitativamente na magnitude da
resposta ao estimulo condicionado, hipdtese esta testada com dois protocolos
experimentais aversivos mostrando que ndo s6 o tempo para o inicio da resposta de
freezing como também o montante da resposta estavam relacionados com a intensidade do
choque elétrico recebido pelos animais (Morris & Bouton, 2006). Cammarota e
colaboradores, em 2005, demonstraram que na tarefa de Esquiva Inibitoria com duas
sessOes de treino com choques de 0,5mA, 0s animais retém a memoria aversiva adquirida
com uma intensidade similar aqueles treinados na mesma tarefa com apenas uma sesséo de

choque de 0,8mA.

Ja o fato de o agonista capsaicina ndo ter causado qualquer efeito em nenhuma das
tarefas aversivas pode se dever a outro aspecto mais de cunho fisiologico: o aumento do
ténus vanildide com a infusdo de agentes exdgenos necessariamente interfere com as agoes
enddgenas dos (endo)vanildides, o que pode se dar com a soma das concentracdes
presentes (se o agonista infundido fosse a anandamida), ou com algum tipo de sinergismo
entre agonistas endovanildides (seria 0 nosso caso). Esse tdnus endovanildide aumentado
pode ndo ter causado qualquer efeito, pois sistemas, por exemplo, com respostas opostas,
podem ter sido agonizados simultaneamente, compensando-se: claro que isso € hipotético,
e precisaria ser testado. A esperanca de algum efeito residiria possivelmente nas

concentra¢es muito baixas, proximas as fisiologicas.
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Camundongos nocaute para o receptor VR1 tiveram a aquisicdo e/ou expressao da
memoria do medo contextual prejudicada, mas este efeito da supressdo do receptor sé se
tornou evidente apds procedimentos mais fortes de condicionamento (um Unico choque de
0,7mA ndo surtiu efeito, houve diferenca entre os nocautes e selvagens somente com 3
choques de 0,7mA ou um choque de 1,5mA) , e as respostas perduraram por pelo menos
um més. No mesmo trabalho, os resultados eletrofisioldgicos da inducdo da LTP em CAl
apontam no mesmo sentido: foi possivel induzir uma LTP estavel nos camundongos
nocaute, porém menos pronunciada em comparacdo com 0s animais selvagens, podendo
esta reducdo ser analoga a inabilidade dos animais sem os receptores VR1 de formar uma
memoria de medo contextual mesmo apds procedimentos de condicionamento mais
aversivos (Marsch et al., 2007). Com base nas informacgdes obtidas através desse estudo
realizado com camundongos geneticamente modificados podemos concluir que os animais
nocaute diferem dos selvagens exclusivamente sob condi¢des aversivas (por exemplo, teste
do Claro-Escuro e Labirinto em Cruz Elevado, mas ndo no Campo Aberto). Portanto, em
animais que expressam normalmente os receptores vanildides, o VR1 seria responsavel por
promover medo inato e ansiedade, aquisicdo e/ou expressdao da memoria de medo

contextual com um forte condicionamento e a LTP no hipocampo dorsal.

A ansiedade é uma resposta afetiva que pode complicar a interpretagdo de um
resultado em termos puramente cognitivo, “mascarando” um resultado (McGaugh, 1966;
Carobrez & Bertoglio, 2005). Em nosso estudo, empregamos a tarefa do Labirinto em Cruz
Elevado para avaliar possiveis efeitos ansiogénicos/ansioliticos: nenhum dos farmacos
utilizados, porém, em nenhuma das concentragdes estudadas, promoveu qualquer mudanca
no nivel de ansiedade dos animais, tanto na medida do tempo total gasto nos bracos abertos
(Figuras 4.5a e 4.6a) quanto o numero de entradas nos mesmos (Figuras 4.5b e 4.6b).

Mesmo sabendo que o hipocampo dorsal ndo estd envolvido no processamento da
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ansiedade - ao contrario do hipocampo ventral, como recentemente demonstrado
(Nascimento Héckl, L.P. & Carobrez, A.P., 2007), queriamos nos certificar de que nossos
resultados ndo se deviam a nenhum efeito sobre a modulacdo da ansiedade, uma vez que
outros autores tém descrito efeitos de vanildides sobre a ansiedade (Rubino et al., 2007;

Kascow et al., 2004).

Rubino e colaboradores (2007), por exemplo, acreditam que 0s receptores
vaniloides estejam envolvidos em processos ansiogénicos. Em estudo publicado no altimo
ano foi sugerido que o efeito bifasico da anandamida (AEA) se daria pelo menos através de
dois mecanismos distintos, devido a sua habilidade em interagir com diferentes tipos de
receptores. Doses baixas de AEA administradas no cértex pré-frontal estariam
promovendo um efeito ansiolitico pela sua acdo nos receptores CB1, j& doses elevadas de
AEA exerceriam seus efeitos ansiogénicos através da ativacdo (também) dos receptores
VR1, ja que a eficacia do farmaco é relativamente baixa quando comparada aquela

observada sobre o receptor CB1 (Ross, 2003).

O envolvimento dos receptores vaniloides na modulagdo da ansiedade também foi
sugerido por Kascow et al. (2004), que obteve algumas evidéncias preliminares do efeito
ansiogénico de agonistas vanildides e do efeito ansiolitico do antagonista capsazepina,
sugerindo inclusive uma possivel utilidade terapéutica para antagonistas vanildides como

tratamento para ansiedade.

Outras medidas comportamentais que nos tranqiilizam na interpretacdo dos
resultados s@o as de possiveis efeitos sobre a deambulacdo dos animais, também obtidas
empregando-se o Labirinto em Cruz Elevado como uma forma de controle: nossos
resultados mostraram uma auséncia de efeitos motores (Figuras 4.5c e 4.6¢) mediante o

computo do numero de entradas nos bracos fechados (Weiss et al., 1998). Ou seja, pelo
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menos no hipocampo o sistema vanildide ndo tem quaisquer efeitos sobre a locomocéao dos
animais. Isto também ja era esperado, pois o hipocampo dorsal ndo participa diretamente
e/ou isoladamente do controle motor, embora possa desempenhar processos fisiologicos

complexos relacionados (Bast & Feldon, 2003; Wanderwolf & Leung, 1983).

Os efeitos da modulagdo do sistema vaniloide encontrados com a maioria dos
experimentos comportamentais ja realizados sdo em grande parte o oposto daqueles
descritos em conseqiiéncia da ativacdo do receptor canabindide CB1, que pode reduzir o
medo inato e ansiedade (Viveros et al., 2005; Wotjak, 2005), diminuir as conseqliéncias
comportamentais dos componentes da memdria ndo-associativa na expressao do medo
condicionado (Kamprath et al., 2006), e causar reducdo na LTP (Bohme et al., 2000;
Slanina et al., 2005). Esses resultados com agentes canabinodides também diferem dos
encontrados no nosso laboratério, onde o antagonista seletivo dos receptores CB1 —
AM251- prejudicou a consolidacdo de memdrias aversivas, tanto na Esquiva Inibitdria
quanto no Condicionamento Aversivo ao Contexto, além de inibir a LTP em fatias de

hipocampo (de Oliveira Alvares et al., 2006 e 2008).

Porém é necessario observar que a maioria dos efeitos descritos na literatura
atribuidos ao rCB1 € oriunda de experimentos com administracdo sistémica, enquanto no
nosso grupo os farmacos sdo microinjetados diretamente no hipocampo dorsal, excluindo a
possibilidade de acdo das drogas em outras estruturas, o que poderia talvez explicar a
discrepancia de resultados encontrados, ja que existe uma grande quantidade de receptores
canabinodides em diversas estruturas encefalicas que podem interferir em diferentes

sistemas de neurotransmissao e modificar as respostas comportamentais.

Além disso, ja foi verificado que enquanto a estimulacdo de VR1 promove e

liberagdo e acdo glutamatérgica, dependente do influxo de célcio, sobre neurdnios

62



dopaminérgicos, sem porém, afetar a neurotransmissdo GABAérgica (Marinelli et al,
2002, 2003), a ativagdo de CB1 leva a uma redugdo nos niveis de célcio pré-sinaptico, e
assim, a uma reduc&o na transmissdo sinaptica (Chevaleyre et al., 2006). E bom notar que
a regulacdo da sintese de anandamida (endocanabindide/endovanildide), que ocorre de
acordo com a “demanda”, acontece através de uma via também calcio-dependente (Di
Marzo et al., 1994), cuja maquinaria biossintética e metabdlica sugere que essa e outras
moléculas endogenas tenham sitios de ligagéo intracelulares (De Petrocellis et al., 2001).
Desta maneira, pode-se supor que a ativagdo dos receptores VR1 e CB1 por seus ligantes
enddgenos em comum parece promover principios e fungdes antagbnicas, que
conjuntamente  poderiam  contribuir para um balanceamento nas respostas

comportamentais/emocionais, e para a plasticidade sinaptica.

Agora que é sabido que o receptor vaniléide VR1 ndo € apenas um integrador
molecular de estimulos nocivos, mas também um importante modulador de estimulos
quimicos e fisicos. E necessario voltar um pouco da atencdo para sua ampla distribui¢io
em estruturas supra-espinhais para que possamos compreender melhor seu papel
fisiologico nas fungdes encefélicas e seu respectivo papel na modulacdo de
comportamentos complexos, além de ser um potencial alvo terapéutico para o

desenvolvimento de novos farmacos.
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6. CONCLUSOES

6.1 A administracdo bilateral pos-treino de capsaicina, agonista dos receptores
vaniléides VR1, na regido CA1 do hipocampo dorsal de ratos, ndo causou efeito sobre a

consolidacdo da memdria na tarefa da Esquiva Inibitoria;

6.2 A administracdo bilateral pds-treino de capsazepina, antagonista dos
receptores vanildides VR1, na regido CA1 do hipocampo dorsal de ratos, ndo causou efeito

sobre a consolidacdo da memdria na tarefa da Esquiva Inibitoria;

6.3 A administracdo bilateral pos-treino de capsaicina, agonista dos receptores
vaniléides VR1, na regido CA1 do hipocampo dorsal de ratos, ndo causou efeito sobre a

consolidacdo da memdria na tarefa de Condicionamento Aversivo ao Contexto;

6.4 A administracdo bilateral pos-treino de capsazepina, antagonista dos
receptores vaniléides VR1, na regido CAl do hipocampo dorsal de ratos, teve efeito
amneésico sobre a consolidacdo da memoria na tarefa de Condicionamento Aversivo ao

Contexto;

6.5 A administracdo bilateral de capsaicina, agonista dos receptores vanildides

VR1, na regido CALl do hipocampo dorsal de ratos 15 minutos antes do teste, ndo causou

efeito sobre o desempenho no Labirinto em Cruz Elevado;
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6.6 A administragdo bilateral de capsazepina, antagonista dos receptores
vaniléides VR1, na regido CAL do hipocampo dorsal de ratos 15 minutos antes do teste,

ndo causou efeito sobre o desempenho no Labirinto em Cruz Elevado;
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8. APENDICE

Nota do Orientador:

Esta nota ndo tem qualquer relagdo com o contetdo cientifico dos dados e
interpretacdes apresentados neste trabalho, pelos quais dou plena fé. Trata-se apenas de
uma discussao terminolégica e cultural.

‘Baunilhoide’ ou “Vaniloide’ ?

Em nosso laboratdrio utilizamos a terminologia abrasileirada "baunilhéide", que é,
por vezes, questionada por alguns, geralmente de modo informal. Neste trabalho, minha
orientanda preferiu utilizar o neologismo “vanildide” em vez de “baunilhdide”.

A expressao vernacular brasileira, utilizada etimologicamente desde 1719 (Houaiss,
2001), é "baunilha", designando diferentes plantas do género vanilla ou seus produtos. Este
vocabulo deriva do espanhol que designa ‘bainha’, e € grafado "vainilla™ (o "II" tem som
de "lh™), referindo-se as grandes vagens aromaticas da orquidea-trepadeira Vanilla
plantifolia, de onde se extrai 0 melhor aromatizante homoénimo amplamente utilizado em
culinéria.

Assim, se “baunilha” é o termo em portugués para estes produtos, nao vejo porque
inventar um novo termo para designar os demais compostos a eles relacionados: seriam 0s
agentes (agonistas ou anagonistas) e receptores “baunilhdides”, consistente com o termo
vanilloid(s) em inglés. E bem verdade que essa historia ja comegou confusa
etimologicamente, pois 0 nome do sistema deriva da analogia estrutural com um composto
volatil da baunilha, a vanilina — dai vanilloid — que ndo é um ligante farmacologicamente
muito eficiente desse sistema, que, em geral, € mais lembrado em termos de farmacos
como a capsaicina, extraida de pimentas do género Capsicum, que, assim como outros
compostos fenolicos frutais (eugenol, etc), possuem analogia estrutural com a vanilina, o
volatil original. A rigor, portanto, seu nome mais correto talvez devesse ser “capsindides”
(ou até “pimentdides”, em portugués).

Com a descoberta dos receptores VR / TRPV-1, entdo, ja podemos falar em
“sistema baunilhoide”, englobando seus diversos ligantes e receptores.

A Unica palavra que possui o sufixo ‘vanila’ na literatura previamente existente em
portugués € o termo quimico que designa a “vanilina”; todo o resto era, até ha pouco,
apenas “baunilha”. Sendo assim, diante do surgimento de novas necessidades
terminoldgicas — como a descoberta do sistema VR /TRPV-1 - porque ndo exercermos
nosso direito de propor e efetivamente usar o bom e velho baunilh- para abrasileirar
‘vanilloid’ (inglés)? O termo ‘vanila’ entrou pela porta dos fundos da Flor do Lascio, e as
vezes encontra empregos linguisticamente inacreditaveis, como “sorvete de vanila”:
porque os sorveteiros tém que definir a lingua que usamos se somos nds quem trabalha o
tema em maior profundidade? Com o passar do tempo e a previsivel multiplicacdo dos
empregos de termos em “baunilh-“, quem sabe até aquele composto original venha a ser
designado “baunilhina”? Nao estaria errado.
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Entendo que a introducdo de nomenclaturas cientificas na literatura em portugués
deve ser sempre cuidadosa, posto que, no momento, ndo ha uma cultura de preservacdo e
enriquecimento da lingua nacional no Brasil. A descoberta deste novo sistema de
receptores (VR/ TRPV-1) é a oportunidade de introduzir essa terminologia nova em
portugués. Trata-Se, a meu ver, entre outras coisas, de resistirmos a anglicizacéo forcada de
nossa lingua e cultura, e assim, preservar 0 que nossa lingua ja criou e usa. Por
desconhecimento da lingua-méde, importam-se 0s termos mais comumente “encontrados”:
foi assim que vimos aparecer no Brasil o termo ‘vanila’, empregado em sorvetes, cafés e
doces, mas seu uso é tanto muito recente, como também desnecessario, haja visto a
existéncia de termo equivalente de amplo uso prévio, ‘baunilha’.

Nossa experiéncia em tradugdes técnicas de livros como o Bear et al. (2* e 3°
edicdes), Purves et al. (2" edicdo) e Squire & Kandel, levou-nos a valorizar sempre mais
nossa rica lingua portuguesa (veja por exemplo, o prefacio que colocamos em Bear:
http://www.ufrgs.br/ppgneuro/paginas/ppgn_1port.htm). A resisténcia ao uso deste termo é
fruto da cultura de massas, que promove a tendéncia de “anglicizar” tudo, uma forma
inconsciente de emprestar charme “as coisas mais banais, e reforcar seu apelo consumista.
Uma posicdo, a meu ver, colonizada.

Em resumo, consideramos o neologismo 'vanila' e seus derivados — por exemplo,
'vaniléide' - como anglicismos desnecessarios, muito recentemente introduzidos (basta
sondar com o Google). No6s, cientistas e tradutores técnicos, temos esse mindsculo poder,
mas uma imensa responsabilidade em defesa de nossa lingua patria. Neste primeiro
trabalho de nosso grupo sobre o sistema baunilhoide, porém, a nomenclatura dos
sorveteiros venceu a batalha.

Prof. Dr. Jorge A. Quillfeldt
Laboratorio de Psicobiologia e Neurocomputacéo
Departamento de Biofisica, IB - UFRGS
15 de fevereiro de 2008
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