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RESUMO

GALVANHO, Jefferson Pires. A participacao dos receptores D2 e 5-HT2 e a
influéncia do ambiente sobre a resposta locomotora induzida por cetamina.
2016. 107 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade
de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2016.

O antagonista ndo competitivo de receptores NMDA, cetamina, teve seu uso restrito
na medicina humana devido aos seus efeitos secundarios, atribuidos a doses
subanestésicas. Atualmente além dessa droga ser utilizada como modelo experimental da
esquizofrenia, também é usada de forma recreativa. Visto a contribuicdo da sensibilizacéo
comportamental ao estudo de efeitos antipsicoticos e da drogadi¢éo, o presente trabalho
objetivou: no experimento 1 (expl) avaliar o desenvolvimento e a expressdao da
sensibilizacdo comportamental induzida por doses subanestésicas (30 e 50 mg/kg) de
cetamina; nos experimentos 2 e 3 (exp2 e exp3), respectivamente, investigar o papel dos
antagonistas D2, racloprida, e 5-HT2, cetanserina; e, por ultimo, no experimento 4 (exp4)
avaliar a habilidade da cetamina em produzir resposta locomotora tanto condicionada
quanto contextualmente sensibilizada. Para isso, camundongos suicos adultos foram
submetidos a 3 dias consecutivos de habituacbes no campo aberto por 60 (expl) ou 20
(exp2-3-4) minutos. Apdés a fase de habituagdo, cada experimento seguiu seus
procedimentos especificos. No expl, 7 dias consecutivos de exposicéo a 30 ou 50 mg/kg de
cetamina mostraram que a dose de 30 mg/kg desenvolveu uma resposta locomotora
sensibilizada e ap6s 5 dias de retirada essa mesma dose expressou também uma resposta
locomotora sensibilizada. Devido ao sucesso dessa dose e a ndo diferenca entre 0s sexos,
adotou-se utilizar animais machos e a dose de 30 mg/kg nos demais experimentos. No
exp2, o tratamento por 7 dias consecutivos de cetamina antecedida por racloprida mostrou
que o blogueio de D2 preveniu tanto o desenvolvimento quanto a expressdo da
sensibilizacdo comportamental produzida por cetamina, mesmo a racloprida per se néo
diminuindo a locomogé&o. Consistentemente, 0 exp3 mostrou prevencdo de ambas as
respostas quando a cetamina foi precedida pelo antagonista 5-HT2, cetanserina. Por fim, o
exp4, com o esquema de 7 repeti¢cdes diarias de inje¢cbes ndo associadas e associadas ao
ambiente teste, mostrou que a cetamina administrada de forma associada produziu
locomocado condicionada mediante ao desafio de salina apds dois dias de retirada. Além
disso, foi mostrado que a cetamina administrada de forma associada produziu sensibilizagéo
dependente do contexto ambiental. Em suma, a cetamina na dose de 30 mg/kg desenvolveu
e expressou uma resposta locomotora sensibilizada, a qual foi prevenida tanto pelo
antagonismo de D2 quanto pelo de 5-HT2. Curiosamente a mesma dose interagiu com
fatores ambientais, resultando numa locomocdo condicionada e numa sensibilizagdo
dependente do contexto. Portanto, o presente trabalho sugere um papel fundamental tanto
dos receptores D2 e 5-HT2 quanto do contexto ambiental na evocacdo da sensibilizacédo
comportamental produzida por cetamina.

Palavras-chave: Cetamina. Sensibilizagcdo comportamental. Receptor dopaminérgico D2.
Racloprida. Receptor serotoninérgico 5-HT2. Cetanserina. Locomocéao

condicionada. Sensibilizacdo comportamental dependente do contexto.



ABSTRACT

GALVANHO, Jefferson Pires. Role of D2 and 5-HT2 receptors and the
environmental influence on the locomotor response to ketamine. 2016. 107
f.Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Ketamine, a non-competitive NMDA receptor antagonist had its use restricted
in human medicine because of its side effects attributed to subanesthetic doses.
Currently, this drug is used as an experimental model of schizophrenia and also
recreationally. Considering the contribution of behavioral sensitization to the study of
antipsychotic effects and drug addiction, the present study was subdivided into 4
experiments. Experiment 1 (expl) aimed to evaluate the development and
expression of behavioral sensitization induced by subanesthetic doses (30 and 50
mg/kg) of ketamine. In experiments 2 and 3 (exp2 and exp3), the objectives were to
investigate the role of the D2 and the 5-HT2 antagonists, raclopride and ketanserin,
respectively. Finally, experiment 4 (exp4) aimed to evaluate the ability of ketamine to
produce both conditioned and contextually sensitized locomotor responses. Initially,
adult Swiss mice were submitted to 3 consecutive days of habituation in the open
field for 60 (expl) or 20 (exp2-3-4) minutes each day. After the habituation phase,
each experiment followed its specific procedures. As for exp 1, seven consecutive
days of exposure to 30 or 50 mg/kg ketamine demonstrated that 30 mg/kg produced
the development of a sensitized locomotor response and, after 5 days of withdrawal,
this same dose expressed a sensitized locomotor response. Based on these effects
and on the lack of differences between males and females, for the next set of
experiments we selected 30 mg/kg of ketamine to be administered in males. In exp2,
7 consecutive days of ketamine preceded by raclopride exposure indicated that the
D2 blockade prevented both the development and expression of ketamine-induced
behavioral sensitization, even in the absence of raclopride locomotor effects.
Consistently, exp3 showed that the prevention of both responses occurred when
ketamine was preceded by the 5-HT2 antagonist, ketanserin. Finally, in exp 4, the
experimental protocol that included 7 consecutive days of injections unpaired and
paired to the test environment demonstrated that ketamine paired to the open field
produced a conditioned locomotor response following a challenge with saline, even
after 2 days of ketamine withdrawal. In addition, it was shown that ketamine, when
paired to the open field produced context-dependent behavioral sensitization. In
summary, 30 mg/kg of ketamine developed and expressed a sensitized locomotor
response, which was inhibited both by D2 and 5-HT2 antagonism. Interestingly the
same dose interacted with environmental factors, resulting in a conditioned locomotor
response and a context-dependent sensitization. Therefore, this study suggests a
key role of both D2 and 5-HT2 receptors and the environmental context in the
ketamine-induced behavioral sensitization

Keywords: Ketamine. Behavioral sensitization. D2 dopamine receptor. Raclopride. 5-
HT2 serotonin receptor. Ketanserin. Conditioned locomotion. Context-

dependent behavioral sensitization.
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INTRODUCAO

Um breve historico

A cetamina, 2-(2-clorofenil)-2-(metilamino)-ciclohexanona, foi sintetizada por
Calvin Stevens no ano de in 1962 (COHEN et al.,, 2011) e aprovada para 0 uso
clinico em 1970 (ARONI et al., 2009). Desde essa aprovacgao até a década de 80, ha
relatos de que a cetamina foi largamente empregada na clinica em doses acima
daquelas recomendadas hoje em dia para produzir anestesia, enquanto que na
década de 90 seu emprego passou a ser limitado a casos emergenciais (GREEN;
COTE, 2009). Pode-se dizer que a restricdo da cetamina na pratica anestésica tenha
ocorrido devido a varios efeitos pds-anestésicos relatados, dentre eles se destacam
a elevacao do humor, a euforia, distor¢des visuais e auditivas, sensacdes eroticas,
impressao de flutuar sobre o préprio corpo, entre outros (LUFT; MENDES, 2005).
Interessantemente o intervalo entre o inicio da utilizacdo terapéutica e do uso
abusivo foi relativamente muito pequeno, sendo descrito que 0 uso recreativo da
cetamina tenha tido inicio no ano de 1971 (SIEGEL, 1978).

A epidemiologia

Esta droga se popularizou em muitos lugares do mundo como "Special K",
"Super K" ou simplesmente "K - key" (MASON et al., 2010) e em alguns lugares do
Brasil é chamada de Keyla pelos seus usuérios (“Keyla, K - QUE DROGA E
ESSA?”). Além disso, pode ser constantemente encontrada em raves e outras festas
noturnas de musica eletrbnica, juntamente com a cocaina, o 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA - ecstasy), o gama-hidroxibutirato (GHB), o
flunitrazepam, a metanfetamina e o acido lisérgico (LSD), os quais se enquadram
num grupo conhecido como club drugs (MORO; FERRAZ; MODOLO, 2006). Sua
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combinacdo com cocaina é conhecida por usuéarios e afins como Calvin Klein,
devido a concordancia com as iniciais C e K (CHAKRABORTY; NEOGI; BASU,
2011). Segundo relatos encontrados na internet (“Que Droga - Informacdes e
esclarecimentos”), a mistura com cocaina parece ser muito forte, preferindo os
usuarios coadministrarem cetamina e ecstasy, justificando que enquanto o ecstasy
agita o key desacelera (“Ecstasy”).

Com base nesse contexto, € notoria a gradativa popularizacédo da cetamina, o
que a torna um expressivo elemento de preocupagdo para a saude publica
(DEGENHARDT; COPELAND; DILLON, 2005). Por exemplo, nos Estados Unidos
1,7% e 1,5% dos estudantes do 12° ano relataram ter usado a cetamina nos anos de
2011 e 2014, respectivamente (JOHNSTON et al., 2014). No Reino Unido o numero
de pessoas que se apresentaram para o tratamento da adigdo a cetamina aumentou
nos ultimos anos (2005/06 a 2012/13) e, consequentemente, em 2014 esta foi
reclassificada de uma droga classe C a uma droga classe B, a qual inclui, entre
outras, drogas como anfetaminas, cannabis e sintéticos canabindides (HM
GOVERNMENT, 2010; CORKERY, 2014). Na China, um estudo revelou que o
namero de usuarios de cetamina ultrapassou os de MDMA (BAO et al., 2015).

Evidéncias também indicam que o uso dessa droga tem aumentado na
Franca e ltdlia (EUROPEAN MONITORING CENTRE FOR DRUGS AND DRUG
ADDICTION, 2015a, 2015b). A epidemiologia do abuso da cetamina ainda néo é
bem estabelecida, pois os estudos ocorrem de forma isolada nos paises. Enquanto
alguns estudos identificam baixa frequéncia de uso/abuso, outros estudos indicam o
oposto. Assim, por exemplo em Hong Kong, ela é a segunda droga mais utilizada,
perdendo apenas para heroina. Apesar das divergéncias, ha de se convir que a
prevaléncia do uso recreativo da cetamina aumentou admiravelmente nas ultimas
duas décadas (KALSI, 2011).
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A farmacologia da cetamina e o receptor n-metil-d-aspartato (NMDA)

Principais dados farmacoldgicos

A farmacocinética da cetamina foi sugerida assemelhar-se a do tiopental, ou
seja, tanto em humanos quanto em roedores ela apresenta uma biodisponibilidade
relativamente curta, provavelmente devido a sua elevada lipossolubilidade, refletindo
em uma rapida exibicdo dos seus efeitos (WHITE et al., 1976; LUFT; MENDES,
2005). O metabolismo da cetamina ocorre em células hepéticas através do sistema
citocromo P450, gerando o metabdlito norcetamina (NOPPERS et al., 2011), que por
sua vez € excretado pelo rim (LUFT; MENDES, 2005). Devido a sua alta
lipossolubilidade, a cetamina ultrapassa-a barreira hematoenceféalica e interage com
seus alvos no sistema nervoso central.

Nesse sentido é bem estabelecido na literatura que a cetamina é um classico
antagonista ndo competitivo de receptores glutamatérgicos do tipo N-metil-d-
aspartato (NMDA) (DOMINO; CHODOFF; CORSSEN, 1965; LAUTERBACH, 2011).

O receptor NMDA

O glutamato € um aminoéacido proteico que atua como neurotransmissor tanto
em invertebrados quanto em vertebrados (NISTRI; CONSTANTI, 1979). Evidéncias
apontam que além de ser o mais abundante, também € o principal neurotransmissor
excitatério em mamiferos (JOHNSON, 1972; FITSANAKIS; ASCHNER, 2005). Os
efeitos glutamatérgicos, seja pela acdo de um agonista endégeno ou exdgeno, se da
normalmente através da iteracdo com seus receptores, que sao acido alfa-amino-3-
hidréxi-5-metil-4-isoxazol-propionato (AMPA), cainato, 2-amino-4-fosfonobutandico
(AP4), trans-l-amino-ciclopentano-1,3-dicarboxilico (ACPD) e n-metil-d-aspartato
(NMDA). Um dos efeitos atribuidos a essa ativacao esta relacionado aos processos
de aprendizagem e memodria (MCENTEE; CROOK, 1993). Além disso, o glutamato

desempenha um papel importante como principal neurotransmissor excitatorio,
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repositor de metabdlitos intermedidrios do ciclo de Krebs e precursor do
neurotransmissor GABA (JOHNSON, 1972).

O receptor N-metil-D-aspartato recebeu 0 mesmo nome do seu agonista
exdgeno, sendo comumente conhecido pela sigla, NMDA. Este receptor ionotrépico
€ um tetramero (GIELEN et al., 2009) constituido por um par de subunidades GIluN1
e outro par de GIuN2 ou GluN3 (KOTERMANSKI; JOHNSON, 2009), que também
sao conhecidas como NR1, NR2 e NR3, respectivamente (LEE; GOUAUX, 2011). As
subunidades combinadas do receptor NMDA se dispbem através da membrana
citoplasmatica formando um canal ibnico dependente de ligantes. A ligacédo
concomitante do glutamato (agonista enddégeno) com o seu co-agonista, glicina, &
fundamental para uma plena ativacdo do receptor, 0 que resulta na permeabilidade
de cétions monovalentes e principalmente de calcio (PETRENKO et al., 2003).

Ainda que todo o canal ibnico seja apresentado como o0 receptor NMDA,
existem sequéncias de aminodacidos especificas que apresentam afinidade pelos
ligantes, valendo ressaltar que diferentes ligantes poderdo nao se ligar a0 mesmo
sitio. Por exemplo, glicina se liga a um sitio localizado na subunidade GIluN1,
enquanto que o glutamato se liga a outro sitio localizado na subunidade GIluN2
(KOTERMANSKI; JOHNSON, 2009). Embora a cetamina também interaja com a
subunidade GIuN2, seu sitio é distinto do glutamato e é chamado de sitio da
fenciclidina (PCP-site), caracterizando seu bloqueio como ndo competitivo ao
glutamato (WHITE; RYAN, 1996). Por se ligarem a sitios distintos do sitio de ligacdo
do glutamato, a fenciclidina, a cetamina e o MK-801 sdo chamados de antagonistas
nao competitivos de receptores NMDA.

Relatos da literatura tem elucidado importantes propriedades do receptor
NMDA através do seu bloqueio, utilizando fenciclidina ou cetamina. Assim, tem sido
mostrado que o antagonismo do receptor NMDA via fenciclidina ou cetamina pode
produzir desordens no pensamento, disfuncdo sensorial e também sintomas muito
semelhantes aos da esquizofrenia (JAVITT, 2004). Além disso, alteracdes
neuroplasticas no receptor NMDA estéo relacionadas largamente ao uso compulsivo
de drogas (TRUJILLO; AKIL, 1995). Nesse sentido também tem sido mostrado o
envolvimento do NMDA no processo de dependéncia a outras drogas (TRUJILLO;
AKIL, 1991). E possivel afirmar que o estudo do receptor NMDA, podera levar a
valiosas descobertas para a compreensao, ou até mesmo tratamento, de transtornos

neuropsiquiatricos e dependéncia a drogas.
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Cetamina, comportamentos e seus testes em animais

Existem testes comportamentais em animais de laboratorio que possibilitam
comparacdes com a realidade humana. Alguns deles, por exemplo, especificos a
transtornos neuropsiquiatricos e outros a dependéncia de drogas. Para ambos,
existe uma convergéncia no que diz respeito aos comportamentos e substratos
neuroanatdmicos (SELF; NESTLER, 1998; KELLER; DELIUS; ACERBO, 2002,
BECKER et al., 2003; FOLL; GOLDBERG, 2005; BIAtA; BUDZYNSKA, 2010;
HUANG et al., 2015).

Dentre os testes para se avaliar os efeitos de drogas de abuso esta, por
exemplo, o teste de preferéncia condicionada ao local (PCL). Tal teste consiste em
expor diaria e repetidamente o animal a uma dada substancia em um dos dois
compartimentos do PCL, de modo que se o animal preferir permanecer no
compartimento pelo qual experimentou esta substancia, significa que ela produziu
um reforgo positivo, indicando um potencial aditivo (TZSCHENTKE, 2007). O inverso
€ visto por drogas que produzem um reforco negativo, ou seja, aquelas que
produzem um estimulo negativo (TZSCHENTKE, 2007). Suzuki e colaboradores
(2000) mostraram pela primeira vez que a cetamina sozinha foi capaz de produzir
preferéncia condicionada ao local, o que permite sugerir seu potencial em produzir
reforco positivo e dependéncia.

Desenvolvido pela primeira vez como um modelo animal de emocionalidade
(HALL, 1938). O teste do campo aberto vem sendo utilizado como ferramenta para
avaliagdo comportamental de varias drogas de abuso, entre elas a, nicotina, etanol,
(ABREU-VILLACA et al., 2013), anfetamina (GOLD; SWERDLOW; KOOB, 1988;
SUKHANOV et al., 2016), cocaina (BRODERICK et al., 2004; CAREY; DEPALMA;
DAMIANOPOULQOS, 2005), MDMA (BALL; BUDREAU; REBEC, 2006) e THC
(DREW; MILLER; WIKLER, 1972; PANLILIO et al., 2006), por exemplo.

Assim como as drogas ja mencionadas, a fenciclidina e a cetamina também
sao estudadas no campo aberto e comumente apresentam efeitos hiperlocomotores
produzidos por doses subanestésicas (IRIFUNE; SHIMIZU; NOMOTO, 1991,
IRIFUNE et al., 1998). Dentre as doses (3, 10, 20, 30, 50, 100, 150 mg/kg) utilizadas
no trabalho de Irifune e colaboradores (1991), foram consideradas subanestésicas

aquelas iguais e inferiores a 50 mg/kg. Tais autores mostram que a cetamina nas
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doses de 30 e 50 mg/kg produziram leves alteragdes na correcdo de postura dos
animais (dentro de 2 segundos), as quais SO ocorreram nos primeiros minutos de
teste (figura 1). Em contrapartida, essas mesmas doses foram capazes de produzir
um robusto aumento da atividade locomotora de camundongos (IRIFUNE; SHIMIZU;
NOMOTO, 1991). Outro estudo posterior também considerou a dose de 50 mg/kg de
cetamina como subanestésica (UCHIHASHI et al., 1993).

Figura 1 — Curva de efeitos anestésicos da cetamina nas doses de 30, 50, 100 e 150
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—A— cetamina 50 mg/kg
—O— cetamina 100 mg/kg
—{— cetamina 150 mg/kg
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laténcia para a corregao postural maior que
10 segundos nas 3 tentativas
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maior que 2 segundos, sendo menor que 10
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Legenda: Quadrados a esquerda descrevendo o que foi considerado para cada pontuacéo.

Nota: A partir da pontuacdo que cada animal recebeu, foi realizada a média para cada um dos
grupos deste trabalho.

Fonte: Adaptada de IRIFUNE; SHIMIZU; NOMOTO, 1991.

O trabalho supracitado contribuiu na descricdo de Vvarios aspectos
comportamentais produzidos pela cetamina. Além da avaliacdo dos efeitos
anestésicos da cetamina, isso foi possivel gragcas ao teste do campo aberto. Cabe
mencionar que tal teste possibilita avaliar alteracdes comportamentais geradas nao
s6 pela cetamina, mas também por outras drogas de abuso, cujos efeitos vao além
da atividade locomotora. Dentre outros comportamentos avaliados pode-se destacar
o levantamento (rearing) e a autolimpeza (grooming) de roedores, 0os quais tem sido
avaliados em resposta a administracdo de antagonistas NMDA, por exemplo
(TRUJILLO; ZAMORA; WARMOTH, 2008).
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A autolimpeza, evolutivamente falando, é um traco comportamental
relativamente antigo, podendo ser constatado em diversas familias de animais. Tal
comportamento constituido pela limpeza das patas e restante do corpo pela
lambedura e limpeza do rosto, pode variar em fungéo do contexto no qual o animal
esta inserido. E sugerido que este comportamento tenha como funcdo, além da
limpeza, minimizar a irritabilidade do animal, termorregular, estabelecer sinalizacéo
social, aumentar ou diminuir a excitacdo e auto-estimular (SACHS, 1988). A
autolimpeza tem sido relacionada a hiperatividade produzida por outros
psicoestimulantes. Inclusive, ja& foi mostrada ser inversamente proporcional a
locomocdo (CAREY; DAMIANOPOULOS; SHANAHAN, 2008), o que sugere a
existéncia de competicdo entre os comportamentos de autolimpeza e locomocao.

A competicdo comportamental também é vista entre a locomocdo e o
comportamento de levantamento, pois também € visto em alguns trabalhos como
tendo seus eventos diminuidos em detrimento a uma exacerbada atividade
locomotora (BLOISE; CAREY; CARRERA, 2007). Este comportamento também é
chamado por alguns autores de ambulagéo vertical ou atividade locomotora vertical
(ITZHAK; MARTIN, 1999). O levantamento, como o préprio nome sugere, é
caracterizado pela conduta do animal erguer-se, desprendendo os membros
anteriores ao ar ou a parede do ambiente (BLOISE; CAREY; CARRERA, 2007). No
que tange o sistema glutamatérgico, Melendez e colaboradores (2004) mostraram
que um ambiente “empobrecido” (que impediu a exibicdo do comportamento de
levantamento) resultou na significativa reducdo da capacidade do agonista de
receptores mGIluR1 e mGIuR5, 3,5-dihidroxifenilglicina (DHPG), em aumentar 0s
niveis de glutamato extracelular. Além disso, Popik e colaboradores (2008) e
Akillioglu e colaboradores (2012) mostraram que administracbes de cetamina
diminuiram a exibicAo dos eventos de levantamento. Portanto uma
hipofuncionalidade glutamatérgica parece ser proporcional a exibicdo da atividade
locomotora vertical.

Aléem dos comportamentos jA mencionados, experimentos prévios do nosso
laboratério levaram a observacdo de mais dois outros comportamentos
especificamente em animais administrados com cetamina (dados néo publicados de
experimentos pilotos). O primeiro foi por n6s chamado de rotacdo e se baseia na

conduta estereotipada do animal em girar em torno do seu proéprio eixo. O segundo



20

nomeamos como, simplesmente, queda, a qual se estabeleceu na perda da postura,
caindo o animal lateralmente e em seguida retomando a sua postura normal.

As observacdes tomadas a partir destes experimentos prévios parecem ser
consistentes com achados da literatura consultados a posteriori. Por exemplo, ainda
que coadministrada com medetomidina, a cetamina foi mostrada por Gerritsmann e
colaboradores (2012) causar o comportamento de queda em Lebres (Lepus
europaeus). Nesse mesmo cenario um trabalho mais antigo mostrou que a cetamina
(50 mg/kg) produziu ataxia com o animal caindo lateralmente (HETZLER; SWAIN
WAUTLET, 1985). Hetzler e Wautlet (1985) também mostraram que o animal se
movia balancando a cabeca e o0 corpo e girava em torno de si, caracterizando o
comportamento de rotacdo. Concordando com o trabalho supra citado no que diz
respeito ao comportamento rotatério, Myslobodsky e colaboradores (1979)
sugeriram que 0os mecanismos relacionados a rotagéo induzida por cetamina eram
dopaminérgicos, o que € consistente com estudos anteriores que associam 0
sistema dopaminérgico e rotacdo (KOKKINIDIS; ANISMAN, 1977, 1979).

Em suma é notério o destaque que a atividade locomotora produzida por
antagonistas NMDA possui na literatura cientifica. Porém, mais estudos envolvendo
0s comportamentos de levantamento, autolimpeza, rotacdo e queda fazem-se
necessarios para melhor compreensédo do arquétipo comportamental produzido por

antagonistas NMDA como a cetamina.

A sensibilizacdo comportamental

Farmacologicamente falando, dois processos podem resultar da repeticéo
continua do uso de agentes farmacologicos. O primeiro, chamado de tolerancia,
ocorre quando o uso repetido de uma droga acarreta a reducédo de sua eficacia. O
segundo, € inverso a tolerancia, consistindo no aumento do efeito da droga mediante
seu uso repetido (STEWART; BADIANI, 1993). No caso, quando o efeito
sensibilizado trata-se de um comportamento, da-se o nome de sensibilizacédo
comportamental (CADOR; BJIJOU; STINUS, 1995).

A sensibilizacdo comportamental por definicdo € caracterizada por um

aumento progressivo do comportamento mediante repetidas administracdes de
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psicoestimulantes; sua natureza é duradoura, persistindo mesmo apos cessacao do
tratamento (CADOR; BJIJOU; STINUS, 1995). Dessa forma e uma vez
sensibilizados, os animais podem manter-se hipersensiveis ao efeito da droga
psicoestimulante durante meses ou até mesmo anos (ROBINSON; BECKER, 1986).
Evidéncias indicam que possivelmente dois substratos neurais estejam implicados
no processo da sensibilizacdo comportamental. Um deles seria a area do tegumento
ventral, responsavel pela iniciacdo (também chamada de inducdo ou
desenvolvimento) desse fenbmeno. Enquanto que o outro seria o nlcleo acumbente,
responsavel pela expressdo do comportamento sensibilizado (KALIVAS; STEWART,
1991; CADOR; BJIJOU; STINUS, 1995).

Adicionalmente, a sensibilizacdo comportamental € um modelo bem
estabelecido em investigagbes relacionadas a drogadicdo. De fato, sua
neuroquimica e seus substratos neurais convergem com os substratos envolvidos na
auto-administracdo de drogas de abuso (VEZINA, 2004). Assim, alteracoes
neuroplasticas relacionadas a sensibilizacédo levariam ao desenvolvimento do desejo
pela droga, compulsdo na sua ingestdo e recaida (SEGAL; KUCZENSKI, 1992).

Algumas investigacdes ja revelaram que a cetamina possui a capacidade de
produzir sensibilizacdo comportamental em roedores (IRIFUNE; SHIMIZU;
NOMOTO, 1991; UCHIHASHI et al., 1993; IRIFUNE et al.,, 1998). Contudo, o
desenho experimental utilizado nestes estudos, difere em alguns aspectos daqueles
classicamente usados com outras drogas de abuso como a cocaina, anfetamina,
morfina, nicotina e alcool (KALIVAS; DUFFY, 1987; SHAHAM; STEWART; KELSEY,
1995; ITZHAK; MARTIN, 2000; ABRAHAO et al., 2013; BLANCO et al., 2014;
HAMILTON et al., 2014; JONES et al., 2014; LIU et al., 2014; MACASKILL; CASSEL,;
CARTER, 2014; STEINKELLNER et al., 2014). Isso porque, nos estudos com
cetamina, ndo houve habituacdo dos animais ao campo aberto antes do periodo de
administracdo da droga, sendo a habituacao restrita a alguns minutos antes do inicio
dos testes comportamentais, o que pode ter interferido no padrdo dos resultados
identificados.  Adicionalmente, ndo houve uma completa avaliacdo de
comportamentos, além da atividade locomotora, os quais podem ser afetados pela
cetamina. Finalmente, uma vez que um estudo anterior mostrou que outro
antagonista NMDA (fenciclidina), foi capaz de produzir sensibilizacdo ndo s para a
atividade locomotora, mas também para os comportamentos de levantamento e

estereotipia (XU; DOMINO, 1994), esta ampla investigacdo de comportamentos no
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campo aberto permite esclarecer se processos neuropsicofarmacoldgicos como a
sensibilizacdo comportamental podem interagir com a locomocdo e com outros
comportamentos potencialmente afetados pela cetamina.

Diante das evidéncias apresentadas, numa primeira etapa desta tese
(experimento 1), escolhemos 2 doses subanestésicas de cetamina (30 ou 50 mg/kg)
a serem administradas em um desenho experimental diferenciado dos desenhos
utilizados anteriormente. Baseados em resultados obtidos com outras drogas de
abuso, verificamos o0 desenvolvimento e expressdo da sensibilizagéo
comportamental com o acréscimo de um periodo de habituacdo anteriormente aos
testes comportamentais e verificamos se uma das duas doses utilizadas teria mais
éxito em desenvolver e expressar a sensibilizacdo comportamental. Finalmente, a
sensibilizagdo comportamental foi investigada n&o somente para a atividade
locomotora, mas também para o0s demais comportamentos mencionados

(levantamento, autolimpeza, rotacao e queda).

Esquizofrenia e suas hipGteses neuroquimicas

O estudo de comportamentos sensibilizados assume grande importancia no
gue tange o desenvolvimento de diversas patologias comportamentais. Por exemplo,
se em uma face os estimulos farmacolégicos sensibilizam animais de laboratério, o
gue pode ser visualizado através do aumento progressivo e alterac6es duradouras
do comportamento locomotor, em outra, estimulos relevantes a natureza psiquica,
como por exemplo o estresse, podem sensibilizar seres humanos. As consequéncias
dessas alteragBes neuroplasticas muitas vezes ndo sdo tdo notaveis quanto o
aumento da locomocdo em animais, porém, s&o significativas ao ponto de
desencadear transtornos comportamentais em humanos, como o0 estresse pos-
traumatico, a doenca do péanico e até mesmo a esquizofrenia (ROBINSON;
BECKER, 1986; ANTELMAN, 1988). Nesse mesmo cenario humano, a
sensibilizacdo comportamental vem sendo cogitada no desenvolvimento de eventos
psicoticos parandicos, havendo uma tendéncia em pessoas com histérico de abuso

de droga a rescindirem um quadro psicético quanto novamente expostas ou a droga
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ou a uma situacdo de estresse, inclusive tendo passando meses ou anos de
abstinéncia da droga (CADOR; BJIJOU; STINUS, 1995).

Dentre os transtornos psiquiatricos citados acima, a esquizofrenia € um dos
mais estigmatizantes de todos os tempos. A esquizofrenia é uma doenca cronica
que atinge cerca de 1% da populacdo mundial (TAJIMA-POZO et al.,, 2015),
representando uma das mais frequentes psicoses — distirbios em que o individuo
perde o juizo da realidade. Os portadores de psicoses apresentam disturbios do
pensamento como delirios de perseguicdo e perda da conexdo légica de ideias;
distarbios da percepcéo, principalmente alucinagcfes auditivas; emoc¢des embotadas
ou incongruentes com a situacdo ambiental; excessiva timidez, isolamento social e
alteracdes de mobilidade como agitacdo ou, ao contrario, imobilidade (GRAEFF e
BRANDAO, 1993).

Os sintomas caracteristicos dessa doenca sdo divididos em duas categorias:
sintomas positivos e negativos. Dentre os sintomas positivos incluem-se delirios,
alucinacbes e distirbios do pensamento como consequéncia de uma ativacao
excessiva de fungdes psiquicas normais. Em contrapartida, os sintomas negativos
resultam da perda de fun¢des psiquicas normais e incluem abulia (caréncia de
energia), anedonia (caréncia de prazer) e embotamento afetivo (ANDREASEN NC,
1982; ANDREASEN NC et al., 1990).

A comunidade cientifica tenta explicar a patogénese da esquizofrenia através
de algumas teorias. Apesar da hipétese serotonérgica da esquizofrenia ser a menos
embasada, ha evidéncias tanto associando sintomas de esquizofrenia a baixos
niveis de 5-hidroxiindolacético, principal metabdlito da serotonina, no liquido
cefalorraquidiano quanto mostrando que farmacos psicotogénicos diminuem a
atividade serotoninérgica e aumentam a dopaminérgica no sistema
mesocorticolimbico (GRAEFF e BRANDAO, 1993). Contudo as hipoteses
dopaminérgica e glutamatérgica da esquizofrenia parecem ser mais consistentes.

A hipotese dopaminérgica defende que a génese desta enfermidade se
encontre na exacerbada atividade dopaminérgica (ARARIPE NETO et al.,, 2007).
Neste mesmo sentido a cocaina e as anfetaminas, que agem principalmente
aumentando os niveis intracerebrais de dopamina, podem tanto mimetizar efeitos
comportamentais da esquizofrenia como exacerbar sintomas de pacientes
esquizofrénicos (SNYDER, 1973; POST, 1975). O hipofuncionamento do sistema

dopaminérgico do cortex pré-frontal pode ser o responsavel pelo desenvolvimento



24

de sintomas negativos, enquanto os sintomas positivos poderiam ser atribuidos ao
aumento da atividade dopaminérgica no sistema limbico (VASCONCELOS et al.,
2005).

Por outro lado, a diminuicdo do neurotransmissor glutamato € o ponto chave
para hipotese glutamatérgica. Kim e colaboradores (1980), em um estudo sobre a
esquizofrenia, sugeriram que pessoas que apresentam essa patologia apresentavam
uma diminuicdo na concentracdo de glutamato no liquido cefalorraquidiano.
Segundo Olney e Farber (1995) a hipofuncéo do receptor NMDA por si s6 pode ser
um possivel mecanismo para explicar a esquizofrenia. Além disso, a cetamina, um
antagonista ndo competitivo de receptores NMDA, assim como a fenciclidina é
considerada um modelo experimental para o estudo da esquizofrenia em animais de
laboratorio (JEEVAKUMAR et al., 2015).

Apesar de serem pensadas separadamente, existem alguns pontos que
convergem ambas as teorias. Por exemplo, a revisdo de Vasconcelos e
colaboradores (2005) mostra alguns. Primeiro, antagonistas do receptor NMDA
aumentam o disparo de neurbnios dopaminérgicos em roedores. Segundo, estudos
de PET medindo a ocupacao dos receptores dopaminérgicos apos a administracao
de cetamina sugeriram que antagonistas NMDA aumentam a liberacdo de dopamina
no nucleo estriado em humanos. Além disso, Becker e colaboradores (2003)
demonstraram que a cetamina administrada por cinco dias causa alteracbes nas
neurotransmissdes dopaminérgica, glutamatérgica e serotoninérgica, produzindo
aumento do receptor D2 no hipocampo, reducéo do receptor glutamatérgico, NMDA,
no coértex frontal, aumento do transportador da dopamina no estriado e do
transportador da serotonina no estriado, hipocampo e cortex frontal. Por altimo,
drogas antipsicéticas podem reverter um padrdo similar a esquizofrenia tanto em
animais que receberam um agonista dopaminérgico quanto nos que receberam um
antagonista NMDA (ROBINSON e BECKER, 1986; IRIFUNE et al., 1991; O'NEILL e
SHAW, 1999; BOSCHEN, 2015).
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Os antipsicoticos e seus alvos farmacoldgicos

Os antipsicoticos foram introduzidos na clinica médica psiquiatrica nos anos
50, revolucionando tanto o tratamento de pacientes esquizofrénicos quanto a visao
que se tinha sobre os manicbmios. Tal classe de farmaco € capaz de trazer
considerado alivio relacionado a alteracfes de fungdes psicologicas e dano do juizo
da realidade (GRAEFF, 1989). Os antipsicoticos podem ser divididos em tipicos
(primeiros agentes implementados na clinica) e atipicos (agentes mais recentes).

Os antipsicoticos tipicos, como por exemplo o haloperidol, a clorpromazina e
a loxapina, sdo frequentemente utilizados para controlar sintomas positivos, mas
parecem ndo possuir eficacia sobre os negativos e déficits cognitivos presentes em
pacientes esquizofrénicos. Sua acao se da principalmente pelo antagonismo de
receptores dopaminérgicos do tipo D2, resultando na inatividade dopaminérgica
prosencefalica (KARL et al., 2006).

Quanto aos antipsicoticos atipicos, como por exemplo a clozapina e a
risperidona, sdo mostrados possuir eficidcia tanto para sintomas positivos quanto
negativos da esquizofrenia (KARL et al., 2006). Estando estes pouco relacionados
ao desenvolvimento de transtornos extrapiramidais (MELTZER, 2004). A acéo
farmacoldgica da risperidona, por exemplo, baseia-se mais no bloqueio de 5-HT2 e
baixo bloqueio de D2 (KARL et al., 2006).

O receptor D2

Os efeitos da dopamina no sistema nervoso central sGo mediados pela sua
ligacdo e consequentemente ativacdo de receptores do tipo D1 e D2, os quais
diferem em propriedades bioquimicas e farmacologicas e em funcgdes fisiologicas
(KEBABIAN; CALNE, 1979; STOOF; KEBABIAN, 1981). Através do avanco de
técnicas moleculares foram descobertos os receptores dopaminérgicos D3, D4 e D5.
Atualmente os receptores sdo agrupados quanto a similaridade, em duas familias de
receptores, pertencendo D1 e D5 a familia D1-like e D2, D3 e D4 a familia D2-like
(SIBLEY; MONSMA, 1992; STRANGE, 1996).
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Todos os receptores dopaminérgicos sdo do tipo metabotropicos, sendo a
familia D1-like associada a proteina G estimulatoria e a familia D2-like associada a
G inibitéria. Em outras palavras, D2 inibe a adenilato ciclase, reduzindo os niveis de
AMP ciclico e comprometendo todo o sistema dependente dele (como a ativacédo de
PKA), enquanto que D1 produz mecanismos intracelulares inversos a D2,
estimulando a adenilato ciclase. Embora existam neurénios com somente D1 e
outros com somente D2, é frequente a presenca de ambos em um mesmo neurénio,
0 que sugere a existéncia de um antagonismo fisiolégico (NEVE; SEAMANS,;
TRANTHAM-DAVIDSON, 2004; BONCI; HOPF, 2005). Assim parece haver um
paradoxo que dificulta a explicacdo da evocacdo do comportamento locomotor
mediado pela sinalizacdo de D1 e D2, uma vez que estes receptores produzem
respostas intracelulares opostas no que tange a ativagéo da adenilato ciclase.

Contudo o trabalho de Lee e colaboradores (2002), utilizando camundongos
nulos para a adenilato ciclase do tipo 5 revelou achados interessantes para a
compreensao dessa aparente inconsisténcia. Primeiramente, os referidos autores
mostraram que o haloperidol foi incapaz de inibir a atividade locomotora de animais
mutantes. Em segundo lugar, tanto o SKF quanto o DHX, ambos agonistas D1,
produziram um aumento da atividade locomotora de animais mutantes quando
comparados ao seu controle e aos animais selvagens, mesmo a ativacdo de D1
sendo dependente de adenilato ciclase. Tais autores sugeriram que a via
envolvendo a adenilato ciclase 5 é fundamental na evocacéo da resposta locomotora
mediada por D2, mas ndo por D1 (LEE et al., 2002). Talvez a via de sinalizacao para
geracdo do comportamento locomotor seja diferente para cada um desses
receptores, e o papel do receptor D1 no comportamento locomotor ndo esteja ligado
a adenilato ciclase (GNANALINGHAM et al., 1995).

O receptor D2 esta presente principalmente no estriado, tubérculo olfatério e
nlcleo acumbente (MISSALE et al., 1998). E possivel constatar sua transcricdo na
area do tegumento ventral e na substancia negra, estruturas que sao pontos de
partida das vias mesolimbica e nigroestriatal, respectivamente (GINGRICH; CARON,
1993). Ao que tudo indica, o receptor dopaminérgico D2 tanto na area do tegumento
ventral quando no ndcleo acumbente modula a atividade locomotora (BAKER et al.,
1996; TASLIMI et al.,, 2012; BAIK, 2013). Sabe-se também que a ativagéo
dopaminérgica mediada por este receptor no nucleo acumbente se correlaciona com
recompensa e abuso de drogas (SPANAGEL et al., 1999; ABRAHAO et al., 2012).
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Cabe notar que a sensibilizagao comportamental, expressada como um aumento da
atividade locomotora com a exposicdo repetida a drogas de abuso, mostra
claramente a associacdo entre locomocdo e drogas de abuso. De fato, como ja
mencionado anteriormente, a area do tegumento ventral e o nlcleo acumbente séo
regides neurais chaves para o desenvolvimento e a expressao da resposta
locomotora sensibilizada, respectivamente (CADOR; BJIJOU; STINUS, 1995).

Com base no descrito acima, podemos sugerir que existe uma grande
possibilidade do receptor dopaminérgico D2 estar envolvido na hiperatividade
locomotora produzida por cetamina. Um interessante achado que corrobora essa
ideia foi a capacidade do antagonista D2, racloprida, ter inibido o aumento da
liberacdo de dopamina produzido por administracées tanto de fenciclidina quando de
cetamina (KAPUR; SEEMAN, 2002). Além disso a cetamina mostrou afinidade para
o receptor D2 comparavel ao NMDA, sendo a resposta do receptor D2 consistente
com agonismo. Essa mesma interacdo agonista foi vista entre a cetamina e o
receptor serotoninérgico 5-HT2 (KAPUR; SEEMAN, 2002).

O receptor 5-HT2

Atualmente é conhecida a existéncia de 7 familias e 14 subtipos de
receptores da 5-hidroxitriptamina (5-HT; serotonina) em espécies de mamiferos. Sao
estas a familia 5-HT1 que apresenta os subtipos A, B, D, E e F; a familia 5-HT2 A, B
e C; os receptores 5-HT3 e 5-HT4; a familia 5-HT5 que apresenta os subtipos A e B
e 0s receptores 5-HT6 e 5-HT7, nos quais a serotonina exerce seus efeitos. Dentre
todos estes receptores somente o 5-HT3 é ionotropico, sendo todos os demais
metabotropicos. A serotonina pode atuar de maneira diferente sobre cada um dos
receptores, de forma que, por exemplo, a ativacdo de 5-HT1 esta associada a
inibicdo, enquanto que a ativagdo de 5-HT2 a uma sinalizagédo excitatoria (BARNES;
SHARP, 1999).

A ativacdo do receptor 5-HT2 pela serotonina foi mostrada produzir
despolarizacdo de neurdnios no nacleo acumbente (NORTH; UCHIMURA, 1989),
que também estar relacionado a expressdo da sensibilizacdo comportamental
(CADOR; BJIJOU; STINUS, 1995). Adicionalmente, trabalhos apontam a ativacao
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serotoninérgica, via 5-HT2, como um mecanismo importante ao comportamento
locomotor. J& Stawinska e colaboradores (2014) sugeriram que 0s receptores 5-HT2
e 5-HT7 sdo os mais importantes para o comportamento locomotor. Para Liu e
Jordan (2005) a locomocao produzida por estimulacdo de neurbnios
serotoninérgicos no tronco cerebral de ratos neonatos teve a participacdo de
receptores 5-HT2.

Outros dados envolvendo diversos agentes farmacoldgicos também apontam
para um real papel de 5-HT2 no comportamento locomotor. Um estudo mostrou que
0 antagonista 5-HT2, cetanserina, ndo so6 alterou a atividade locomotora, mas como
também blogueou o desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental a cocaina
(FILIP; NOWAK; PAPLA, 2001). Por outro lado Zaniewska e colaboradores (2009)
mostraram que o agonista 5-HT2A, DOI, tanto aumentou a atividade basal de ratos
quanto exacerbou a hiperatividade locomotora induzida por nicotina. Ao que tudo
indica existe uma forte relacdo entre o receptor em questdo e a atividade
locomotora, incluindo aquelas evocadas por antagonistas NMDA. Nesse mesmo
sentido Maurel-Remy e colaboradores (1995) concluiram em seu estudo que a
hiperatividade locomotora induzida pela fenciclidina era dependente de 5-HT2A.
Adicionalmente, Su e colaboradores (2007) mostraram que a risperidona,
provavelmente por mecanismos envolvendo somente o bloqueio de 5-HT2, atenuou

a hiperatividade locomotora induzida pelo antagonista NMDA, MK-801.

A influéncia de efeitos antipsicéticos via D2 e 5-HT2 sobre respostas

sensibilizadas a cetamina

Como ja tem sido dito, a atividade locomotora é um comportamento em parte
mediado pelo receptor D2 (BAKER et al.,, 1996; LEE et al., 2002; TASLIMI et al.,
2012; BAIK, 2013) e ao que tudo indica existe uma participacdo do receptor 5-HT2
nesse processo (FILIP; NOWAK; PAPLA, 2001; LIU; JORDAN, 2005; SLAWINSKA;
MIAZGA; JORDAN, 2014). Com a sensibilizagcdo comportamental, que se pode dizer
ser um fendmeno psicofarmacolégico mais complexo envolvendo a atividade
locomotora em modelos animais, também existe a participacdo desses receptores.
Assim, existem trabalhos onde tanto o receptor D2 (MATTINGLY; ROWLETT, 1989;
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ABRAHAOQO et al.,, 2012) quanto o 5-HT2 (FILIP; NOWAK; PAPLA, 2001; FILIP;
BUBAR; CUNNINGHAM, 2004) sdo capazes de intervir no desenvolvimento e/ou na
expressdo da sensibilizacdo comportamental produzida por agonistas
dopaminérgicos.

Adicionalmente, ha relatos de que antagonistas D2 (MEYER; PHILLIPS,
2003) e 5-HT2 (MAUREL-REMY; BERVOETS; MILLAN, 1995; SU et al.,, 2007)
previnem a hiperatividade induzida por antagonistas NMDA. Contudo, apesar de
evidéncias que indicam que, além ser um antagonista NMDA, a cetamina também
interage de forma agonistica com os receptores D2 e 5-HT2, ndo encontramos
estudos com objetivo de investigar o envolvimento destes receptores na atividade
locomotora desenvolvida e expressada pela cetamina. Por esse motivo, um dos
objetivos desta tese (experimentos 2 e 3) foi verificar se o tratamento prévio com
antagonistas D2 (racloprida) e 5-HT2 (cetanserina), iria prevenir o desenvolvimento
e a expressdo da sensibilizacdo comportamental a cetamina. Os resultados desse
objetivo podem contribuir para a compreensao dos efeitos antipsicoticos mediados,
separadamente, por D2 e 5-HT2 dentro do modelo experimental glutamatérgico da
esquizofrenia induzido por cetamina.

Dentro desse mesmo cenario que diz respeito aos efeitos antipsicéticos, um
interessante estudo mostrou que ocorre um aumento progressivo desses efeitos, o
que os autores chamam de sensibilizacdo antipsicétia, a qual ao que tudo indica
pode ser dependente do contexto (ZHANG; LI, 2012). Por outro lado, anterior a isso
ja tem sido visto que drogas que servem de modelo experimental para esquizofrenia,
como a anfetamina a cetamina, parecem interagir com fatores ambientais. Por
exemplo, ja é estabelecido na literatura que a anfetamina tem seus efeitos
maximizados por fatores ambientais (TILSON; RECH, 1973; SUKHANOV et al.,
2016). Nesse mesmo sentido, embora ndo tenham explorado especificamente esse
campo, Trujillo e colaboradores (2008) sugeriram que os efeitos comportamentais da
cetamina estariam envolvidos com dicas ambientais. Visto isso, talvez seja possivel
gue os efeitos psicomiméticos de antagonistas NMDA também estejam relacionados

ao ambiente.
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A resposta locomotora condicionada

A aprendizagem é um fendbmeno complexo que ndo se restringe a apenas
uma nova habilidade ou absorcdo de conhecimento, nela também ha o
desenvolvimento da interagdo social, emocionalidade e até mesmo da personalidade
do individuo. Nesse processo ocorre a aquisicdo de novas informacdes do meio,
resultando dessa experiéncia a modificacdo do comportamento (BRANDAO, 2004).
Tal processo apresenta-se de variadas formas, desde a mais simples como a
habituacdo até a mais complexa que é o ensino. Dentre o0s processos de
aprendizagem, vale ressaltar o condicionamento classico, ou também conhecido
como pavloviano (SALVADOR, 2014).

O estudo do condicionamento classico foi iniciado em principios do século XX
por Ivan Petrovitch Pavlov. Pode-se dizer que ¢é largamente conhecido o
experimento da “campainha” de Pavlov. Com esse teste foi mostrado que a
associacdo entre um estimulo neutro (ruido da campainha) e um estimulo
incondicionado (apresentacdo da comida), transformava o estimulo neutro em
estimulo condicionado, capaz de causar uma resposta condicionada (o ruido da
campainha passa a funcionar como um estimulo condicionado gerador de resposta
condicionada - salivacdo - mesmo na auséncia do estimulo incondicionado -
comida). Assim, a resposta originalmente incondicionada (salivacdo) se transforma
em condicionada (salivacdo mediante o toque da campainha) (ATKINSONS et al.,
1995).

Outro experimento menos conhecido foi o teste de condicionamento feito por
Pavlov com administracdes de apomorfina. Segundo mencionado por Carey (1988),
Pavlov verificou que a administragdo subcutdnea de apomorfina resultou em
aumento da salivagdo, inquietacdo e propensdo ao vOmMito em animais
experimentais. Essas respostas foram incondicionadas, pois embora tenham sido
evocadas pela apomorfina sao fisioldgicas. Sendo assim, apds sucessivas
repeticdbes de associacdo entre o ruido de uma campainha (estimulo neutro) e
injecbes de apomorfina (estimulo incondicionado) foi gerada uma resposta
condicionada (salivacao, inquietacdo e propensédo ao vomito) eliciada pelo estimulo
condicionado (ruido da campainha). Portanto, Pavlov foi o primeiro pesquisador a

revelar que a associagdo entre efeito da droga e ambiente no qual ela é
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experimentada, € capaz de consolidar o condicionamento, sendo o ambiente uma
rica fonte de estimulo condicionado, capaz de desencadear efeitos fisioldégicos
(DREW; GLICK, 1988).

Mais para frente Tilson e Rech (1973) constataram que o psicoestimulante
dopaminérgico, anfetamina, associado ao contexto de um ambiente experimental foi
capaz de produzir uma resposta locomotora condicionada. Atualmente pode-se dizer
que os experimentos envolvendo drogas avancaram significativamente, pois tem
sido demonstrado que véarias drogas produzem uma resposta locomotora
condicionada, como por exemplo, a anfetamina (GOLD; SWERDLOW,; KOOB,
1988), a cocaina (BROWN; FIBIGER, 1992), a apomortina (DIAS; CAREY;
CARRERA, 2006), a quimpirola (EINAT et al.,, 1996) e o MDMA (GOLD; KOOB,
1989).

Assim, esta estabelecido que, os efeitos de drogas de abuso nao se limitam a
fatores fisioldgicos, eles interagem com dicas contextuais e podem condicionar os
individuos, de modo que a simples exposicao a tais dicas pode eliciar uma resposta
similar a droga (SELF; NESTLER, 1998). Isso justifica a importancia de estudos
utilizando o condicionamento pavioviano na perspectiva do campo aberto. A
associacao entre o teste do campo aberto e a administracdo de drogas de abuso em
animais experimentais permite um paralelo com o que ocorre em individuos usuarios
de drogas de abuso, os quais usam as drogas em ambientes especificos. Este tipo
de desenho experimental possibilita a investigagcdo do porqué da exposicéo a dicas
ambientas (por ex. o0 contexto de uma rave onde a droga normalmente foi
experimentada) resultar no intenso desejo de fazer novamente uso da droga (SELF;
NESTLER, 1998)

A sensibilizagdo comportamental dependente do contexto

Outro fenbmeno dependente do contexto e que pode estar relacionado ao
condicionamento pavloviano (a resposta locomotora condicionada) é a
sensibilizacdo comportamental dependente do contexto (HINSON; POULOS, 1981).
Desde a década de 70 ja tem sido mostrado que além de repetidas administracdes

de psicoestimulantes exacerbarem progressivamente o comportamento locomotor,
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este efeito € maximizado pela influéncia do contexto ambiental e, por isso, esse
especifico fenbmeno da sensibilizagdo comportamental € chamado de dependente
do contexto (TILSON; RECH, 1973). Diversos psicoestimulantes tem revelado
produzir sensibilizacdo dependente do contexto, como por exemplo, a quimpirola
(EINAT et al., 1996), a cocaina (WOOD et al.,, 1998), a apomorfina (KELLER,;
DELIUS; ACERBO, 2002), a metanfetamina (ITZHAK et al., 1998) e 0o MDMA (BALL,;
BUDREAU; REBEC, 2006).

Alguns trabalhos existentes na literatura tém relacionado locomocgéo
condicionada a sensibilizacdo dependente do contexto. Primeiro, existem trabalhos
mostrando a exibicdo tanto da resposta locomotora condicionada quando da
contextualmente sensibilizada no mesmo grupo de animais (HINSON; POULOS,
1981; WOLF; KHANSA, 1991; SUKHANOQOV et al., 2016). Segundo, dentre tais
autores, os de citagdo mais antiga sugeriram que a sensibilizacdo dependente do
contexto recebia uma forte contribuicdo do condicionamento pavloviano para existir
(HINSON; POULOS, 1981). Por outro lado Wolf e Khansa (1991) mostraram que a
resposta locomotora tanto condicionada quanto contextualmente sensibilizada por
anfetamina recebiam uma contribuicdo do receptor NMDA. Complementarmente, 0
trabalho de Sukhanov e colaboradores (2016) também verificou ambos o0s
fenbmenos em concomitancia, sobre os quais a anfetamina produziu efeitos mais
pronunciados em camundongos nulos para o gene do receptor TAAR. Estes
mesmos animais mutantes também mostraram significativas alteracdes nos niveis
de receptores NMDA (SUKHANOV et al., 2016). Com isso € possivel sugerir que o
sistema glutamatérgico também possa esta implicado em ambas as respostas.

Assim, a repetida exposi¢do a drogas pode levar tanto a consolidacdo de uma
resposta locomotora condicionada quando contextualmente sensibilizada, sendo que
ambas necessitam intrinsicamente de dicas ambientas. E bem estabelecido que
drogas com caracteristicas psicoestimulantes sdo as que possuem a capacidade de
evocar tais respostas comportamentais. Contudo, embora ja tenha sido mostrado
que a cetamina produz tanto hiperatividade locomotora quanto sensibilizacéo
comportamental a semelhanca de outros psicoestimulantes (IRIFUNE; SHIMIZU;
NOMOTO, 1991; UCHIHASHI et al.,, 1993; IRIFUNE et al., 1998; TRUJILLO;
ZAMORA; WARMOTH, 2008), atualmente apenas um trabalho demonstrou os
efeitos da cetamina sozinha sobre a preferéncia condicionada ao local (SUZUKI et

al., 2000). Até o momento, ndo ha& estudos com foco nas propriedades
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condicionantes da cetamina na perspectiva do campo aberto, tampouco com foco
nas suas caracteristicas contextualmente sensibilizantes. Diante do apresentado
anteriormente, o Ultimo objetivo desta tese (experimento 4) foi verificar tais
fenbmenos ainda ndo investigados, acreditando que devido suas caracteristicas
comportamentais a cetamina ira gerar tanto a locomocdo condicionada quanto a

sensibilizacdo comportamental dependente do contexto.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Verificar a sensibilizagdo comportamental induzida por cetamina, assim como

sua interacdo com o ambiente e com receptores dopaminérgicos D2 e

serotoninérgicos 5HT2.

1.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

Experimento 1: Avaliar o desenvolvimento e a expressdo da
sensibilizagdo comportamental induzida pela cetamina nas doses de 30
e 50 mg/kg;

Experimento 2: Investigar o papel do antagonista D2, racloprida, sobre
o desenvolvimento e expressdo da sensibilizagdo comportamental
induzida por cetamina;

Experimento 3: Investigar o papel do antagonista 5HT-2, cetanserina,
sobre 0 desenvolvimento e expressdo da sensibilizacédo
comportamental induzida por cetamina;

Experimento 4: Avaliar o potencial da cetamina 30 mg/kg em produzir
resposta locomotora condicionada e sensibilizagdo comportamental

dependente do contexto ambiental.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Sujeitos

Todos os experimentos foram realizados com a aprovacdo do Comité de Etica
para Cuidados e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (CEA / 029 / 2014),
em conformidade com a Declaracédo de Helsinki e com o Guia de cuidados e uso de
animais de laboratério adotado e promulgado pelos Institutos Nacionais de Saude.

Camundongos Swiss foram criados e mantidos no nosso biotério a uma
temperatura de 21-22°C e um ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 01:00)
com livre acesso a comida e agua. Apds o desmame (dia pos-natal 21 = PN21), os
camundongos foram separados por sexo. Um macho e uma fémea de cada ninhada
foram atribuidos a cada grupo de tratamento e alojados em grupos de 3 a 4 animais.
Quando atingiram idade entre PN75 e PN90, os animais foram submetidos ao

protocolo experimental descrito abaixo.

2.2 Ambiente experimental

Todos o0s experimentos foram realizados na mesma sala de teste
comportamental (Laboratério de Neurofisiologia / Departamento de Ciéncias
Fisiologicas / IBRAG / UERJ), cuja iluminacéo era branca e a temperatura controlada
a 22 + 2°C. Neste ambiente experimental havia um campo aberto (32 x 32 x 32 cm)
de madeira com paredes internas pintadas na cor preta. Um sistema de filmagem
contendo uma webcam (Philips, Precision Lens F:2,6) foi posicionado 100 cm acima
do campo aberto e conectado a um netbook (da marca HP), o qual capturou e
armazenou as imagens para futuras analises. Como ruido de fundo contamos com o
ar condicionado (Consul, ClasseA 18000), o qual foi ligado no inicio de cada sessao
experimental e desligado ao término desta. Todos o0s experimentos foram

conduzidos na fase clara entre as 9:00 e 12:00 horas.
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2.3 Drogas

O cloridrato de cetamina (VETNIL® 10%, S&o Paulo, Brasil) foi administrado
nas doses de 30 (cet30) ou 50 (cet50) mg/kg por via intraperitoneal. O tartarato de
racloprida (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo — Brasil) e o tartarato de cetanserina (Sigma-
Aldrich, Sado Paulo — Brasil) foram administrados nas doses de 0,5 (rac) e 3 (cts)
mg/kg, respectivamente, ambos por via subcutanea. Vale lembrar que a cetanserina
apesar de ter maior afinidade por 5-HT2A, também possui moderada atividade por 5-
HT2C (HOYER et al., 1994). Devido a isso, o presente trabalho ir4 tratar o receptor
como apenas antagonista 5-HT2, do mesmo jeito que fez Sugino e colaboradores
(2009) em seu trabalho. Todas as drogas tiveram a solugcdo salina (NaCl 0,9 %)

como veiculo e um volume de administracao igual a 5ml/kg.

2.4 Procedimentos

Os camundongos foram transferidos do biotério a sala de teste em uma gaiola
preta (cor diferente de suas gaiolas moradias) e puderam se aclimatar ao novo
ambiente por um periodo de 10 minutos. Somente apds esse periodo foram
iniciados os respectivos tratamentos, os quais variaram em funcdo do experimento
e/ou da fase experimental. Vale ressaltar que todos os animais foram introduzidos
no campo aberto imediatamente apds receberem seus respectivos tratamentos.

Todos os experimentos foram dotados das mesmas fases experimentais, ou
seja, habituagdo, inducdo, retirada e teste de sensibilizacdo. Os detalhes e
particularidades dos procedimentos em cada um dos experimentos serdo descritos
em seus devidos capitulos, precedendo os resultados. De uma forma geral, os

procedimentos das fases podem ser resumidos da seguinte forma:

a) Habituag&o (do 1° ao 3° dia): os animais de todos 0s experimentos
foram inicialmente habituados por 3 dias, sendo expostos a uma
injecéo de salina seguida de introducao imediata ao campo aberto. A

duracéo do teste variou conforme o experimento. Tal fase objetivou
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reduzir o estresse associado a injecao, ao manuseio dos animais e a
exposicao ao ambiente novo;

b) Inducédo (do 4° ao 10° dia): um dia apos o término da habituacéo,
todos os animais foram submetidos aos seus respectivos
tratamentos por 7 dias consecutivos. Isso permitiu conhecer tanto os
efeitos da cetamina sobre o desenvolvimento da sensibilizacao
guanto sua relacdo com o ambiente e com o0s receptores D2
(dopaminérgicos) e 5-HT2 (serotoninérgicos);

c) Retirada (do 11° ao 15° dia): nesse periodo, 0s animais
permaneceram no biotério sem receber qualquer tipo de tratamento.
Os 5 dias de retirada serviram para verificar se os efeitos da
cetamina, assim como de suas interacdes (com o ambiente ou com
0 antagonismo dos receptores D2 ou 5-HT2), iriam persistir. O
periodo de retirada foi o0 mesmo em todos os experimentos, exceto
para o experimento 4, que teve uma primeira retirada nos dias
experimentais 11 e 12, um teste de condicionamento no dia 13 e
uma segunda retirada nos dias 14 e 15 (mais detalhes podem ser
vistos no capitulo do experimento 4);

d) Teste de sensibilizacdo (16° dia): os animais foram desafiados
nesse dia com cetamina ou veiculo para se verificar a persisténcia
dos efeitos da cetamina ou de suas interacbes sobre a

sensibilizacdo comportamental.

2.5 Quantificacdo Comportamental

Os videos gerados nos experimentos foram lidos pelo software VLC Media
Player e observados através de um monitor coberto por plastico insufiim, o qual
permitiu dividir a area do campo aberto em 9 quadrados iguais. Com tais
instrumentos foi possivel quantificar o comportamento de locomocdo (também
chamado aqui de atividade locomotora ou locomogédo horizontal). A locomocéo foi
quantificada por ser frequentemente utilizada para verificacdo da sensibilizagc&o

comportamental. A andlise da locomocdo horizontal foi comum a todos os
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experimentos. Contudo, no experimento 1 também foram quantificados o nimero de
levantamentos (ou locomocéo vertical), a autolimpeza, a rotacdo e a queda, 0s quais
serdo descritos em detalhe na secdo 4. Visando a analise das medidas
comportamentais ao longo do tempo, o experimento 1 foi dividido em 6 intervalos de
10 minutos (totalizando 60 min) e os experimentos 2, 3 e 4 em 8 intervalos de 2,5
minutos (totalizando 20 min). Todas as quantificacbes comportamentais foram
realizadas no 1°, 4° e 7° dia da fase de inducao (indl1, ind4 e ind7), no teste de

condicionamento (exclusivo do experimento 2) e no teste de sensibilizagéo (TS).

2.6 Andlise estatistica

Os dados sdo apresentados como Média e Erro Padrdo da Média. Para
reduzir a probabilidade de erros estatisticos do tipo 1 que possam resultar de
repetidos testes do conjunto global de dados, os resultados foram avaliados por
Andlises de Variancia para Medidas Repetidas (rANOVAS), analisando de forma
global cada variavel (atividade locomotora, levantamento, autolimpeza, rotacdo e
gueda). Os fatores TRATAMENTO e SEXO foram usados como fatores entre-
sujeitos, enquanto DIA e INTERVALO foram considerados fatores intra-sujeitos.
Sempre que TRATAMENTO interagiu com o0s outros fatores foi realizado o teste
post-hoc de Duncan, considerado adequado p<0,05.

O comportamento de cada grupo experimental ao longo dos dias e intervalos
(andlise longitudinal) foi avaliado por rANOVAs, para cada variavel. SEXO foi usado
como fator entre-sujeito, enquanto DIA e INTERVALO foram considerados fatores
intra-sujeitos. Interacoes entre os fatores foram investigadas com o uso do teste
post-hoc de Duncan, considerado adequado p<0,05.

A esfericidade dos dados foi acessada pelo teste de Mauchly e sempre que a
suposicdo de esfericidade foi violada, utilizou-se o parametro € Greenhouse-Geisser,
gue ajusta os graus de liberdade (GREENHOUSE; GEISSER, 1959).
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3 EXPERIMENTO 1: O DESENVOLVIMENTO E A EXPRESSAO DA
SENSIBILIZACAO COMPORTAMENTAL INDUZIDA PELA CETAMINA NAS
DOSES DE 30 E 50 MG/KG

3.1 Procedimento especifico

Este experimento foi composto por 4 fases, sendo elas habituacdo (ja descrita
no item 2.4 do material e métodos), inducéo, retirada e teste de sensibilizacdo
(desafio a droga). ApoOs a habituacao (do dia 1 ao 3), iniciou-se a fase de inducéo
(do dia 4 ao 10, chamados de ind1 a ind7, respectivamente), onde os camundongos
receberam por 7 dias consecutivos uma injecao (i.p.) diaria de cetamina 30 mg/kg
(cet30; machos = 8 e fémeas = 8), cetamina 50 mg/kg (cet50; machos = 10 e fémeas
= 8) ou veiculo (vei; machos = 8 e fémeas = 8). A inducdo foi seguida por um
periodo de 5 dias de retirada (dias 11 a 15), durante o qual os animais
permaneceram no biotério sem qualquer tipo de manipulacéo. Finalmente no 16° dia
0s animais receberam um desafio com o mesmo tratamento dado na indugéo. Esse
altimo dia foi chamado de teste de sensibilizacao e teve como finalidade verificar a
expressado da sensibilizacdo comportamental. Em todas as fases, exceto na retirada,
0S animais receberam suas respectivas inje¢cdes e foram imediatamente colocados
no centro do campo aberto por um periodo de 60 minutos (a linha temporal do

experimento 1 estd esquematizada na figura 2).
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Figura 2 — Linha temporal do experimento 1

Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
@ @ @ @
) Teste de
Habituagio Indugao Retirada sensibilizagdo
Desafio:
vei (0=8;9=38) > vei
cet30 (g=8;2=28) > cet 30
cet50 (=10; 2=38) > cet50

Legenda: vei = salina (i.p.); cet30 = cetamina 30 mg/kg (i.p.); cet50 = cetamina 50 mg/kg (i.p.); TS =
Teste de sensibilizacdo. “: Dias em que as atividades comportamentais foram
quantificadas — dias 4 (ind1), 7 (ind4), 10 (ind7), correspondentes ao 1°, 4° e 7° dia da
inducéo, respectivamente, e 16 (TS).

Fonte: O autor, 2016.

Para a quantificagdo comportamental do experimento 1, cada teste de 60
minutos foi dividido em 6 intervalos de 10 minutos. Foram analisados a atividade
locomotora (ou locomocao horizontal), o levantamento (ou locomocao vertical), a
autolimpeza, a rotacdo e a queda. A locomocao foi quantificada por ser
frequentemente utilizada para verificagdo da sensibilizagdo comportamental. Os
comportamentos de levantamento e autolimpeza, por sua vez, por estarem
correlacionados a atividade locomotora, ora por estarem competindo diretamente
com esta ora por serem produzidos de forma dose-dependente pelas mesma drogas
gue aumentam a atividade locomotora. A locomocao horizontal foi quantificada
através do numero de vezes que o animal passou de um quadrado para 0 outro com
as 4 patas. O levantamento foi mensurado pelo nimero de vezes que o animal ficou
somente sobre suas duas patas traseiras no centro ou nas laterais do campo aberto,
tendo as patas dianteiras apoiadas ou ndo na parede do campo aberto. A
autolimpeza foi registrada tanto pelo tempo (segundos) quanto pelo namero de
vezes em que o animal limpou o seu corpo e/ou a face com o auxilio da lingua, das
patas dianteiras, das patas traseiras ou de ambas as patas.

Adicionalmente, foi verificado em experimentos pilotos que animais expostos
a cetamina apresentavam uma rotacdo estereotipada e uma queda lateralizada
seguida de retomada da postura normal. Visto isso, 0 presente trabalho se inclinou a

estabelecer parametros para quantificar esses comportamentos chamados aqui de
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rotacdo e queda. Para a rotacdo foi considerado o nimero de vezes que o animal
deu uma volta para esquerda ou para a direita em torno do proprio eixo. Para a
gueda foi considerado o numero de vezes que 0 animal caiu para a esquerda ou

direita e em seguida levantou-se.

3.2 Resultados

3.2.1 Atividade locomotora (figura 3)

A exposicao a cetamina teve impacto marcante na atividade locomotora dos
animais (rANOVA: TRATAMENTO - F(244) = 31,25, p<0,001), pois tanto animais
cet30 quanto cet50 apresentaram aumento significativo da locomocdo quando
comparados a vei (cet30 > vei e cet50 > vei; Teste de Duncan, p<0,05; indicado em
B da figura 3). Além disso, os efeitos da cetamina variaram em funcdo do dia e do
intervalo (rANOVA: TRATAMENTO x DIA x INTERVALO - Fu222678 = 3,46,
p<0,001; TRATAMENTO x INTERVALO — F 3038 = 37,26, p<0,001). Os grupos
cet30 e cetb0 apresentaram elevada atividade locomotora nos primeiros intervalos
da fase de inducdo e no TS quando comparados ao grupo vei. Esta atividade sofreu
reducdo acentuada ao longo dos 60 minutos de cada dia de teste, de forma que as
diferencas entre os grupos tende a se dissipar nos ultimos intervalos. O grupo vei
também apresentou reducdo da atividade locomotora, contudo a atividade inicial
deste grupo foi menor em todos dias analisados, de forma que a reducédo de
atividade foi menor em intensidade quando comparada aos grupos expostos a
cetamina. Consistente com estes achados, o teste post-hoc de Duncan indicou que
camundongos cet30 e cet50 no 1° intervalo de todos os dias analisados
apresentaram maior atividade locomotora quando comparados a camundongos vel.
As analises apontam também que a resposta locomotora gerada por cet30 foi mais
intensa quando comparada a cet50. No 2° intervalo, em todos os dias analisados,
nao houve mais diferencas entre cet30 e cet50, no entanto, ambos o0s grupos
apresentaram atividade locomotora maior que animais vei. Em geral, todas as

diferencas haviam desaparecido nos ultimos intervalos, exceto em indl, onde o
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grupo cet50 apresentou maior atividade locomotora quando comparado aos demais
grupos do 3° ao 6° intervalo.

A andlise longitudinal de cada grupo experimental ao longo dos dias
quantificados indicou um aumento progressivo da resposta locomotora de animais
cet30 (rANOVA: DIA x INTERVALO — F(75:140,4) = 4,67, p<0,001; DIA — F:56) = 3,24,
p<0,05), mas nao para animais vei e cet50 (p>0,05). O teste post-hoc de Duncan
indicou que a atividade locomotora de animais cet30 nos ultimos dias superou a dos
primeiros tanto no 1° intervalo (atividade de ind4, ind7 e TS maior que de indl)
quanto no 2° (atividade de ind7 e TS maior que de ind1 e ind4).

Figura 3 — Efeitos das administracfes de cetamina (i.p.) sobre a atividade
locomotora no campo aberto
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a
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<
N
D 400 A b #
(14 b
(&)
w300 - b bQb
(=)
o i b
S 200 S\b b
=
] b
S 100
=2
0
123 4:5 6 123 4.5 6 123 456 12 3 4 5 6 (intervalos)
ind1 ind4 ind7 TS

Legenda: Quantificacdo obtida através do nimero de cruzamentos nos dias 1 (indl), 4 (ind4) e 7
(ind7) da fase de inducao e durante o teste de sensibilizacdo (TS). Os 60 minutos de teste
foram divididos em 6 intervalos de 10 min. vei = veiculo, cet30 = cetamina 30 mk/kg e
cet50 = cetamina 50 mk/kg. Comparacao global entre os grupos: B = atividade locomotora
maior que vei. Comparacdes entre os grupos a cada dia analisado: a = diferente de todos
0s outros grupos e b = diferente do grupo vei. Comparac¢6es de cada grupo ao longo dos
dias analisados: + = cet30 diferente de ind1 nos intervalos marcados e # = cet30 diferente
de indl1 e ind4 nos intervalos marcados. Valores representados em média + erro padrao da
média. Diferencas reveladas pelo teste post-hoc de Duncan (p<0,05).

Fonte: O autor, 2016.
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3.2.2 Levantamento (figura 4)

A exposicdo a cetamina afetou o comportamento de levantamento dos
camundongos (rANOVA: TRATAMENTO - Fpa4 = 7,16, p<0,01), blogueando tal
atividade em ambas as doses (cet30 < vei e cet50 < vei; Teste de Duncan, p<0,05;
indicado em B da figura 4). Contudo, cabe ressaltar que este efeito variou em funcao
do dia e do intervalo (rANOVA: TRATAMENTO x DIA x INTERVALO - F6,2:356,5 =
2,43, p<0,01; TRATAMENTO x INTERVALO - F(52:114,6) = 11,54, p<0,001). De forma
geral, a comparacdo entre os grupos cet30 e cet50 e o grupo vei indicou que 0s
grupos expostos a cetamina apresentaram menor nimero de levantamentos no
inicio dos testes seguido do aumento da atividade. Inversamente, 0 grupo vei
apresentou acentuada reducdo no niumero de levantamentos ao longo do teste nos
diferentes dias analisados. A analise post-hoc detalhada do comportamento ao longo
dos intervalos a cada dia indicou que animais cet30 apresentaram uma diminuicao
do numero de levantamentos quando comparados aos vei nos dois primeiros
intervalos de indl e no primeiro intervalo de ind4. Apesar dessa diferenca ter
desaparecido em ind7, ela ressurge no primeiro intervalo do teste de sensibilizacéo.
A diminuicdo do levantamento foi mais pronunciada em camundongos cet50, os
quais quando comparados aos vei apresentaram menor numero de levantamento
nos 4 primeiros intervalos de ind1 e nos dois primeiros intervalos de ind4, ind7 e TS.

A andlise longitudinal de cada grupo experimental ao longo dos dias
guantificados indicou que a cetamina nao produziu alteracdes progressivas da

atividade locomotora vertical.
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Figura 4 — Efeitos das administracdes de cetamina (i.p.) sobre o comportamento de
levantamento no campo aberto
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Legenda: Quantificacdo obtida através do ndmero de levantamentos nos dias 1 (ind1), 4 (ind4) e 7
(ind7) da fase de inducéo e durante o teste de sensibilizagdo (TS). Os 60 minutos de teste
foram divididos em 6 intervalos de 10 min. vei = veiculo, cet30 = cetamina 30 mk/kg e
cet50 = cetamina 50 mk/kg. Comparacdo global entre os grupos: B = nuamero de
levantamentos menor que vei. Comparagfes entre os grupos a cada dia analisado: a =
diferente de todos os outros grupos e b = diferente do grupo vei. Valores representados
em média + erro padrdo da média. Diferengas reveladas pelo teste post-hoc de Duncan
(p<0,05).

Fonte: O autor, 2016.

3.2.3 Autolimpeza (figura 5 e 6)

Os grupos cet30 e cet50 apresentaram menor tempo de autolimpeza que o
grupo vei (rANOVA: TRATAMENTO F.44) = 17,50, p<0,001; cet30 < vei e cet50 <
vei; Teste de Duncan, p<0,05; indicado em B da figura 5). Contudo, o efeito da
cetamina variou em fungdo do dia e intervalo (rANOVA: TRATAMENTO x DIA x
INTERVALO - Fs23353 = 1,89, p<0,05; TRATAMENTO x DIA - FEasz) = 2,33,
p<0,05; TRATAMENTO x INTERVALO - F¢z7.170,1) = 6,61, p<0,001). Embora tendo a
menor autolimpeza, os grupos cet30 e cet50 tiveram o tempo de autolimpeza
aumentado ao longo dos 60 minutos de cada teste. Exceto em ind1, o inverso foi
identificado no grupo vei, de forma que as diferencas entre 0S grupos expostos a

cetamina e o grupo vei foram reduzidas ou anuladas ao longo dos intervalos. A
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analise post-hoc detalhada indicou que animais cet30 apresentaram menor tempo
de autolimpeza quando comparados ao grupo vei durante os dois ou trés primeiros
intervalos de todos os dias observados, exceto no segundo intervalo de indl, onde
0s animais cet30 apresentaram tempo de autolimpeza intermediario e foram
diferentes dos demais grupos. Apesar dos animais cet50 terem apresentado tempo
de autolimpeza menor que animais vei (1° e 6° intervalo de indl e 1°, 2° e 3°
intervalo de ind4, ind7 e TS), em ind1 (2°, 3° e 5° intervalos), o tempo de autolimpeza
foi menor que de todos 0s outros grupos, ou somente menor que animais cet30 (4°
de indl).

A analise longitudinal de cada grupo experimental, considerando o fator dia,
indicou que a autolimpeza tanto dos animais cet30 (rANOVA: DIA x INTERVALO -
Fo.31739 = 2,34, p<0,05; DIA - F@ase) = 3,96, p<0,05) quanto dos animais cet50
(rANOVA: DIA x INTERVALO - F9g:209,6) = 2,56, p<0,01) variou ao longo dos dias e
intervalos de teste. A comparacdo entre cada intervalo nos diferentes dias de teste
indicou diferencas pontuais em alguns intervalos (figura 5). O teste post-hoc de
Duncan mostrou que dentro do grupo cet30 foi exibido menor tempo de autolimpeza
no segundo intervalo de ind4 e ind7 quando comparados ao mesmo intervalos de
ind1, além disso animais cet30 apresentaram menor tempo de autolimpeza no 5°
intervalo de ind4 em comparacdo ao mesmo intervalo dos demais dias. J4 o grupo
cet50 exibiu aumentado tempo de autolimpeza no segundo intervalo do TS em

comparacao ao mesmo intervalo dos demais dias.
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Figura 5 — Efeitos das administracbes de cetamina (i.p.) sobre o tempo de
autolimpeza no campo aberto
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Legenda: Quantificacdo obtida através do tempo de autolimpeza exibida nos dias 1 (indl), 4 (ind4) e
7 (ind7) da fase de inducdo e durante o teste de sensibilizacdo (TS). Os 60 minutos de
teste foram divididos em 6 intervalos de 10 min. vei = veiculo, cet30 = cetamina 30 mk/kg
e cetb0 = cetamina 50 mk/kg. Comparacdo global entre os grupos: B = tempo de
autolimpeza menor que vei. Comparagfes entre os grupos a cada dia analisado: a =
diferente de todos os outros grupos, b = diferente do grupo vei e ¢ = diferente do grupo
cet30. Comparacdes de cada grupo ao longo dos dias analisados: — = cet30 diferente de
indl nos intervalos marcados e -~ = cet50 diferente de indl e ind7 nos intervalos
marcados. Valores representados em meédia + erro padrdo da média. Diferencas reveladas
pelo teste post-hoc de Duncan (p<0,05).

Fonte: O autor, 2016.

Figura 6 — Efeitos das administracbes de cetamina (i.p.) sobre os eventos de
autolimpeza no campo aberto
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Legenda: Quantificacdo obtida através do nimero de autolimpeza exibida nos dias 1 (ind1), 4 (ind4)
e 7 (ind7) da fase de inducdo e durante o teste de sensibilizacdo (TS). Os 60 minutos de
teste foram divididos em 6 intervalos de 10 min. vei = veiculo, cet30 = cetamina 30 mk/kg
e cet50 = cetamina 50 mk/kg. Comparacédo global entre os grupos: A = todos 0s grupos
sdo diferentes de todos, sendo que Al possui média de eventos de autolimpeza superior a
de A2. Comparacdes entre os grupos a cada dia analisado: a = diferente de todos os
outros grupos e b = diferente do grupo vei. Comparacdes de cada grupo ao longo dos dias

analisados: — = vei diferente de ind1 nos intervalos marcados. Valores representados em
média + erro padrdo da média. Diferencas reveladas pelo teste post-hoc de Duncan
(p<0,05).

Fonte: O autor, 2016.
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Diferente do ocorrido no tempo de autolimpeza, onde cet30 e cet50 foram
igualmente menores que o0 grupo vei, a andlise global para os eventos de
autolimpeza mostrou que todos 0s grupos se mostraram diferentes entre si
(rANOVA: TRATAMENTO - F(244y = 11,56, p<0,001). Os grupos cet30 e cet50
apresentaram menos eventos de autolimpeza que o grupo vei, enquanto que cet30
apresentou mais eventos que cet50 (cet50 < cet30 < vei; Teste de Duncan, p<0,05).

Os eventos de autolimpeza também variaram em funcéo do dia e do intervalo
(rANOVA: TRATAMENTO X DIA X INTERVALO - Fpugsasae = 2,20, p<0,005;
TRATAMENTO X DIA - Feas = 2,78, p<0,05; TRATAMENTO x INTERVALO -
Feo01326) = 25,15, p<0,001). Nos intervalos iniciais os grupos cet30 e cet50
apresentaram menos eventos de autolimpeza que o grupo vei. Contudo, ambos 0s
grupos expostos a cetamina tiveram seus eventos de autolimpeza retomados ao
longo dos 60 minutos de cada teste. O inverso foi identificado no grupo vei que
apresentou reducdo dos eventos de autolimpeza em todos os dias analisados. A
andlise post-hoc detalhada indicou que camundongos cet30 apresentaram eventos
de autolimpeza intermediario e diferente dos outros grupos nos dois primeiros
intervalos de ind1. Embora o grupo cet30 tenha mostrado menor numero de eventos
de autolimpeza quando comparado a vei nos dois primeiros intervalos de ind4 e no
primeiro intervalo de ind7, ele novamente apresenta 0S mesmos niveis
intermediarios e diferentes dos outros grupos no segundo intervalo do TS. O grupo
cet50 apresentou uma diminuicdo dos eventos de autolimpeza quando comparado
ao vei no 3° intervalo de ind1, no 1° e 2° intervalo de ind4 e no 1° intervalo de ind7 e
TS. Houve uma excecao no 5° intervalo de ind7, no qual os eventos de autolimpeza
do grupo cet50 superaram os de vei. O grupo cet50 exibiu menos eventos de
autolimpeza quando comparado a todos 0s grupos nos dois primeiros intervalos de
ind1 e no 2° intervalo de inde7 e TS. Houve outra excecédo, s6 que no 5° intervalo de
ind4, onde os eventos de autolimpeza do grupo cet50 superaram todos 0s outros
grupos.

A analise de cada grupo experimental ao longo dos dias quantificados revelou
para alguns intervalos um decréscimo dos niveis de evento de autolimpeza exibido
por camundongos vei (rANOVA: DIA x INTERVALO - F15,2153 = 1,81, p<0,05; DIA -
F@ais6) = 2,84, p<0,05). O teste post-hoc de Duncan mostrou que camundongos vei
apresentaram uma diminuicdo dos eventos de autolimpeza tanto no 3° quanto no 5°

intervalo de ind4, ind7 e TS quando comparados aos mesmos intervalos de ind1.
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3.2.4 Rotacao (fiqura 7)

Enquanto o grupo vei raramente apresentou rotacdo em torno do proprio eixo,
os grupos cet30 e cet50 apresentaram um aumento de tal comportamento, sendo
gue o numero de rotacdes exibido por animais cet50 superou o de animais cet30
(rANOVA: TRATAMENTO - F(2;44) = 27,92, p<0,001; cet50 > cet30 > vei; Teste de
Duncan, p<0,05).

Os efeitos da cetamina sobre a rotacdo também variaram em funcao do dia e
do intervalo (rANOVA: TRATAMENTO x DIA x INTERVAL - F¢ 51652 = 2,08, p<0,05;
TRATAMENTO x INTERVALO - F2;70,1) = 14,55, p<0,001). Este comportamento foi
observado nos primeiros intervalos de cada dia de teste, mas sua frequéncia foi
reduzida ao longo dos intervalos até atingir os niveis identificados em animais vei.
De fato, o teste post-hoc de Duncan indicou que camundongos cet30 apresentaram
eventos de rotacdo em indl, ind4 e TS apenas no primeiro intervalo. A diferenca
estatistica de cet30 quando comparada a todos 0s outros grupos aparece em ind1l,
se iguala ao grupo cet50 em ind4 (cet30 apresenta diferengcas somente com relacao
ao vei), desaparece em ind7 e ressurge no primeiro intervalo de TS com niveis de
rotacdo que diferenciam cet30 de todos os outros grupos novamente. Os animais
cet50 pareceram exibir eventos de rotacdo de forma mais persistente que animais
cet30. Isso porque embora o grupo cet50 tenha apresentado atividade menor que
cet30 no primeiro intervalo de ind1 e TS (menor, porém diferente de vei), ele exibiu
0S maiores eventos de rotacdo no 2°, 3° e 4° intervalo de ind1, no 2° e 3° intervalo de
ind4 e no 2° e 4° intervalo do TS.

A andlise longitudinal de cada grupo experimental ao longo dos dias
quantificados indicou que a cetamina n&o produziu alteragbes progressivas no

comportamento de rotacao.
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Figura 7 — Efeitos das administracfes de cetamina (i.p.) sobre a rotagcdo no campo
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Legenda: Quantificacé@o obtida através do nimero de rota¢des exibida nos dias 1 (indl1), 4 (ind4) e 7
(ind7) da fase de inducéo e durante o teste de sensibilizagdo (TS). Os 60 minutos de teste
foram divididos em 6 intervalos de 10 min. vei = veiculo, cet30 = cetamina 30 mk/kg e
cet50 = cetamina 50 mk/kg. Comparac¢édo global entre os grupos: A = todos 0s grupos sao
diferentes de todos, sendo que Al apresentou numero de rotacdes superior a A2.
Comparacdes entre os grupos a cada dia analisado: a = diferente de todos os outros
grupos e b = diferente do grupo vei. Valores representados em média + erro padrdo da
média. Diferencas reveladas pelo teste post-hoc de Duncan (p<0,05).

Fonte: O autor, 2016.

3.2.5 Queda (figura 8)

Ambas as doses de cetamina induziram comportamento de queda, com maior
frequéncia nos animais cet50 quando comparados aos animais cet30. Tal efeito nao
foi observado no grupo vei (rANOVA: TRATAMENTO - F(,.44) = 18,45, p<0,001; cet50
> cet30 > vei; Teste de Duncan, p<0,05).

No desdobramento estatistico, pode-se dizer que os efeitos da cetamina
sobre os eventos de queda variaram apenas em funcédo dos intervalos e do sexo
(rANOVA: TRATAMENTO x INTERVALO x SEX - Fggssoe = 3,48, p<0,05;
TRATAMENTO x INTERVAL - F23506 = 11,58, p<0,001), independente dos dias.
Assim, o teste post-hoc de Duncan com base na média de cada intervalo revelou
gque camundongos machos cet30 apresentaram aumento de eventos de queda
guando comparados ao vei apenas no primeiro intervalo. Os camundongos machos

cet50 apresentaram aumento de eventos de queda no 1° intervalo quando
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comparados ao vei e no 2° intervalo quando comparado a todos os grupos. Quanto
as fémeas, o grupo cet50 apresentou aumento de eventos de queda nos 3 primeiros
intervalos quando comparado as fémeas de outros grupos. Os eventos de queda
dessas fémeas foi reduzido progressivamente até perderem significancia no 4°
intervalo.

A andlise longitudinal de cada grupo experimental ao longo dos dias
quantificados indicou que a cetamina nao produziu alteracbes progressivas no
comportamento de queda.

Figura 8 — Efeitos das administragdes de cetamina (i.p.) sobre a queda no campo
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Legenda: Quantificacé@o obtida através do nimero de quedas exibidos nos dias 1 (indl), 4 (ind4) e 7
(ind7) da fase de inducao e durante o teste de sensibilizacdo (TS). Os 60 minutos de teste
foram divididos em 6 intervalos de 10 min. vei = veiculo, cet30 = cetamina 30 mk/kg e
cet50 = cetamina 50 mk/kg. Comparacdes entre os grupos utilizando as médias dos dias
em cada intervalo: a = diferente de todos os outros grupos e b = diferente do grupo vei.

Valores representados em média + erro padrao da média. Diferencas reveladas pelo teste
post-hoc de Duncan (p<0,05).
Fonte: O autor, 2016.
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3.3 Discussao

Os dados obtidos a partir do experimento 1 mostraram que a cetamina tanto
na dose de 30 quanto na de 50 mg/kg produziu aumento da atividade locomotora ao
longo da fase de inducéo e apdés um periodo de retirada, mantendo o mesmo padrao
locomotor. Isso permite sugerir que a cetamina desenvolveu e expressou uma
resposta locomotora sensibilizada, a qual é caracterizada por um aumento
progressivo do comportamento e/ou uma hipersensibilidade comportamental
duradoura a droga apos cessacédo do tratamento (CADOR; BJIJOU; STINUS, 1995).

Neste aspecto, apesar de ambas as doses terem causado hipersensibilidade
comportamental, houve algumas particularidades. A analise longitudinal mostrou que
enquanto 0os animais repetidamente expostos a dose de 30 mg/kg apresentaram
crescente atividade locomotora na comparacdo dos primeiros intervalos dos testes
entre indl e os demais dias da fase de inducdo e teste de sensibilizacdo, a
intensidade da resposta causada pela dose de 50 mg/kg ndo sofreu alteracdo na
comparacao dos intervalos ao longo dos dias. Este resultado indica que somente a
dose de 30 mg/kg causou aumento progressivo da atividade locomotora. Além disso,
a intensidade da resposta locomotora induzida pela dose de 30 mg/kg foi maior que
a resposta induzida pela dose de 50 mg/kg no primeiro intervalo de todos os dias
analisados. Com base nestes achados, para os experimentos subsequentemente
descritos nessa tese, utilizamos somente a dose de 30 mg/kg.

De fato, a literatura apresenta evidéncias de que a cetamina produz aumento
da locomocdo em doses subanestésicas (IRIFUNE; SHIMIZU; NOMOTO, 1991;
UCHIHASHI et al., 1993; IRIFUNE et al., 1998; TRUJILLO; ZAMORA; WARMOTH,
2008). Uchihashi e colaboradores (1993) verificaram que camundongos testados no
campo aberto 1,5 hora apds uma injecdo de cetamina 50 mg/kg, apresentaram um
aumento progressivo da atividade locomotora no tempo total de 30 minutos de
exposicdo ao campo aberto. Esse padrdo comportamental ao longo dos 5 dias de
teste (cada dia separado por intervalos de 3 a 4 dias) foi um indicativo de
desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental, interessantemente chamada
pelos autores de tolerancia inversa. HA& outras doses na literatura sugerindo o

aumento da atividade locomotora induzida por cetamina. Por exemplo, Trujillo e
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colaboradores (2008) mostraram que administracdes semanais de cetamina 20
mg/kg levaram ao desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental.

Nossos achados também indicaram que, somente no primeiro dia da fase de
indugdo, o aumento da atividade locomotora identificada no grupo cet50 foi mais
duradouro que a resposta do grupo cet30. Estes resultados estdo de acordo com
Irifune e colaboradores (1991), os quais mostraram em um tratamento agudo que a
cetamina 30 mg/kg produziu um rapido aumento da locomocédo nos primeiros 10
minutos de teste seguido de um decréscimo enquanto que a dose de 50 aumentou
0s niveis de locomocéao de forma gradual. De modo que, por volta dos 20 minutos, a
dose de 50 mg/kg ao mesmo tempo gque tem seu pico de locomocéao, iguala-se a
dose de 30.

Em contrapartida, ndo se pode deixar de mencionar uma outra parcela da
literatura que, de uma certa forma, refuta os resultados aqui encontrados. Por
exemplo, Becker e colaboradores (2003) verificaram que a cetamina 30 mg/kg
diminuiu a atividade locomotora de ratos e que a atividade se igualou ao grupo
veiculo somente no 5° dia de tratamento. Mais recentemente, Akillioglu e
colaboradores (2012), verificaram que o aumento da atividade locomotora induzido
pela cetamina (10 mg/kg) foi dependente da cepa de camundongo analisada, o que
sugere que fatores hereditarios podem desempenhar um importante papel na
resposta locomotora induzida por cetamina.

Além disso a associacdo de cetamina a algumas drogas que normalmente
produzem sensibilizagdo comportamental, ndo maximiza seus efeitos locomotores.
Tanto que Karler e colaboradores (1990) mostraram que a cetamina bloqueia a o
desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental induzida por anfetamina. Meyer
e Phillips (2007) revelaram que o desafio tanto com cetamina 10 mg/kg quanto com
20 mg/kg diminuiu a atividade locomotora de animais sensibilizados para o etanol,
nao havendo sensibilizagdo cruzada entre etanol e cetamina. Uzbay e colaboradores
(2000) mostraram que o0 pré-tratamento com cetamina inibiu a exacerbagéo
locomotora produzida por cocaina.

Embora haja tais divergéncias na literatura, achados neuroquimicos parecem
sustentar os resultados encontrados no experimento 1. Yamamoto e colaboradores
(2016), utilizando camundongos knockout, mostraram que a supressado genética da
subunidade GIuN2D do receptor NMDA bloqueou completamente os efeitos da

cetamina tanto para ativacdo comportamental aguda quanto para o desenvolvimento
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da sensibilizacdo comportamental. Ou seja, além de demonstrarem a sensibilizacédo
comportamental, tais autores ainda revelaram o papel crucial da subunidade
GIuN2D, do receptor glutamatérgico, sobre o desenvolvimento da sensibilizacéao
comportamental induzida por cetamina.

Nesse mesmo sentido, outros paradigmas neuroquimicos estao implicados no
desenvolvimento e/ou expressdo da sensibilizacdo comportamental. Ha4 evidéncias
de que a sensibilizacdo evocada pela cetamina tem a participacdo do sistema
dopaminérgico. Irifune e colaboradores (1998) mostraram que a cetamina 30 mg/kg
ao mesmo tempo que aumentou os indices de atividade locomotora, aumentou
também os niveis de dopamina no ndcleo acumbente. Além disso, apesar da
cetamina ser um antagonista NMDA, Kapur e Seeman (2002) mostraram haver uma
afinidade entre cetamina e receptores D2 e 5-HT2, sugerindo que a cetamina
desempenha também um papel de agonista dos respectivos receptores. Vale
lembrar que a mesma afinidade por ambos receptores também foi exibida pela
fenciclidina (KAPUR; SEEMAN, 2002), também um antagonista ndo competitivo de
receptores NMDA, sendo um anestésico anterior a cetamina e igualmente causador
de diversos efeitos psicodélicos (JANSEN, 1997).

As acles da fenciclidina, assim como do MK-811, por sua vez, reforcam a
hipétese deste trabalho. Foi demonstrado que estes antagonistas glutamatérgicos
nao competitivos de receptores NMDA, a semelhanca da cetamina, produzem
sensibilizacdo do comportamento locomotor (XU; DOMINO, 1994).

No que tange o inicio e a elaboracéo desta tese, o presente experimento foi o
primeiro e serviu como diretriz para os experimentos subsequentes (préximos
capitulos). O experimento 1 se baseou no trabalho de Irifune e colaboradores (1991)
para a escolha das doses. Dessa forma escolhemos as doses ja conhecidas (30 e
50 mg/kg) e iniciamos experimentos pilotos, nos quais foram observados
comportamentos espontaneos além da locomocdo, que se repetiam em animais
expostos a cetamina. E comum a verificacdo da autolimpeza e do numero de
levantamentos, pois sdo comportamentos que competem diretamente com a
atividade locomotora, Truijillo e colaboradores (2008) também verificaram estes dois
comportamentos. Contudo, outras duas condutas tornaram-se repetitivas. Por isso,
0S pesquisadores envolvidos na presente tese padronizaram tais comportamentos
que estdo sendo chamados aqui de rotacdo e queda. O levantamento, a

autolimpeza, a rotacdo e a queda foram quantificados no experimento 1 a fim de
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conhecer possiveis efeitos de tolerancia ou sensibilizagdo em animais expostos a
cetamina.

Administracbes semanais de cetamina nos experimentos de Trujillo e
colaboradores (2008) revelaram que a dose de 20 mg/kg néo produziu alteragdes no
levantamento de ratos, enquanto a dose de 50 mg/kg induziu um aumento
significativo do levantamento na 5% semana quando comparada a 12. Entretanto,
Akillioglu e colaboradores (2012) mostraram que as doses de 1, 5 e 10 mg/kg de
cetamina diminuiram o levantamento de camundongos da linhagem C57BL/6, mas
ndo da linhagem BALB/C. Além disso, Popik e colaboradores (2008) mostraram que
a cetamina na dose de 50 mg/kg produziu uma diminuicdo no levantamento, nao
alterando a distancia percorrida. Os resultados encontrados no experimento 1 para o
namero de levantamentos foram consistentes com os Ultimos autores, pois foi
encontrado aqui que ambas as doses de cetamina diminuiram o numero de
levantamentos, pelo menos até os 20 primeiros minutos de teste. Cabe mencionar
ainda que nossos resultados mostraram que a cetamina causou efeitos opostos nos
levantamentos e na atividade locomotora. Isto sugere que 0S mecanismos
responsaveis por cada resposta comportamental sejam diferentes e possivelmente
independentes. Contudo, ndo podemos descartar a possibilidade de uma
competicao direta entre 0s comportamentos.

Ha autores que tentam explicar a diminuicdo dos eventos de levantamento,
baseando-se na ataxia produzida pela cetamina (POPIK et al., 2008; TRUJILLO;
ZAMORA; WARMOTH, 2008; AKILLIOGLU et al.,, 2012). De fato, também foi
proposto que a tolerancia da ataxia explicaria o aumento progressivo da atividade
locomotora, de forma que a reducdo progressiva de irregularidades da coordenacao
muscular poderia permitir o aumento da locomogao. Porém, esta hipétese néo foi
confirmada, uma vez que a utilizacdo do teste do rotarod mostrou que repetidas
administracdes de 50 mg/kg de cetamina ndo produziram tolerédncia da ataxia
(UCHIHASHI et al., 1993). Em outras palavras, mesmo a ataxia se mantendo igual
ao longo dos dias, houve uma progresséao da atividade locomotora, caracterizando a
sensibilizacdo comportamental, o que é consistente aos nossos achados. Por fim, é
uma possibilidade bastante vidvel a ataxia comprometer mais acentuadamente a
atividade locomotora vertical quando comparada a atividade horizontal, pois durante
a realizacdo do levantamento, € necessario que o animal ajeite sua postura para

ascender verticalmente tendo como base apenas as patas traseiras. Assim, a
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incapacidade dos efeitos atédxicos da cetamina em impedir a sensibilizagdo
locomotora, ndo descarta a possibilidade desse mesmo fenbmeno, juntamente com
a competicdo do comportamento locomotor horizontal exacerbado, ter diminuido o
namero de levantamento de animais tratados com cetamina.

Quanto a perda de postura (aqui chamada de “queda”) identificada nos
animais expostos a ambas as doses de cetamina, o presente experimento nao se
ateve em distinguir se esta foi gerada por danos no equilibrio ou se indica uma forma
exacerbada de ataxia. Simplesmente foram quantificados os eventos de queda a fim
de verificar o quéo relevantes eles seriam. Os resultados revelaram que embora
ambas as doses tenham produzido significativos eventos de queda, a dose de 50
mg/kg produziu maior frequéncia de tal comportamento comparada a outros
tratamentos. Por outro lado, a analise das médias dos intervalos demonstraram que
a cetamina 50 mg/kg produziu eventos de queda em ambos 0s sexos pelo menos
nos 20 primeiros minutos, enquanto que a dose de 30 mg/kg s6 gerou alteracdes
significativas na queda dos machos durante os 10 primeiros minutos. Talvez os
machos sejam mais suscetiveis a este tipo de comportamento que fémeas. Ha de se
convir que independente do sexo a cetamina foi capaz de produzir aumento dos
eventos ndo s6 neste experimento, mas também no trabalho de Gerritsmann e
colaboradores (2012), os quais apesar de utilizarem cetamina associada a
medetomidina em lebres (Lepus europaeus), estdo consistentes com noSS0S
achados ao mostrarem que tanto a cetamina racémica quanto a S-cetamina
produziram eventos de queda nestes animais, sendo que os maiores indices de
eventos de queda foram produzidos pela cetamina racémica, 0 mesmo tipo de
cetamina utilizado no presente trabalho.

Finalmente, ndo podemos descartar que os eventos de queda identificados
em ambos 0s grupos de animais expostos a cetamina tenham interferido na resposta
locomotora horizontal. Porém, os animais expostos a cetamina apresentaram a
maior intensidade de resposta locomotora justamente nos mesmos intervalos que
foram identificados os eventos de queda, sugerindo assim, papel pouco relevante
destes eventos, na resposta sensibilizada.

Hetzler e Wautlet (1985) descreveram que injecdes de cetamina (50 mg/kg)
geraram ataxia com o animal caindo lateralmente, balancando o corpo e a cabeca e
fazendo rotacOes fechadas. Consistente a isso estéo os resultados do experimento

1, sendo mostrado que ambas as doses promoveram, além dos eventos de queda,
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um aumento significativo do nimero de rotacdes em torno do proprio eixo. Contudo,
houve algumas diferencas entre as doses de cetamina. Por exemplo, enquanto a
dose de 30 mg/kg externou seus efeitos sobre a rotacdo somente nos 10 primeiros
minutos, a de 50 mg/kg se estendeu geralmente até os 40 minutos de teste.
Adicionalmente, a pesquisa de Myslobodsky e colaboradores (1979) além de
mostrar a inducdo da rotacdo por meio de administracbes de cetamina, também
sugeriu que 0s mecanismos desencadeadores desse comportamento eram
dopaminérgicos. Partindo disso, a rotacdo pode ser um valioso comportamento para
fundamentar a relacéo entre sensibilizacdo comportamental induzida por cetamina e
sistema dopaminérgico. Apontando para este mesmo sentido, o agonista indireto da
dopamina, anfetamina, ao mesmo tempo que produz classicamente sensibilizacao
comportamental (CADOR; BJIJOU; STINUS, 1995; AGO et al., 2006; JONES et al.,
2014; STEINKELLNER et al., 2014), induz o comportamento de rotacdo mesmo
guando administrado intraperitonealmente (KOKKINIDIS; ANISMAN, 1977, 1979).
Vale ressaltar que os comportamentos de levantamento, queda e rotacédo nao
apresentaram diferengas ao longo dos dias em nenhum dos intervalos, ou seja,
foram inexistentes os efeitos sensibilizadores para tais comportamentos. Somente a
locomocéo, ja discutida, e a autolimpeza se destacaram quanto as diferencas ao
longo dos dias. Curiosamente, a cetamina diminuiu tanto o tempo quanto os eventos
de autolimpeza nos primeiros minutos de teste com ambas as doses. Contudo,
somente a dose de 30 mg/kg levou, especificamente no segundo intervalo, a
progressiva diminuicdo no tempo de autolimpeza, mas ndo nos eventos de
autolimpeza, ao longo dos dias da fase de inducéo. Dessa forma os dados permitem
supor duas explicacdes. Na primeira, que a cetamina produziu efeitos inibitérios
cada vez maiores na fase de inducdo, caracterizando uma resposta sensibilizada
para o tempo de autolimpeza. Ja na segunda, que a progressdao do comportamento
locomotor comprometeu a autolimpeza de forma gradual. Os resultados da
autolimpeza do experimento 1 séo consistentes com Carey e colaboradores (2008),
gue mostraram uma autolimpeza inversamente proporcional a locomoc¢éao induzida
por cocaina, ou seja, enquanto a atividade locomotora foi exacerbada pela cocaina,
a autolimpeza foi diminuida. Assim, é provavel que os resultados da autolimpeza
sejam complementares e reflitam os efeitos da sensibilizacdo locomotora induzida
por cetamina. Contudo, ndo podemos descartar a possibilidade destes serem

eventos independentes e associados a mecanismos distintos.
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Em linhas gerais, o experimento 1 revelou que a cetamina foi capaz de
desenvolver e expressar uma resposta locomotora sensibilizada e os demais
comportamentos serviram de suporte para melhor compreensédo do fenémeno. Os
resultados da atividade locomotora e da autolimpeza reafirmam a ideia de que os
efeitos comportamentais da cetamina tém a participacdo do sistema dopaminérgico.
De uma certa forma ja se conhece algo sobre sensibilizacdo comportamental
induzida por cetamina e sua correlacdo com o0 sistema dopaminérgico e
serotoninérgico. Apesar de produzir resposta sensibilizada a semelhanca de
agonistas dopaminérgicos, ainda sdo escassos o0s trabalhos publicados com
modelos de exposicdo a cetamina.

Pensando nisso, a presente tese de doutorado elaborou um modelo
experimental, delineado no experimento 1, que se aproximasse dos modelos: a) de
sensibilizacdo comportamental com agonistas dopaminérgicos e serotoninérgicos; b)
de sensibilizacdo cruzada com estes mesmos agonistas; c) de verificacdo da
reversao do desenvolvimento e/ou expressao da sensibilizacdo mediante a utilizacéao
de antagonistas alvo de estudo e; d) de resposta locomotora condicionada e
sensibilizacdo locomotora dependente do contexto. Foi com base na capacidade da
dose 30mg/kg de cetamina em causar aumento progressivo da atividade locomotora
(0 que nao foi visto na dose de 50 mg/kg), em um maior destaque no
comportamento de autolimpeza, uma menor indugdo de eventos de queda e uma
atividade locomotora mais destacada, principalmente nos primeiros minutos do teste,
gue adotamos utilizar somente esta dose de cetamina em experimentos
subsequentes. Além de permitir o estudo com antagonistas (experimentos 2 e 3 —
capitulo 4), priorizar uma dose de rapido efeito locomotor propiciaria estudar a
resposta locomotora condicionada e a sensibilizagdo dependente do contexto
(experimento 4 — capitulo 5). Visto isso, 0 experimento 2 e 3 se propuseram a
investigar os efeitos da cetamina sobre o desenvolvimento e expressdo da
sensibilizagdo comportamental mediante ao tratamento prévio de racloprida
(antagonista dopaminérgico D2) e cetanserina (antagonista serotoninérgico 5-HT2),
respectivamente. E o experimento 4 se ateve em investigar o quao a cetamina seria
capaz de produzir uma resposta locomotora condicionada e sensibilizada

dependente do contexto.
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4 EXPERIMENTOS 2 E 3: A PARTICIPACAO DOS SISTEMAS DOPAMINERGICO
E  SEROTONINERGICO SOBRE A RESPOSTA LOCOMOTORA
DESENVOLVIDA ESENSIBILIZADA POR CETAMINA

4.1 Procedimento especifico

A verificagdo da participacdo dos sistemas dopaminérgico e serotoninérgico
na atividade locomotora desenvolvida e expressada pela cetamina foi viabilizada
pela utilizacdo de antagonistas. No experimento 2 utilizou-se o antagonista de
receptores D2, racloprida, a fim de compreender especificamente o quao importante
o receptor D2 é no modelo aqui utilizado. Sob a mesma justificativa, utilizou-se no
experimento 3 0 antagonista de receptores 5-HT2, cetanserina. Todos os animais
foram submetidos ao seguinte protocolo experimental.

O experimento 2 (figura 9) foi composto por 4 fases, sendo elas de
habituagéo (ja descrita no item 2.4 do material e métodos), de inducéo, de retirada e
teste de sensibilizacdo (desafio a droga). Foram utilizados camundongos Swiss
adultos (PN75 a PN90) apenas do sexo masculino, devido a auséncia de diferencas
significativas entre os sexos no experimento 1. Apos a habituacao, iniciou-se a fase
de inducéo, onde os camundongos receberam por 7 dias consecutivos uma inje¢cao
(s.c.) diaria de veiculo (vei) ou racloprida (rac), a qual foi sucedida apés 10 minutos
por outra injecéo (i.p.) de veiculo ou cetamina (cet). Dessa forma, foram constituidos
4 grupos na fase de inducao: vei-vei (n=12), rac-vei (n=11), vei-cet (n=8) e rac-cet
(n=8). Estes mesmos grupos, apés 5 dias de retirada, foram reorganizados para
receberem um desafio com uma Unica injecdo (i.p.) de veiculo (/vei) ou de cetamina
(/cet).

Desse modo, o teste de sensibilizacdo usou a estratégia de dividir os grupos
vei-vei e rac-vei para uma metade ser desafiada com veiculo (vei-vei/vei e rac-
vei/vei) e a outra com cetamina (vei-vei/cet e rac-vei/cet). Essa subdivisdo dos
grupos veiculos (vei-vei e rac-vei) almejou conhecer os efeitos agudos da cetamina
em animais habituados ao ambiente. J& os grupos administrados com cetamina na
fase de inducao (vei-cet e rac-cet) foram desafiados (i.p.) unicamente com cetamina,

constituindo assim os grupos vei-cet/cet e rac-cet/cet. Dessa forma, 6 grupos foram
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submetidos ao teste de sensibilizacao: vei-vei/vei (n=6), rac-vei/vei (n=6), vei-vei/cet
(n=6), rac-veil/cet (n=5), vei-cet/cet (n=8) e rac-cet/cet (n=8).

A administracdo da racloprida 10 minutos antes da cetamina na fase de
inducg&o serviu para responder dois questionamentos. Primeiro, se a inibicdo de D2
bloguearia o desenvolvimento da sensibilizacdo ao longo dos 7 dias de indug&o.
Segundo, se essa mesma inibicdo refletiria em qualquer alteracdo na expresséao da
sensibilizacdo comportamental mesmo apos uma fase de retirada. Em todos os dias
de teste, exceto na retirada, os animais foram imediatamente colocados no centro do
campo aberto apds a segunda injecao por um periodo de 20 minutos, os quais foram
divididos em 8 intervalos de 2,5 minutos (a linha temporal do experimento 2 esta

esquematizada na figura 9).

Figura 9 — Linha temporal do experimento 2

Dias 1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

‘ £ > @ & <
Habituagao Inducao Retirada Teste de Sensibilizagao

Desafio Grupos no TS
Injecbes (i.p.)
s.c.—-apo6s 10 min---i.p. Grupos na ind.

-7 Vel vei-vei/vei (n=6)
vei—— wvei vei-vei(n=12)==:::::-— Ivei rac-veil/vei(n=6)

rac———vei rac-vei (n=1 1) ------ Icet vei-vei/cet (n=6)

Icet rac-vei/cet (n=5)
vei———cet vei-cet (n=8) Icet vei-cet/cet (n=8)
rac—————cet rac-cet (n=8) Icet rac-cet/cet (n=8)

Legenda: s.c. =injecdo subcutanea e i.p. = injecdo intraperitoneal (ambas administradas diariamente
por 7 dias com um intervalo de 10 min, sendo somente a i.p. utilizada no desafio); vei =
salina, cet = cetamina 30 mg/kg, rac = racloprida 0,5 mg/kg; min = minutos; TS = Teste de
sensibilizagdo; hifen = representa o intervalo de 10 min entre o tratamento s.c. e 0 i.p.; / =
representa a retirada, sendo que o que vem antes da barra foi o tratamento dado durante
a inducdo e apds a barra foi o desafio; “® : Dias em que as atividades comportamentais
foram quantificadas — dias 4 (ind1), 7 (ind4), 10 (ind7), correspondentes ao 1°, 4° e 7° dia
da inducéo, respectivamente, e 16 (TS).

Fonte: O autor, 2016.

Para o experimento 3 (figura 10) foram utilizados exatamente os mesmos
procedimentos do experimento 2. A Unica diferenca esteve no fato do experimento 3
utilizar o antagonista 5-HT2, cetanserina (cts), em vez da racloprida. Dessa forma,

foram constituidos 4 grupos na fase de inducao: vei-vei (n=18), cts-vei (n=20), vei-
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cet (n=9) e cts-cet (n=10), enquanto que estes grupos, apds subdivisdo,
compuseram 6 grupos os quais foram expostos ao TS: vei-vei/vei (n=8), cts-veilvei
(n=10), vei-vei/cet (n=10), cts-vei/cet (n=10), vei-cet/cet (n=9) e cts-cet/cet (n=10). E
de suma importancia ressaltar que o experimento 3 foi composto por animais

distintos daqueles utilizados no experimento 2.

Figura 10 — Linha temporal do experimento 3

Dias 1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Fases h1 h2 h3 r1 r2 r3 r4 r5
‘ @ @ @ o
Habituagao Indugéao Retirada Teste de Sensibilizacéao
Injecoes i
s.C.---ap6s 10 min---i.p. Grupos na ind. Desafio Grupos no TS
’-‘___-->Ivei vei-veilvei(n=8)
vei— vei vei-vei(n=18)=:::::::: Ivei cts-veilvei (n=10)
cts———vei cts-vei (n=20) -“-"-"“)Icet vei-veilcet (n=10)
Icet cts-vei/cet (n=10)
vei—————cet vei-cet (n=9) Icet vei-cet/cet (n=9)
cts———cet cts-cet (n=10) Icet cts-cet/cet (n=10)

Legenda: s.c. =injecdo subcutanea e i.p. = injecdo intraperitoneal (ambas administradas diariamente
por 7 dias com um intervalo de 10 min, sendo somente a i.p. utilizada no desafio); vei =
salina, cet = cetamina 30 mg/kg, cts = cetanserina 3 mg/kg; min = minutos; TS = Teste de
sensibilizagdo; hifen = representa o intervalo de 10 min entre o tratamento s.c. e o i.p.; / =
representa a retirada, sendo que o que vem antes da barra foi o tratamento dado durante
a inducdo e apos a barra foi o desafio; ® : Dias em que as atividades comportamentais
foram quantificadas — dias 4 (indl), 7 (ind4), 10 (ind7), correspondentes ao 1°, 4° e 7° dia
da inducéo, respectivamente, e 16 (TS).

Fonte: O autor, 2016.
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4.2 Resultados do experimento 2: O papel do antagonista D2, racloprida, sobre
o desenvolvimento e expressado da sensibilizacdo comportamental induzida

por cetamina

4.2.1 Fase de inducao (figura 11)

A rANOVA global indicou que, da mesma forma ao que ocorreu no
experimento 1, durante a fase de inducdo, a cetamina produziu um aumento da
atividade locomotora, contudo essa exacerbacdo da locomocédo foi drasticamente
diminuida pelo antagonista D2, racloprida (rANOVA: TRATAMENTO — F.35 = 85,16,
p<0,001). Foi verificado que o grupo vei-cet apresentou maior atividade locomotora
guando comparado a todos o0s outros grupos, sendo o0 grupo rac-cet também foi
diferente de todos, porém apresentou menor atividade que o grupo vei-cet e maior
atividade que vei-vei e rac-vei (vei-cet > rac-cet > vei-vei = rac-vei; Teste de Duncan,
p<0,05; indicado em Al e A2 da figura 11).

Ademais, os tratamentos variaram em fun¢éo do dia e do intervalo (rANOVA:
TRATAMENTO x DIA x INTERVALO — F(16,4:190,9) = 2,83, p<0,001; TRATAMENTO x
INTERVALO — F(72:839) = 18,72, p<0,001). O grupo vei-cet apresentou um pico de
locomogdo no inicio de cada dia de teste, enquanto que ao final das sessdes
experimentais apresentou uma drastica reducdo de sua atividade, a qual, mesmo
decaindo, manteve-se superior a todos 0s outros grupos. Embora a atividade
locomotora do grupo rac-cet tenha sido menor quando comparada ao grupo vei-cet,
0 padrao de atividade apresentou similaridades quanto a sua curva. Os grupos vei-
vei e rac-vei (controles) apresentaram padrao comportamental similar em todos os
dias de teste, o qual consistiu em uma atividade locomotora inicial menor que os
outros grupos em todos os dias da fase de inducdo e uma moderada reducdo da
atividade ao longo dos 20 minutos de teste. O teste de Duncan indicou que
camundongos vei-cet apresentaram maior atividade locomotora em todos o0s
intervalos de cada dia analisado da fase de inducgéo, exceto no 8° intervalo de ind1,
onde a atividade deixou de ser maior que todos 0s grupos para ser maior apenas
gque OS grupos vei-vei e rac-vei. Apesar de rac-cet ter apresentado atividade

locomotora evidentemente menor que vei-cet, ele exibiu atividade superior ao grupo
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rac-vei na maioria dos intervalos de ind1 (do 1° ao 6°), ind4 (1° e 2°) e ind7 (do 1° ao
6°), contudo essa mesma superioridade quando comparada ao grupo vei-vei foi
constatada apenas em ind1 (2° ao 6°) e nos intervalos iniciais de ind7 (1° e 3°).

A andlise longitudinal de cada grupo experimental ao longo dos dias
qguantificados indicou um aumento progressivo da resposta locomotora apenas de
animais do grupo vei-cet (rANOVA: DIA x INTERVALO - Fssis76 = 1,91, p<0,05).
Consistente com os resultados do experimento 1, foi constatado que o grupo vei-cet
apresentou maiores indices de locomocdo no primeiro intervalo de ind4 e ind7
gquando comparado ao mesmo intervalo de indl (Teste de Duncan, p<0,05). Em
suma, a administracdo de racloprida preveniu tanto o aumento da atividade
locomotora quando a progressdo dessa atividade ao longo dos dias de inducéo,
podendo-se dizer que o bloqueio de D2 pela racloprida preveniu o desenvolvimento

da sensibilizagdo comportamental.
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Figura 11 — Efeitos das administracdes de cetamina antecedidas por administracdes
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Quantificacdo obtida através do numero de cruzamentos exibidos nos dias 1 (indl), 4
(ind4) e 7 (ind7) da fase de inducdo. Os 20 minutos de teste foram divididos em 8
intervalos de 2,5 min. vei = veiculo, cet = cetamina 30 mg/kg, rac = racloprida 0,5 mg/kg,
vei-vei = tratamento com veiculo (s.c.) sucedido 10 min depois por veiculo (i.p.), vei-cet =
tratamento com veiculo (s.c.) sucedido 10 min depois por cetamina (i.p.), rac-vei =
tratamento com racloprida (s.c.) sucedida 10 min depois por veiculo (i.p.) e rac-cet =
tratamento com racloprida (s.c.) sucedida 10 min depois por cetamina (i.p.). Comparagéo
global entre os grupos: A = todos os grupos sao diferentes de todos, sendo que Al possui
atividade locomotora média maior que o0s demais grupos enquanto que A2 possui
atividade locomotora média maior que vei-cet e menor que o0s demais grupos.
Comparacdes entre os grupos a cada dia analisado: a = diferente de todos os outros
grupos, b = diferente dos grupos vei-vei e rac-vei e ¢ = diferente apenas de rac-vei.
Comparacdes de cada grupo ao longo dos dias analisados: + = vei-cet diferente de indl
nos intervalos marcados. Valores representados em média + erro padrdo da média.
Diferencas reveladas pelo teste post-hoc de Duncan (p<0,05).

Fonte: O autor, 2016.

4.2.2 Teste de sensibilizacao (figura 12)

Analisando o teste de sensibilizacdo foi possivel constatar que o grupo vei-

cet/cet apresentou maior atividade locomotora mesmo apos o periodo de retirada,

resultado similar ao encontrado no experimento 1. Interessantemente, 0 grupo rac-

cet/cet exibiu atividade locomotora similar aos grupos que foram expostos a
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cetamina somente no TS (vei-vei/cet e rac-vei/cet), e menor que a atividade do
grupo vei-cet/cet. Além disso, 0s grupos controles, vei-veilvei e rac-veilvei,
apresentaram menor atividade locomotora quando comparados a todos 0s outros
grupos (rANOVA: TRATAMENTO - F:33) = 17,15, p<0,001; vei-cet/cet > vei-vei/cet
= rac-vei/lcet = rac-cet/cet > vei-veilvei = rac-veilvei; Teste de Duncan, p<0,05;
indicado em A e B da figura 12). Brevemente, estes resultados se traduzem na
capacidade da racloprida em reduzir o efeito da cetamina sobre a expressao da
sensibilizagdo comportamental.

Os efeitos da cetamina juntamente com suas interacdes farmacoldgicas
variaram em funcdo dos intervalos neste dia (rANOVA: TRATAMENTO x
INTERVALO - Fa1,1.732) = 3,64, p<0,001). Similar a fase de indugéo, o grupo vei-
cet/cet apresentou um pico de atividade locomotora nos intervalos iniciais e logo
mostra um acentuado declinio ao longo dos 20 minutos de teste. Embora o grupo
rac-cet/cet tenha exibido atividade locomotora maior que os controles (vei-vei/vei e
rac-vei/vei), seus indices de locomocéo foram menores quando comparado ao grupo
vei-cet/cet. Assim, a exposicdo prévia a racloprida preveniu a expressado dos efeitos
da cetamina.

Como esperado, mesmo apdés um primeiro contato com a cetamina, 0S
animais vei-vei/cet apresentaram aumentada atividade locomotora, porém em
indices menores que os exibidos por animais vei-cet/cet. Contudo, a racloprida
coadministrada com salina na fase de inducdo ndo preveniu a exacerbacdo
locomotora de animais desafiados com cetamina (rac-vei/cet), apresentando estes
animais uma atividade locomotora semelhante aos vei-vei/cet e superior aos vei-
vei/vei e rac-veilvei. A analise post-hoc detalhada indicou que o grupo vei-cet/cet
apresentou atividade locomotora superior a todos os grupos no 1° intervalo, exceto
guando comparado ao grupo vei-vei/cet. Adicionalmente, o grupo vei-cet/cet teve
maior atividade que os grupos vei-vei/vei e rac-vei/vei em todos os intervalos, que o
grupo rac-vei/cet do 1° ao 4° e foi superior também ao grupo vei-vei/cet do 2° ao 4°
intervalos. O grupo vei-vei/cet foi superior a todos os outros grupos no 1° intervalo,
com excecgao de vei-cet/cet, foi superior a vei-vei/vei (do 2° ao 6° intervalo) e rac-
vei/vei (do 2° ao 7° intervalo) em quase toda a sessao experimental. Adicionalmente,
rac-cet/cet apresentou atividade locomotora inferior ao grupo vei-cet/cet do 1° ao 5°
intervalo, e superior aos grupos controles (vei-vei/vei e rac-vei/vei) no 1° e 3°

intervalo, ficando evidente o papel da racloprida em reduzir a locomocao induzida
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pela cetamina. Ja o grupo rac-vei/cet mostrou maior atividade locomotora com

relacdo somente ao grupo vei-vei/vei no inicio do teste (1° intervalo), passando a ser

maior que 0S grupos vei-vei/vei e rac-veilvei em intervalos intermediarios (do 3° ao

6°) e finalmente retomando uma diferenca quando comparado somente ao vei-
veilvet (7°) (Teste de Duncan, p<0,05).

Figura 12 - Efeitos do desafio de cetamina, em animais coadministrados com
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Legenda: Quantificacao obtida através do nimero de cruzamentos exibidos no teste de sensibilizagdo

(TS). Os 20 minutos de teste foram divididos em 8 intervalos de 2,5 min. vei = veiculo, cet =
cetamina 30 mg/kg, rac = racloprida 0,5 mg/kg, vei-vei/vei = desafio com veiculo (i.p.) no TS
de animais tratados com veiculo (s.c.)+veiculo (i.p.) na indugédo, vei-vei/cet = desafio com
cetamina (i.p.) no TS de animais tratados com veiculo (s.c.)+veiculo (i.p.) na indugao, vei-
cet/cet = desafio com cetamina (i.p.) no TS de animais tratados com veiculo (s.c.)+cetamina
(i.p.) na indugéo, rac-veilvei = desafio com veiculo (i.p.) no TS de animais tratados com
racloprida (s.c.)+veiculo (i.p.) na inducéo, rac-vei/cet = desafio com cetamina (i.p.) no TS de
animais tratados com racloprida (s.c.)+veiculo(i.p.) na inducdo e rac-cet/cet = desafio com
cetamina (i.p.) no TS de animais tratados com racloprida (s.c.)+cetamina (i.p.) na indugéo.
Comparacdo global entre os grupos: A = maior que todos 0s outros grupos e B = maior que
0s grupos vei-vei/vei e rac-vei/vei. Comparagdes entre os grupos a cada dia analisado: a =
diferente de todos os outros grupos, B = diferente de vei-vei/vei e rac-vei/vei, © = diferente
de vei-veil/vei, k = diferente de vei-vei/cet, € = diferente rac-vei/cet e 1 = rac-cet/cet. Valores
representados em média + erro padrdo da média. Diferencas reveladas pelo teste post-hoc
de Duncan (p<0,05).

Fonte: O autor, 2016.



66

4.3 Resultados do experimento 3: O papel do antagonista 5HT-2, cetanserina,
sobre o desenvolvimento e expressado da sensibilizacdo comportamental

induzida por cetamina

4.3.1 Fase de inducao (figura 13)

A cetamina evocou um aumento da atividade locomotora, a qual foi maior com
relacéo a todos os outros grupos (rANOVA: TRATAMENTO F;53 = 81,29, p<0,001,
vei-cet > vei-vei = cts-vei = cts-cet; Teste de Duncan, p<0,05; indicado em A da
figura 13).

N&o obstante, a andlise do comportamento ao longo dos dias e intervalos
mostrou variacdes significativas em funcéo do tratamento (rANOVA: TRATAMENTO
X DIA x INTERVALO - F@17,9:3159) = 4,01, p<0,001; TRATAMENTO x INTERVALO -
F@z,7.:1357) = 16,51, p<0,001). De maneira geral o grupo vei-cet se comportou ao longo
dos intervalos de maneira consistente aos experimentos anteriores, apresentando o
mesmo pico de locomocédo seguido de acentuado declinio. Ja os grupos controle vei-
vei e cts-vei apresentaram padrbes comportamentais similares em todos os dias de
teste, ou seja, uma atividade locomotora inicial menor que 0s outros grupos em
todos os dias da fase de indugcdo e uma moderada reducéo da atividade ao longo
dos 20 minutos de teste. Interessantemente, a exposi¢cao a cetanserina previamente
a cetamina (grupo cts-cet) ao mesmo tempo que causou um padrdo ao longo do
tempo similar aos controles em ind1, causou um pico de atividade locomotora no
primeiro intervalo de ind4 e ind7, assemelhando-se ao grupo vei-cet. A analise post-
hoc detalhada indicou que o grupo vei-cet apresentou a maior atividade locomotora
guando comparado a todos 0s outros grupos em todos os intervalos de indl, ind4 e
ind7. O grupo cts-cet exibiu atividade locomotora diferente de todos os grupos e
maior que vei-vei e cts-vei no primeiro intervalo de ind4 e ind7, apresentando
também diferenca no segundo intervalo de ind4, mas somente tendo meédia de
locomog&o maior quando comparado ao grupo cts-vei. Os grupos controles foram
iguais entre si durante quase toda a fase de indug¢ao, com excec¢ao dos intervalos 1,
2 e 5 de ind1, onde o grupo vei-vei exibiu atividade locomotora superior ao grupo

cts-vei (Teste de Duncan, p<0,05).
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A andlise longitudinal de cada grupo experimental ao longo dos dias
qguantificados indicou um aumento progressivo da resposta locomotora apenas de
animais dos grupos vei-cet (rANOVA: DIA X INTERVALO - F 5,775 = 2,21, p<0,05) e
cts-cet (rANOVA: DIA x INTERVALO — F(7,4:100,0) = 2,79, p<0,01). De acordo com 0s
experimentos 1 e 2, a exposicdo a cetamina (vei-cet) ao longo da fase de inducao
resultou em um aumento progressivo da atividade locomotora, de modo que o0s
animais que receberam este tratamento apresentaram maior atividade locomotora
no primeiro intervalo de ind4 e ind7 quando comparado ao mesmo intervalo de indl
(Teste de Duncan, p<0,05). Nesse mesmo sentido, ainda que a cetanserina tenha
diminuido a atividade locomotora induzida por cetamina (cts-cet), os efeitos da
cetamina sobre a locomocao destes camundongos progrediram a partir do 4° dia da
fase de inducdo (Teste de Duncan, p<0,05). Isso permite supor que apesar da
cetanserina ser eficaz na minimizacdo dos efeitos locomotores da cetamina, essa
interacdo ndo foi suficiente para bloquear totalmente o desenvolvimento de

sensibilizacdo comportamental.
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Figura 13 - Efeitos das administracdes de cetamina antecedida por administracdes

de cetanserina ou veiculo sobre a atividade locomotora no campo aberto
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Legenda: Quantificacdo obtida através do numero de cruzamentos exibidos nos dias 1 (indl), 4

(ind4) e 7 (ind7) da fase de inducdo. Os 20 minutos de teste foram divididos em 8
intervalos de 2,5 min. vei = veiculo, cet = cetamina 30 mg/kg, cts = cetanserina 3 mg/kg,
vei-vei = tratamento com veiculo (s.c.) sucedido 10 min depois por veiculo (i.p.), vei-cet =
tratamento com veiculo (s.c.) sucedido 10 min depois por cetamina (i.p.), cts-vei =
tratamento com cetanserina (s.c.) sucedida 10 min depois por veiculo (i.p.) e cts-cet =
tratamento com cetanserina (s.c.) sucedida 10 min depois por cetamina (i.p.). Comparacao
global entre os grupos: A = vei-cet maior que todos os grupos. Comparac¢des entre 0s
grupos a cada dia analisado: a = diferente de todos os outros grupos e ¢ = diferente
apenas que cts-vei. Comparacdes de cada grupo ao longo dos dias analisados: + = vei-cet
e cts-cet diferentes de ind1 nos intervalos marcados. Valores representados em média +
erro padréo da média. Diferencas reveladas pelo teste post-hoc de Duncan (p<0,05).

Fonte: O autor, 2016.

4.3.2 Teste de sensibilizacao (figura 14)

No que toca uma analise geral do teste de sensibilizacdo, o desafio com

cetamina

foi capaz de alterar alguns padrbes comportamentais verificados na fase

de inducéo (rANOVA: TRATAMENTO - Fs;51) = 16,14, p<0,001). Assim, todos os 4

grupos d

esafiados com cetamina (vei-cet/cet, cts-cet/cet, vei-vei/cet e cts-vei/cet)

apresentaram maior atividade locomotora média que 0s grupos controle (vei-vei/vei

e cts-vei/vei). Contudo, os grupo desafiados com cetamina variaram entre si, desta
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forma, o grupo vei-cet/cet apresentou indices de locomog¢do que superaram a
atividade dos grupos vei-vei/lcet e cts-vei/cet, mas que foram semelhantes a
atividade do grupo cts-cet/cet. De fato, o grupo cts-cet/cet migrou de uma atividade
locomotora reduzida na indugcdo a uma atividade exacerbada no teste de
sensibilizacdo, exibindo uma atividade locomotora média equiparada tanto ao grupo
vei-cet/cet quanto aos grupos vei-vei/cet e cts-vei/cet. Finalmente, os resultados de
uma analise global indicaram que a exposicado previa de cetanserina na fase de
inducdo, diferente da racloprida, ndo impediu claramente na expressao da
sensibilizagdo comportamental a cetamina (vei-cet/cet > vei-vei/cet = cts-vei/cet >
vei-veilvei = cts-veilvei; cts-cet/cet = vei-vei/cet = cts-vei/lcet > vei-veilvei = cts-
vei/vei; Teste de Duncan, p<0,05; indicado em BEK e B da figura 14).

Entretanto, a comparacgéo entre os grupos nos diferentes intervalos do teste
permitiu a identificagdo de efeitos pontuais da cetanserina sobre locomogé&o
expressada pela cetamina (rANOVA: TRATAMENTO x INTERVALO - F(14,0,1433) =
4,94, p<0,001). Com excec¢ado dos grupos controles (vei-vei/lvei e cts-veilvei) que
tiveram uma moderada reducao da atividade locomotora ao logo dos 20 minutos de
teste e em todo este tempo apresentaram atividade menor com relacdo aos todos os
outros grupos, todos os grupos se assemelharam ao grupo vei-cet/cet ao longo dos
intervalos, ou seja, exibiram um pico de atividade locomotora seguido por uma
rapida reducdo deste comportamento. Apesar disso, uma andlise post-hoc detalhada
ao longo do tempo mostrou que animais do grupo cts-cet/cet apresentaram menor
atividade locomotora quando comparados ao vei-cet/cet nos 3 primeiros intervalos
do teste de sensibilizacdo (do intervalo 1 ao 3 cts-cet/cet < vei-cet/cet; Teste de
Duncan, p<0,05), indicando que a cetanserina preveniu a sensibilizacdo
comportamental expressada por cetamina nestes intervalos iniciais. Além disso, o
grupo cts-cet/cet se igualou ao grupo vei-cet/cet do 4° intervalo em diante, foi maior
gue os controles (vei-veilvei e cts-vei/vei) em todos os intervalos e apresentou maior
atividade quando comparado a vei-vei/cet do 5° ao 8° intervalo. Uma atividade
locomotora maior com relagéo aos controles também foi constatada nos grupos vei-
vei/cet (do 1° ao 4° intervalo), cts-vei/cet (do 1° ao 7° intervalo) e cts-cet/cet (do 1° ao
8° intervalo). Isso permite supor que a exposi¢ao a cetanserina sem a cetamina na
fase de inducdo tornou mais duradouro o efeito agudo da cetamina no teste de
sensibilizacdo. Adicionalmente, do 5° ao 8° intervalo 0s grupos expostos a cetamina

na fase de inducéo, tanto o antecedido por veiculo (vei-cet/cet) quanto o antecedido
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por cetanserina (cts-cet/cet), apresentaram atividade locomotora superior também ao

grupo vei-vei/cet (Teste de Duncan, p<0,05).

Figura 14 - Efeitos do desafio de cetamina, em animais coadministrados com
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Legenda: Quantificagdo obtida através do nimero de cruzamentos exibidos no teste de sensibilizagéo

(TS). Os 20 minutos de teste foram divididos em 8 intervalos de 2,5 min. vei = veiculo, cet =
cetamina 30 mg/kg, cts = cetanserina 3 mg/kg, vei-vei/vei = desafio com veiculo (i.p.) no TS
de animais tratados com veiculo(s.c.)+veiculo(i.p.) na inducao, vei-vei/cet = desafio com
cetamina (i.p.) no TS de animais tratados com veiculo(s.c.)+veiculo(i.p.) na inducéo, vei-
cet/cet = desafio com cetamina (i.p.) no TS de animais tratados com
veiculo(s.c.)+cetamina(i.p.) na inducgdo, cts-vei/vei = desafio com veiculo (i.p.) no TS de
animais tratados com cetanserina(s.c.)+veiculo(i.p.) na inducéo, cts-vei/cet = desafio com
cetamina (i.p.) no TS de animais tratados com cetanserina(s.c.)+veiculo(i.p.) na inducdo e
cts-cet/cet = desafio com cetamina (i.p.) no TS de animais tratados com
cetanserina(s.c.)+cetamina(i.p.) na inducdo. Comparacgédo global entre os grupos: BEK =
maior que todos 0s outros grupos, com excecdo do cts-cet/cet e B = maior que 0S grupos
vei-vei/vei e cts-vei/vei. Comparagdes entre os grupos a cada dia analisado: a = diferente de
todos os outros grupos, B = diferente de vei-vei/vei e cts-vei/vei, k = diferente de vei-vei/cet,
€ = diferente de cts-vei/cet e T = diferente de cts-cet/cet. Valores representados em média +
erro padrdo da média. Diferencas reveladas pelo teste post-hoc de Duncan (p<0,05).

Fonte: O autor, 2016.
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4.4 Discussao

Os estudos foram conduzidos com a finalidade de investigar se o
desenvolvimento e a expressao da sensibilizacdo comportamental induzida por
cetamina poderiam ser influenciados por administracdes prévias e subcrdnicas do
antagonista D2, racloprida, e do antagonista 5-HT2, cetanserina, respectivamente
utilizados nos experimentos 2 e 3. Tais experimentos por sua vez serdo discutidos
concomitantemente.

Alguns resultados foram tomados como principais neste capitulo. Primeiro,
administracdes prévias de ambas as drogas preveniram o0 aumento da atividade
locomotora em todos os intervalos dos dias analisados da fase de indugéo.
Segundo, a cetanserina, diferente da racloprida, ndo foi capaz de impedir a
progressao da resposta locomotora evocada pela cetamina, normalmente vista nas
fases de inducdo da presente tese. Terceiro, 0 tratamento subcrénico com o0s
antagonistas D2 e 5-HT2 prévios a cetamina, mostrou interferir no desafio a
cetamina até o 4° intervalo, no caso dos animais previamente tratados com
racloprida, ou até o 3°, no caso dos animais previamente tratados com cetanserina.

Antes de mais nada, vale ressaltar que o tratamento subcrénico com
racloprida ou cetanserina per se ndo produziu significativas alteracées no teste de
sensibilizagdo, assim como na fase de inducdo, onde foram administrados. Estas
achados estdo de acordo com estudos que mostram que tanto o haloperidol
(JOHNSON et al.,, 1998), um antagonista D2 como a racloprida, quanto a
cetanserina (FILIP; NOWAK; PAPLA, 2001) nao alteraram o padréo locomotor basal
de animais tratados cronicamente. A capacidade de um antagonista ndo alterar a
locomocédo basal e ao mesmo tempo prevenir o efeito causado por um
psicoestimulante da credibilidade ao modelo experimental, indicando que os efeitos
identificados nos grupos expostos ao antagonista quando combinado ao
psicoestimulante sdo devidos a interacfes farmacoldgicas e ndo a um dano motor
gerado pelo antagonista, por exemplo. Nesse sentido, € de extrema relevancia
acrescentar a informacdao de que um estudo preliminar de nosso grupo no
laboratério de Neurofsisiologia (dados ndo mostrados) com a racloprida na dose de

0,5 mg/kg ndo produziu alteracées motoras, tanto de forma aguda quanto de forma
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subcronica (7 dias), em camundongos testados nos testes da impressao da pata, de
catalepsia e rotarod.

Os modelos de hiperatividade locomotora, assim como a sensibilizacao
comportamental, podem ser utilizados para o estudo da esquizofrenia, sendo
normalmente utilizados os modelos baseados em agonistas dopaminérgicos
(FEATHERSTONE; KAPUR; FLETCHER, 2007; PELEG-RAIBSTEIN; KNUESEL;
FELDON, 2008; VALENTI et al., 2011) e antagonistas glutamatérgicos (JOHNSON
et al.,, 1998; KAPUR; SEEMAN, 2002; WATANABE et al., 2010; ZUGNO et al.,
2013). Nesse sentido, a medida que o bloqueio de D2 e 5-HT2 resulta na prevencéo
da hiperatividade locomotora, pode-se inferir que esse efeito € comparavel ao de
antipsicoticos. Estes alvos de receptores sdo os mesmos dos antipsicoticos tipicos e
atipicos utilizados na clinica médica, tendo os tipicos basicamente afinidade por
receptores D2 e atipicos alta afinidade por 5-HT2 e baixa afinidade por D2
(CARLSSON, 1978; KARL et al., 2006; MAILMAN; MURTHY, 2010).

A literatura cientifica apresenta evidéncias de que enquanto o antagonismo de
5-HT2 é mais eficaz em modelos de esquizofrenia baseados em fenciclidina /
cetamina, o antagonismo de D2 é mais eficiente em modelos baseados em
anfetamina / apomorfina (MILLAN et al., 1999; YAMADA et al., 1999).

No que diz respeito ao blogueio D2, nossos resultados parecem refutar tal
ideia, pois foi verificado nesta tese que o antagonista de D2, racloprida, foi capaz de
prevenir a exacerbacdo locomotora em todas as fases do experimento e ainda
impediu a progressao da locomocao na fase de inducdo, diferente da cetanserina
gue nao impediu tal progressao. Nesse sentido, Kapur e Seeman (2002) mostraram
que a racloprida reverteu o aumento de dopamina produzido tanto pela cetamina
quanto pela fenciclidina. Assim, este resultado indica uma relacdo entre acéo
farmacolégica de antagonistas NMDA, o que também resulta na hiperatividade
locomotora, e bloqueio do receptor D2. Consistente a isso, foi mostrado que 1 mg/kg
do antagonista D2, haloperidol, preveniu completamente o desenvolvimento da
sensibilizagdo comportamental produzida por fenciclidina (PHILLIPS et al., 1997). Ao
gue tudo indica, o receptor D2 parece estar implicado também na resposta
locomotora sensibilizada por antagonistas NMDA.

No que tange o bloqueio de 5-HT2, os dados existentes na literatura parecem
divergir. Por exemplo, Phillips e colaboradores (2001) mostraram que 0,8 mg/kg de

cetanserina ndo inibiu o desenvolvimento da sensibilizacdo produzida por
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fenciclidina. De forma parecida, sendo que utilizando um psicoestimulante
dopaminérgico, Bjijjou e colaboradores (1996) mostraram que injecbes de
cetanserina a 1 yg / 0,5 pl na area do tegumento ventral de ratos nao inibiu o
desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental. Por outro lado, Maurel-Remy e
colaboradores (1995) concluiram em seu estudo que a hiperatividade locomotora
induzida pela fenciclidina era dependente de 5-HT2A. Similar aos nossos achados,
mas utilizando cocaina, Filip e colaboradores (2001) mostraram que a administracao
da cetanserina 3 mg/kg (mesma dose utilizada no experimento 3) em ratos, 30
minutos antes da cocaina, foi capaz de inibir o desenvolvimento da sensibilizacdo
comportamental. Contudo, diferente de nds, tais autores ndo conseguiram verificar
apo0s uma retirada de 5 dias uma inibicdo da resposta locomotora expressada
mediante o desafio a cocaina, sendo possivel somente preveni-la com o desafio
concomitante de cetanserina mais cocaina. Por fim, talvez o bloqueio de 5-HT2 pela
cetanserina ndo tenha impedido a progressao da atividade locomotora ao longo da
fase de inducdo devido a uma provavel sub-regulacdo, fenbmeno normalmente
relatado para este receptor (JOHNSON et al., 1998; FILIP; BUBAR; CUNNINGHAM,
2004).

Diante dos achados do experimento 3 e de outros dados da literatura, é
possivel afirmar que o receptor 5-HT2 desempenhe um papel fundamental na
sensibilizacdo comportamental evocada tanto por agonistas dopaminérgicos quanto
por antagonistas glutamatérgicos. Todavia, a sensibilidade que o receptor 5-HT2 tem
a sub-regulacéo talvez prejudique seus efeitos antipsicoticos. Consistente a isso
Kapur e Seeman (2001) verificaram que apesar dos antipsicéticos atipicos serem
propostos como uma alternativa no tratamento da esquizofrenia por terem alta
afinidade por receptores 5-HT2 e baixa por D2, a ocupacdo maxima desses
receptores serotoninérgicos € obtida em doses ndo antipsicéticas, enquanto 0s
verdadeiros efeitos antipsicéticos s6 se tornam efetivos quando a ocupacdo de D2
excede 65%.

Em suma, os experimentos 2 e 3 revelaram que tanto o bloqueio de D2 pela
racloprida quanto de 5-HT2 pela cetanserina preveniram o desenvolvimento e a
expressdo da sensibilizacdo produzida por cetamina. A racloprida pareceu
desempenhar tal funcdo de maneira mais eficaz por impedir a progressao da
atividade locomotora produzida por cetamina na fase de inducdo. Contudo, a

incapacidade da cetanserina de impedir a progressdo locomotora ndo descarta a
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importancia do papel de 5-HT2 sobre a sensibilizagdo comportamental. E possivel
sugerir qgue D2 e 5-HT2 sejam alvos tdo importante quanto o receptor NMDA para a
compreensao da sensibilizagdo locomotora evocada por cetamina. Ja tem sido
demonstrado que a fenciclidina e a cetamina tanto aumentam a liberagdo de
dopamina e serotonina quanto fazem ligagcbes agonisticas com D2 e 5-HT2,
possuindo afinidade comparavel ao receptores NMDA (KAPUR; SEEMAN, 2002). Ao
que tudo indica, modelos experimentais de esquizofrenia baseados em fenciclidina /
cetamina parecem mais reproduzir uma perturbacdo multissistema do que uma
hipofuncionalidade glutamatérgica (KAPUR; SEEMAN, 2002), o que ndo deixa de
ser um bom modelo para explorar diversos aspectos de efeitos antipsicéticos.
Interessantemente tem sido descrito outro tipo de sensibilizacao,
caracterizada pelo aumento dos efeitos antipsicoticos ao logo de repetidas
administracdes, a chamada sensibilizacdo antipsicética, que parece, em parte, ser
dependente do contexto ambiental (ZHANG; LI, 2012). Assim como os efeitos
antipsicoticos, os efeitos sensibilizadores da cetamina podem estar pareados ao
ambiente. Sendo assim, foi pensando no possivel papel do contexto nas respostas
comportamentais geradas pela cetamina que se pensou em estudar no experimento
4 tanto a resposta locomotora condicionada quando a sensibilizacdo

comportamental dependente do contexto.
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5 EXPERIMENTO 4: OS EFEITOS DA CETAMINA SOBRE A RESPOSTA
LOCOMOTORA CONDICIONADA E A SENSIBILIZACAO COMPORTAMENTAL
DEPENDENTE DO CONTEXTO

5.1 Procedimento especifico

A investigagcdo da capacidade da cetamina em produzir tanto resposta
locomotora condicionada quanto sensibilizacdo comportamental dependente do
contexto foi possibilitada por um desenho experimental composto de 6 fases
experimentais, sendo elas a fase de habituagcédo, inducdo, 12 retirada, teste de
condicionamento, 22 retirada e teste de sensibilizagdo. Em todas as fases, exceto
nas retiradas, os testes comportamentais no campo aberto tiveram permanéncia de
20 minutos.

A fase de inducao teve inicio 24 h apds o término da habituacdo (do dia 1 ao
3; ja descrita no item 2.4 do material e métodos). Durante a fase de inducéo (do dia
4 ao 10, chamados de indl a ind7, respectivamente), os animais receberam
diariamente uma injecdo associada ao ambiente teste (que chamaremos aqui de
injecdo associada), foram imediatamente introduzidos ao campo aberto e ao final
levados as suas gaiolas no biotério. Uma hora apdés o término do teste, estes
mesmos animais receberam outra injecdo, no biotério, sendo esta ndo associada
ao ambiente teste (aqui chamada de injecdo ndo associada). Pode-se dizer que a
fase de inducédo possuiu complexidade e importancia para este experimento, visto
que os grupos foram constituidos com base na articulacdo dos esquemas de
injecOes associadas e nao associadas. Sendo assim, 0 primeiro grupo recebeu uma
injecdo associada de salina e outra ndo associada também de salina, chamado aqui
de grupo veiculo (vei; machos = 20 e fémeas = 20). O segundo grupo recebeu uma
injecdo associada de salina e outra ndo associada de cetamina, chamado aqui de
grupo cetamina ndo associado (cna; machos = 12 e fémeas = 12). Por fim, o
terceiro grupo recebeu uma injecao associada de cetamina e outra ndo associada de
salina, chamado aqui de grupo cetamina associado (cas; machos = 11 e fémeas =
12).
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A inducdo foi seguida pela 12 retirada (dias 11 e 12), durante a qual os
animais permaneceram no biotério sem qualquer tipo de manipulacao.
Subsequentemente, no 13° dia todos os animais receberam uma unica injecdo de
salina e foram imediatamente introduzidos ao campo aberto. Este dia foi
denominado de teste de condicionamento. O presente experimento investigou o
condicionamento pavloviano sob o modelo do campo aberto devido a sua forte
relacdo com a dependéncia de drogas, pois a associacdo prévia entre a droga e
dicas ambientais (lugares, pessoas, periodos do dia ou semanas, estados
sentimentais, visdo de uma seringa ou de um cigarro, entre outros) podem
condicionar um individuo ao ponto da exposi¢cdo subsequente a uma dessas dicas
ser suficiente para eliciar um desejo intenso de consumo da droga, o qual é
normalmente seguido pelo uso desta (SELF; NESTLER, 1998). Assim, a associacao
prévia entre dicas contextuais e os efeitos da droga podem, durante e depois de um
periodo de abstinéncia levar um individuo a recaida da droga, por exemplo. Talvez a
compreensao desse fenbmeno auxilie no tratamento da dependéncia de drogas.
Aqui, utilizamos o teste de condicionamento visando verificar se o periodo de
inducao foi eficiente em causar a associacao entre o ambiente e a droga. Em caso
positivo, espera-se que, mesmo nha auséncia da cetamina, 0 grupo cas apresente
aumento da atividade locomotora durante o teste.

Finalmente apds a 22 retirada (mesmo procedimento adotado na 12 retirada),
ocorreu o teste de sensibilizacdo (16° dia), no qual os animais foram desafiados com
uma unica injecdo de cetamina ou veiculo, a depender do grupo, havendo algumas
particularidades nos grupos com relacdo a fase de inducdo. Por exemplo, 0 grupo
vei teve seu n dividido, de modo a uma metade ser desafiada com salina (vei/vei;
machos = 10; fémeas = 8) e a outra com cetamina (vei/cet; machos = 10; fémeas =
12). O grupo cna no teste de sensibilizagdo recebeu um desafio de cetamina, ou
seja, pela primeira vez ele recebeu a cetamina de forma associada, passando a ser
chamado de cnal/cet. J& o grupo cas recebeu uma unica dose de cetamina
associada, como sempre recebeu ao logo de todo este experimento e foi chamado
no TS de cas/cet (a linha temporal do experimento 4 estd esquematizada na figura
15).
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Figura 15 — Linha temporal do experimento 4

Dias
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16
o> E<>3 i > > @
Habituacao Inducao 12 Retirada 22 Retirada
Grupos > inje¢éo o E injecéo ndo injecdo Grupos finais
indugdoe TC (n=) associada B 9 ag, % associada “estimulo neutro” Desafio (Gerados no TS)
_ 3 £ jé _ salina veilvei (§=10; 2=8)
vei (§=20; 9=20) salina 5 £ g 5 o085 saina ——>  salina :
8g oo cetamina  veilcet (3'=10; 9=12)
g8 £28
cha (§=12; 9=12) salina g8 ,g - cetamina ——> salina ———> cetamina  cna/cet (F=12; 9=12)
S E =
cas (@=11; 9=12) cetamina £ 3 salina ——> salina —> cetamina cas/cet (F=11; 2=12)

Legenda: TC = teste de condicionamento, TS = teste de sensibilizacdo, n = nidmero de sujeitos
machos e fémeas, vei = salina, cna = cetamina ndo associada, cas = cetamina associada,
barra (/) = indica apés a ela o desafio administrado, vei/vei = animais tratados com veiculo
na inducédo e desafiados com veiculo no TS, vei/cet = animais tratados com veiculo na
inducéo e desafiados com cetamina no TS, cna/cet = animais cetamina ndo associados e
desafiados com cetamina no TS e cas/cet = animais cetamina associados e desafiados
com cetamina no TS. Todas as injecGes foram intraperitoneais. “® : Dias em que as
atividades comportamentais foram quantificadas — dias 4, 7, 10 (correspondendo ao 1°
(indl1), 4° (ind4) e 7° (ind7) dia da inducéo, respectivamente), 13 (TC) e 16 (TS).

Fonte: O autor, 2016.

5.2 Resultados

5.2.1 Fase de inducéo (figura 16)

De uma forma geral a cetamina replicou tudo o que ja foi feito anteriormente,
pois mostrou, através do grupo cas, que administracfes imediatamente antes da
introdugéo ao campo aberto produzem exacerbacgao da atividade locomotora desde
o primeiro dia de teste (rANOVA: TRATAMENTO - F;g1) = 195,66, p<0,001). Por
outro lado, agui mostramos pela primeira vez que um grupo que sempre recebeu
cetamina fora do ambiente (ndo associada; grupo cna) ndo apresentou alteragéo do
comportamento locomotor na fase de indugdo. Enquanto o grupo cas apresentou
maior atividade locomotora com relacdo aos demais grupos, 0 grupo cha exibiu

indices de locomocao similares ao grupo vei (cas > cna = vei; Teste de Duncan,



78

p<0,05). Em outras palavras, até este ponto nossos resultados sugerem que
administracdes ndo associadas de cetamina ndo alteram a atividade locomotora dos
animais no campo aberto.

Consistente a isso estdo os resultados detalhados dos tratamentos, que
variaram em funcdo do dia e do intervalo (rANOVA: TRATAMENTO x DIA x
INTERVALO - Fa25769 = 11,00, p<0,001; TRATAMENTO x INTERVALO -
F(s,0:204,0 = 100,44, p<0,001). O padréo grafico da administragcéo de salina (vei e cna)
e cetamina (cas) mostrou-se consistente com experimentos anteriores, ou seja,
cetamina produzindo um pico na locomocgao seguido por um decréscimo e o veiculo
apresentando um moderado decréscimo da locomocédo ao longo dos intervalos, mas
mantendo-se menor que a cetamina durante todo o tempo. A analise post-hoc
detalhada indicou que o grupo cas, em todos os intervalos de todos os dias,
apresentou maior atividade quando comparado aos grupos vei e cna, 0S quais nao
apresentaram diferencas entre si (Teste de Duncan, p<0,05).

A analise longitudinal de cada grupo experimental ao longo dos dias
quantificados indicou um aumento progressivo da resposta locomotora do grupo cas
(rANOVA: DIA x INTERVALO — Fs;2157) = 5,23, p<0,001), o qual foi apontado pelo
teste post-hoc de Duncan por apresentar a maior atividade locomotora nos dois
primeiros intervalos de ind4 e ind7 quando comparado aos mesmos intervalos de
indl (Teste de Duncan, p<0,05). Estes resultados sdo consistentes com o0s
apresentados anteriormente, uma vez que a cetamina sempre produziu aumento
progressivo da atividade locomotora no inicio do teste. Interessantemente, no
presente experimento foi visto pela primeira vez uma diminuicdo progressiva da
atividade locomotora no grupo vei (rANOVA: DIA x INTERVALO — Fg ;547,00 = 5,33,
p<0,001; DIA — F@117) = 6,27, p<0,005), sendo a mesma diminui¢do progressiva
vista também no grupo cna (rANOVA: DIA x INTERVALO - Fgg2r0,7) = 4,98,
p<0,001; DIA — Fpe9 = 7,17, p=0,01). A analise post-hoc detalhada indicou que o
grupo vei tanto em ind4 (1° e 2° intervalo) quanto em ind7 (1° 2° 6° 7° e 8°
intervalo) apresentou menor atividade locomotora quando comparado a indl nos
mesmos intervalos, havendo uma excec¢éo no 3° intervalo de ind7, o qual apresentou
maior atividade locomotora com relacdo a ind1 e ind4. J& o grupo cha apresentou
nos 5 primeiros intervalos de ind4 e ind7 menor atividade locomotora quando

comparado aos mesmos intervalos de indl (Teste de Duncan, p<0,05).



79

Figura 16 — Efeitos das administracbes de cetamina de forma associada ou néo
associada ao ambiente sobre a atividade locomotora no campo aberto

FASE DE INDUGAO

250
—O— vei
—¥— cha
—A— cas

200 +
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40
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20 +

NUMERO DE CRUZAMENTOS

123456738 123456738 123456 7 8 intervalos

ind1 ind4 ind7

Legenda: Quantificagcdo obtida através do niUmero de cruzamentos exibidos nos dias 1 (ind1), 4 (ind4)
e 7 (ind7) da fase de indug&o. Os 20 minutos de teste foram divididos em 8 intervalos de 2,5
min. vei = veiculo, cna = cetamina (30 mg/kg) ndo associada e cas = cetamina (30 mg/kg)
associada. Comparacdo global entre os grupos: A = atividade locomotora superior aos
demais grupos. Comparacdes entre 0s grupos a cada dia analisado: a = diferente de todos
0s outros grupos. Compara¢Bes de cada grupo ao longo dos dias analisados: + = cas
diferente de ind1 nos intervalos marcados, — = vei e cna diferentes de ind1 nos intervalos
marcados e -- = vei e cna diferentes de ind1l e ind4 nos intervalos marcados. Valores
representados em média + erro padrdo da média. Diferencas reveladas pelo teste post-hoc
de Duncan (p<0,05).

Fonte: O autor, 2016.

5.2.2 Teste de condicionamento (fiqura 17)

Os resultados indicaram que o tratamento com cetamina associada (cas) na
fase de inducdo produziu aumento significativo da atividade locomotora no primeiro
intervalo do teste de condicionamento (TRATAMENTO x INTERVALO — F(7,9:320,8) =
7,97, p<0,001), mesmo quando todos os animais foram desafiados com salina antes
do teste. O fato de neste primeiro intervalo o grupo cas ter apresentado a maior
atividade locomotora, enquanto que o grupo cna se assemelhou ao vei (no 1°

intervalo: cas> cna = vei; Teste de Duncan, p<0,05), sugere que o contexto pelo qual
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0 animal experimenta a droga modula positivamente sua atividade locomotora, ou
seja, a associacdo entre a cetamina e o0 contexto onde ela foi previamente
administrada foi capaz de produzir uma resposta locomotora condicionada mesmo

na auséncia da droga.

Figura 17 — Efeitos do desafio de salina em animais que receberam cetamina de
forma associada ou ndo associada ao ambiente na fase de inducéao,
sobre a atividade locomotora no campo aberto

TESTE DE CONDICIONAMENTO
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Legenda: Quantificagdo obtida através do nimero de cruzamentos exibidos no teste de
condicionamento (TC). Os 20 minutos de teste foram divididos em 8 intervalos de 2,5 min.
vei = veiculo, cna = cetamina (30 mg/kg) ndo associada e cas = cetamina (30 mg/kg)
associada. Comparacgfes entre os grupos a cada dia analisado: a = diferente de todos os
outros grupos. Valores representados em média + erro padrdo da média. Diferencas
reveladas pelo teste post-hoc de Duncan (p<0,05).

Fonte: O autor, 2016.
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5.2.3 Teste de sensibilizacao (figura 18)

A andlise do teste de sensibilizacdo indica que todos os grupos foram
diferentes entre si (rANOVA: TRATAMENTO - F@grg = 43,67, p<0,001),
apresentando o grupo cas/cet, cnal/cet e veilcet os 1°, 2° e 3° maiores indices de
atividade locomotora, respectivamente (cas/cet > cna/cet > vei/cet > veil/vei; Teste de
Duncan, p<0,05; indicado em Al, A2 e A3 da figura 18).

A atividade locomotora dos diferentes grupos variou em funcdo do intervalo
(rANOVA: TRATAMENTO x INTERVALO — Fg.9.0070) = 5,46, p<0,001). Apesar dos
diferentes indices de atividade locomotora, os trés grupos desafiados com cetamina
exibiram padrdo gréfico similar, consistindo em um aumento exacerbado da
atividade locomotora inicial, seguido por brusca diminuicdo dessa atividade quando
comparados ao grupo vei/vei. A analise post-hoc detalhada indicou que o grupo
cas/cet apresentou maior atividade locomotora com relacdo a todos 0s outros grupo
em todos os intervalos, exceto no 7° intervalo, onde sua atividade superou apenas a
dos grupos veilvei e veilcet. O grupo cnal/cet apresentou atividade superior aos
grupos veil/cet e veilvei no 1° e 5° intervalo, contudo sua atividade em quase todos
os intervalos, juntamente com o grupo vei/cet, foi maior somente quando comparada
ao grupo veilvei (2°, 3°, 4° 6° e 7° intervalos: cna/cet = vei/cet > veilvei; Teste de
Duncan, p<0,05). Os dados aqui apresentados permitem sugerir que a resposta
locomotora sensibilizada por cetamina é dependente do contexto ambiental, ao que
tudo indica as dicas ambientais parecem maximizar os efeitos comportamentais da

cetamina.
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Figura 18 - Efeitos do desafio de cetamina em animais que receberam cetamina de
forma associada ou ndo associada ao ambiente na fase de inducéo,
sobre a atividade locomotora no campo aberto
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Legenda: Quantificacdo obtida através do nimero de cruzamentos exibidos no teste de sensibiliza¢do
(TS). Os 20 minutos de teste foram divididos em 8 intervalos de 2,5 min. vei/vei = veiculo
desafiado no TS com salina, vei/cet = veiculo desafiado no TS com cetamina, cnal/cet =
cetamina ndo associada e desafiada com cetamina (30 mg/kg) e cas/cet = cetamina
associada e desafiada com cetamina (30 mg/kg). Comparacédo global entre os grupos: Al =
12 maior média, A2 = 22 maior média e A3 = 3% maior média, sendo todos os grupos
diferentes entre si. Comparacgfes entre os grupos a cada dia analisado: a = diferente de
todos os outros grupos, b = diferente de vei/vei e ¢ = diferente de veilvei e veilcet. Valores
representados em média + erro padrdo da média. Diferencas reveladas pelo teste post-hoc
de Duncan (p<0,05).

Fonte: O autor, 2016.

5.3 Discusséao

Durante a fase de inducdo do experimento 4 foi possivel constatar que a
atividade locomotora desenvolvida pela cetamina é consistente com todos 0s outros
experimentos da presente tese e com os dados nela ja discutidos. Contudo,
diferente dos experimentos anteriores, o protocolo deste experimento foi
desenvolvido com o objetivo de investigar o papel do contexto ambiental sobre o

comportamento locomotor evocado pela cetamina, verificando sua capacidade em
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produzir uma resposta locomotora tanto condicionada quando contextualmente
sensibilizada. Embora ja tenha sido estudada a habilidade da cetamina em produzir
preferéncia condicionada ao local (SUZUKI et al., 2000), este € o primeiro estudo
que investigou o quanto o condicionamento classico e/ou dicas contextuais podem
influenciar na hiperatividade locomotora produzida por esta droga. Assim, o presente
estudo revelou dois importantes achados. Um deles mostrou que apés dois dias de
retirada, o grupo no qual a cetamina foi previamente associada ao ambiente do
campo aberto apresentou uma resposta locomotora condicionada nos primeiros 2,5
minutos do teste de condicionamento. Cabe ainda lembrar que tal resposta foi
eliciada na auséncia da droga, ou seja, somente com a injecdo de salina, que, por
sua vez, pode ter funcionado como um estimulo condicionado (ou seja, um estimulo
que, quando associado a um estimulo incondicionado (cetamina), € capaz de gerar
uma resposta condicionada (locomogéo)). Contudo Carey e Damianopoulos (1994)
demonstraram que a cocaina induziu resposta locomotora condicionada, tanto com 1
guanto com 21 dias de retirada, mesmo sem a injecado de salina. Isso sugere que
ndo sO a injecdo, mas variados estimulos exteroceptivos (estimulos externos ao
corpo) tenham desempenhado o papel de estimulo condicionado. Nessa mesma
perspectiva, tem sido demostrada resposta locomotora condicionada com outros
psicoestimulantes como, por exemplo, a anfetamina (GOLD; SWERDLOW; KOOB,
1988), cocaina (BROWN; FIBIGER, 1992), apomortina (DIAS; CAREY; CARRERA,
2006), quimpirole (EINAT et al., 1996) e MDMA (GOLD; KOOB, 1989).

Existem evidéncias neuroquimicas suportando que o sistema dopaminérgico
estd intimamente relacionado ao condicionamento pavioviano (YOUNG; MORAN;
JOSEPH, 2005; DAY; CARELLI, 2007). Nesse sentido Hall e colaboradores (2009)
mostraram que a resposta locomotora condicionada por cocaina foi inalterada em
camundongos knockout para o transportador de noradrenalina e foi pouco alterada
em knockout para o transportador de serotonina. Contudo, em animais knockout
para o transportador de dopamina, ndo houve resposta locomotora condicionada por
cocaina. Estes resultados destacam uma crucial fungdo do transportador de
dopamina neste processo comportamental.

Todavia, relatos da literatura parecem divergir quanto ao papel dos receptores
D1 e D2 sobre a locomogéo condicionada produzida por psicoestimulantes. Assim,
se por um lado Mazurski e Beninger (1991) mostraram que o antagonista D1, SCH-

23390, bloqueou a resposta locomotora condicionada produzida por anfetamina e
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pelo agonista D1, SKF-38393, por outro lado, mostraram também que a
metoclopramida, um antagonista D2, bloqueou a resposta condicionada produzida
pelo quimpirole, mas ndo pela anfetamina. Mediante a isso, tais resultados levaram
a sugestao de que alteragbes em receptores D1 e D2 podem estar implicadas na
locomocgédo condicionada. Por outro lado, Martin-lverson e McManus (1990)
mostraram que tampouco o bloqueio de D1 e/ou D2 foi capaz de afetar a locomocéao
condicionada tanto pelo agonista indireto de dopamina, anfetamina, quanto pelo
agonista direto do receptor D2, PHNO. Talvez haja a participacdo de outros
componentes do sistema dopaminérgico ou outros sistemas também possam estar
implicados nesse fendmeno.

O segundo importante achado do experimento 4 foi mostrar que, além da
resposta locomotora condicionada, a cetamina foi capaz de gerar sensibilizacao
dependente do contexto, ou seja, dicas ambientais contribuiram para maximizar a
atividade locomotora de animais que receberam a cetamina de forma associada.
Consistente com a nosso desenho, a literatura cientifica descreve trabalhos que
uniram a verificagcdo da locomocéo condicionada com a sensibilizagdo dependente
do contexto. Por exemplo, McDougall e colaboradores (2007) mostraram que a
cocaina além de produzir sensibilizacdo dependente do contexto em rato, produziu
nesses mesmos animais locomocao condicionada nos 5 primeiros minutos. O estudo
mais recente de Sukhanov e colaboradores (2016) também agrega ambos 0s
fendbmenos, uma vez que mostraram que a anfetamina produziu resposta locomotora
tanto condicionada quanto contextualmente sensibilizada. Além disso, tais autores
associaram essas duas respostas ao receptor relacionado a aminas vestigiais (Trace
Amine Associated Receptors, TAARsS), como por exemplo a octopamina,
feniletilamina e tiramina. Sendo assim, foi verificado que a auséncia do receptor
TAAR1, em camundongos knockout, exacerbou a resposta locomotora condicionada
e a contextualmente sensibilizada. Isso sugere um importante papel dos receptores
TAAR no controle das respostas comportamentais dependentes de contexto
(SUKHANOV et al., 2016). Parece, portanto, que existe uma relacdo entre esses
dois fenbmenos e que possivelmente possam ter mecanismos similares. Nesse
sentido, Hinson e Poulos (1981) inferiram que a sensibilizacdo recebe uma grande
contribuicdo do condicionamento paviloviano e que isso tem consequéncias no

tratamento do abuso de estimulantes.
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Em contrapartida, ha evidéncias de que a locomocdo condicionada e a
sensibilizacdo dependente do contexto possuem naturezas distintas. Assim, por
exemplo, o desafio com apomorfina (MATTINGLY; GOTSICK, 1989), quimpirole
(SZECHTMAN; TALANGBAYAN; EILAM, 1993) e cocaina (WOOD et al., 1998)
produziram uma resposta locomotora contextualmente sensibilizada em ratos que
receberam as respectivas drogas na fase de inducdo, mas em nenhum desses
trabalhos foi vista resposta locomotora condicionada mediante o desafio com salina.
Drew e Glick (1988) mostraram que, embora a locomoc&o condicionada fosse
reduzida com a pré-exposicao ndo reforcada (exposi¢cdo ao ambiente sem haver o
reforco da droga), o que é consistente com o principio pavloviano da inibicéo latente
(capacidade cognitiva de ignorar estimulos irrelevantes, assim a medida que um
estimulo condicionado esta presente na auséncia do incondicionado o individuo
tendera a dissocia-los, ocorrendo a extingdo do condicionamento), ndo houve
comprometimento da resposta sensibilizada por anfetamina, mesmo sendo ela
dependente do contexto ambiental. Tirelli e colaboradores (2003) refutam a
possibilidade da correlacdo entre sensibilizagdo dependente do contexto e
locomocéo condicionada, justificando que tais fendbmenos comportamentais sao
dissociados um do outro, pois as magnitudes de ambas respostas ndo sao
significativamente correlatas. Anterior a estes autores, sendo que utilizando cocaina,
Carey e Gui (1998) mostraram que a extingdo do condicionamento nao
comprometeu a resposta locomotora sensibilizada contextualmente dependente.
Portanto, embora alguns trabalhos considerem fenémenos interligados, a
sensibilizacdo dependente do contexto e a locomocédo condicionada provavelmente
representam distintas ferramentas para o estudo do comportamento de adicdo a
drogas. Possivelmente, fatores exteroceptivos interajam positivamente otimizando o
inicio do efeito da droga, potencializando-a (CAREY; GUI, 1998).

Tomados em conjunto, 0S nosso resultados mostraram que a cetamina foi
capaz de evocar uma resposta locomotora tanto condicionada quando sensibilizada
contextualmente dependente. Com base nos achados de Kapur e Seeman (2002),
que constatam a ativagcdo dopaminérgica mediante administracfes de cetamina, e
em todos as evidéncias apontando o sistema dopaminérgico como responsavel por
ambos fenbmenos, € possivel arriscar a suposicdo de que mecanismos
dopaminérgicos possam estar envolvido nas respostas contextuais geradas pela

cetamina. Contudo, ha de se convir que, embora existam demasiados trabalhos
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evidenciando tais fendmenos com psicoestimulantes dopaminérgicos, poucos tem
como foco o sistema glutamatérgico. Por exemplo, foi verificada a alteracdo de
receptores NMDA em animais knockout para TAAR1, os quais foram os mesmos
gue exibiram maior resposta locomotora condicionada e maior resposta sensibilizada
dependente do contexto (SUKHANOV et al., 2016). Embora esses dados sugiram
uma participacao de receptores NMDA, ainda ha uma larga caréncia no que tange a
verificacdo de tais fendmenos utilizando-se psicoestimulantes NMDA. Talvez o
presente experimento seja 0 inicio da exploracdo do alvo NMDA, pelos seus
ligantes, a fim de proporcionar conhecimento sobre a participagdo do sistema

glutamatérgico em tais respostas.
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6 DISCUSSAO GERAL

A primeira vista 0s experimentos da presente tese parecem estar segregados
e apresentarem finalidades distintas. Contudo eles contam uma histéria iniciada com
0 experimento 1, cujos resultados definiram pontos chave dos protocolos
experimentais utilizados nos experimentos 2 e 3 e experimento 4. O viés que
interliga os experimentos é descrito ao longo dos achados, os quais podem ser
abordados em 3 pontos principais para a compreenséo do presente trabalho.

Em primeiro lugar, foi mostrado no experimento 1 que a dose de 30 mg/kg de
cetamina foi a que se mostrou mais eficaz em desenvolver e expressar a
sensibilizacdo comportamental em camundongos adultos machos e fémeas. Vale
lembrar que a dose de 30 mg/kg ndo se destacou apenas para 0 comportamento
locomotor, mas também afetou a autolimpeza, exacerbou a rotagdo e diminuiu com
menor intensidade os eventos de levantamento e queda quando comparada a dose
de 50 mg/kg.

Esses achados justificaram a utilizagdo da dose de 30 mg/kg nos
experimentos subsequentes. Além disso, a ndo diferenca entre 0s sexos e 0
destaque da locomocao levaram a utilizacdo apenas do sexo masculino e a
observacdo apenas da atividade locomotora nos experimentos 2, 3 e 4. Pode-se
dizer que a confirmacao da sensibilizagdo comportamental produzida por cetamina
no experimento 1 possibilitou as investigacdes dos experimentos 2 e 3, assim como
seus potentes efeitos psicoestimulantes possibilitaram a realizacdo do experimento
4, visto que drogas com esse potencial sdo aquelas que normalmente produzem
efeitos relacionados ao contexto ambiental (HINSON; POULOS, 1981; GOLD;
KOOB, 1989).

Em segundo, o antagonismo do receptor D2 pela racloprida e do receptor 5-
HT2 pela cetanserina visto nos experimentos 2 e 3, respectivamente, mostraram que
ambos 0s receptores participam no desenvolvimento e na expressao da resposta
locomotora sensibilizada pela cetamina. Estes resultados podem ser interpretados
de 2 formas. Por um lado, os mecanismos pelo qual o bloqueio de NMDA medeia a
sensibilizacdo comportamental podem estar indiretamente relacionados aos
receptores D2 e 5-HT2. Por outro lado, estes achados podem corroborar Kapur e

Seeman (2002), que sugeriram que a cetamina além de antagonista NMDA,
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funciona também como agonista D2 e 5-HT2. Embora ja tenha sido mostrado a
eficacia do bloqueio de receptores D2 e 5-HT2 para a esquizofrenia (SVENSSON et
al., 1995; KAPUR et al., 1998; VOLLENWEIDER et al., 1998), este estudo torna-se
importante a medida que ressalta a importancia do receptor NMDA e do sistema
glutamatérgico para explicar neuroguimicamente a esquizofrenia. Contudo, ha de se
convir que mais estudos sdo necessarios e que antagonistas mais especificos para
NMDA possam auxiliar mais ainda nesta problematica (KAPUR; SEEMAN, 2002).
Ambas as possibilidades convergem no sentido do bloqueio desses receptores ter
surtido um efeito possivelmente antipsicético, pois ao considerar a sensibilizacdo a
cetamina como um modelo para a esquizofrenia tudo aquilo que previne tal
fendmeno (bloqueio de D2 e 5-HT2) pode ser tomado como um efeito antipsicético
(SUN; HU; LI, 2009). Adicionalmente, os efeitos antipsicéticos sugeridos nos
experimentos 2 e 3 estiveram associados ao ambiente, jA que o tratamento prévio
com os antagonistas D2 (racloprida) e 5-HT2 (cetanserina) foram conduzidos
também no ambiente teste. Para Zhang e Li (2012) os efeitos antipsicéticos seriam
sensibilizados e receberiam a participacdo de dicas contextuais. I1sso, além de ser
consistente com nosso dados também consolida a necessidade de estudar os
efeitos da cetamina relacionados ao contexto ambiental. Devido os efeitos
psicotogénicos, inversos aos efeitos antipsicoticos descritos acima, e os efeitos
psicoestimulantes da cetamina, é que se pensou em verificar no experimento 4 tanto
o condicionamento no paradigma do campo aberto quanto a sensibilizacao
comportamental dependente do contexto.

Em terceiro e ultimo lugar, foi mostrada no experimento 4 a capacidade da
cetamina em produzir resposta locomotora condicionada e contextualmente
sensibilizada, sendo ambos os fenbmenos dependentes de dicas ambientais. A
respeito disso, 0s animais condicionados com cetamina apresentaram exacerbada
locomogédo no primeiro intervalo do teste de condicionamento, mesmo tendo
recebido solucdo salina. Isso permite sugerir que estimulos exteroceptivos se
associaram aos efeitos da droga, sendo consolidado o condicionamento, o qual foi
visto aqui através da resposta locomotora. Por outro lado, no teste de sensibilizacao
0S animais pré-expostos a cetamina no ambiente teste (grupo cetamina associada)
apresentaram atividade locomotora maior do que agueles pré-expostos a cetamina
fora do ambiente (grupo cetamina ndo associado), lembrando que ambos os grupos

nesse ultimo dia foram desafiados e imediatamente postos no campo aberto.
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Partindo disso, é possivel supor que que a sensibilizacdo a cetamina € dependente
do contexto. Para Hinson e Poulos (1981) a sensibilizacdo dependente do contexto
recebia uma contribuicdo do condicionamento pavloviano para existir. Contudo,
como discutido em detalhes no item 5.3, esta conclusdo tem sido refutado por
alguns autores. E possivel que fatores interoceptivos (relacionados ao interior do
corpo; variacbes e sensibilidades a fatores internos) se relacionem aos
exteroceptivos, otimizando o inicio de acdo da droga, o que explicaria a
sensibilizacdo dependente do contexto (CAREY; GUI, 1998; TIRELLI; TAMBOUR,;
MICHEL, 2003).

Em suma, € possivel inferir que a cetamina € capaz de desenvolver e
expressar a sensibilizacdo comportamental e esta por sua vez, em seus dois
estagios, pode ser prevenida pelo bloqueio do receptores D2 e do 5-HT2. Além
disso, os efeitos comportamentais da cetamina também se relacionam ao ambiente,
gerando tanto uma resposta locomotora condicionada quanto contextualmente
sensibilizada. Desse modo, o presente estudo contribui para a compreensédo de
mecanismos neurocomportamentais relacionados ao abuso de drogas e a doencas
neuropsiquiatricas como a esquizofrenia. Ao que tudo indica, este trabalho também
pode elucidar os pontos em comuns entre ambas as patologias visando futuramente

contribuir com bem estar ou tratamento daqueles que sdo acometidos por elas.
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CONCLUSOES

a)

b)

c)

d)

f)

As doses de 30 e 50 mg/kg de cetamina exacerbaram a atividade
locomotora,;

Além do comportamento locomotor, ambas as doses de cetamina
produziram alteracdes nos eventos de levantamento, rotacdo, queda e
autolimpeza, além de também alterarem o tempo dessa mesma
autolimpeza. Contudo, a dose de 30 mg/kg apresentou maior destaque,
sendo que a atividade locomotora e o tempo de autolimpeza tiveram
significativas altera¢des ao longo do tempo;

As alteracdes na atividade locomotora, caracterizaram um padréo de
sensibilizagdo comportamental, a qual foi tanto desenvolvida quanto
expressada pela cetamina 30 mg/kg;

A dose de 30 mg/kg de cetamina produziu maior atividade locomotora
no inicio dos testes quando comparada a dose de 50 mg/kg. Assim, a
baixa dose utilizada nos 7 dias de inducéo talvez constitua um modelo
promissor para se estudar resposta locomotora condicionada e
sensibilizada;

Além disso, essa hiperatividade produzida pela dose de 30 mg/kg
também possibilitou o estudo com antagonistas D2 e 5-HT2, o qual
confirmou que o bloqueio de ambos receptores, vistos separadamente,
foi capaz de prevenir o desenvolvimento e a expressdao da
sensibilizagdo comportamental. Isso permite sugerir que, a semelhanca
de antipsicoticos tipicos/atipicos, o bloqueio desses receptores é
consistente com um efeito antipsicético num modelo experimental de
esquizofrenia;

Finalmente, os resultados revelaram que as dicas ambientais
contribuiram com os efeitos comportamentais da cetamina no sentido
de maximizar as resposta locomotora, ou seja, a resposta locomotora
condicionada e contextualmente sensibilizada foram um reflexo do
guéo significativas séo as dicas ambientais no processo de aquisicao a

cetamina;
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g) Tomados em conjunto € possivel supor que multiplos fatores estejam
envolvidos na consolidacdo da dependéncia a cetamina. Além disso,
este trabalho reforca alguns pontos que convergem o abuso de drogas
e doencas psiquiatricas. Possivelmente, a medida que se explore cada
vez mais 0s mecanismos neuroquimicos e comportamentais envolvidos
nessas problematicas, esteja a ciéncia cada vez mais proxima em

prevenir, atenuar ou tratar transtornos aditivos e psicoticos.
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