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RESUMO

REIS, H. S. Efeitos da Cetamina sobre o aprendizado de reforcadores condicionados e
modulacio de seu efeito reforcador. 2023. Dissertagdo (Mestrado) -Instituto de psicologia,

Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2023.

Estudos recentes indicam que a Cetamina, um antagonista ndo competitivo de
receptores glutamatérgicos N-metil-D-aspartato (NMDA), quando aplicada em doses
subanestésica, exibe efeito antidepressivo. Este efeito pode ser observado, tanto em ensaios
clinicos, como em estudos experimentais utilizando testes de triagem e modelos animais que
simulam tragos/sintomas caracteristicos deste transtorno. Outros estudos apontam que a agao
deste farmaco esta intimamente ligada a estimulacao de processos de sinaptogénese em diversas
areas do sistema nervoso central, estando associada ao aumento da atividade glutamatérgica e
na concentragdo de receptores AMPA. Estes receptores em conjunto com receptores NMDA,
parecem estar relacionados ao processo de aprendizagem do refor¢co condicionado. Diante da
falta de estudos que descrevam de maneira mais detalhada as agdes imediatas e prolongadas
deste farmaco no processo de aprendizagem de refor¢adores condicionados, este estudo propde-
se a avaliar a influéncia da aplicagdo da Cetamina sobre esse processo. Para este efeito, foram
avaliados os impactos da aplicagdo da Cetamina (10mg/kg), 24 horas ou 30 minutos, antes das
sessdes de condicionamento ou de teste. Foram utilizados oito grupos de 10 ratos machos de
linhagem wistar cada. Sendo quatro grupos experimentais para os quatro cenarios possiveis de
aplicacao do farmaco, em que a Cetamina foi aplicada 24 horas ou 30 minutos antes das sessdes
de condicionamento ou 24 horas ou 30 minutos antes das sessOes teste, assim como Se€us
respectivos grupos Controle. Foi observado que a Cetamina, quando aplicada 30 minutos antes

da sessdo de teste, parece exercer um efeito positivo na eficacia de reforgadores condicionados



previamente aprendidos. No entanto devido ao estresse provocado pela imobilizacdo e
aplica¢dao do farmaco, este efeito poderia corroborar uma possivel agdo ansiolitica promovida
por este farmaco. J& o efeito tardio da aplicagdo da Cetamina, com 24 horas de antecedéncia,
nas sessoes de teste pareceu impactar negativamente na eficacia de refor¢adores condicionados
previamente aprendidos. O efeito da aplicagdo de Cetamina de forma imediata ou tardia na
etapa de condicionamento ndo pareceu exercer impacto significativo sobre este processo.

Palavras-chave: Condicionamento classico. Psicofarmacologia. Cetamina.



ABSTRACT

REIS, H. S. Effects of Ketamine on the learning of conditioned reinforcers and
modulation of its reinforcing effect. 2023. Dissertagdo (Mestrado) -Instituto de psicologia,
Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2023.

Recent data indicate that Ketamine, a non-competitive antagonist of N-methyl-
D-aspartate (NMDA) glutamatergic receptors, when applied in subanesthetic doses, has an
antidepressant effect. This effect can be observed both in clinical trials and in Experimental
studies using screening tests and animal models that simulate traits/symptoms characteristic of
this disorder. Other studies indicate that the action of this drug is closely linked to the
stimulation of synaptogenesis processes in various areas of the central nervous system, being
associated with an increase in glutamatergic activity and in the concentration of AMPA
receptors. These receptors, together with NMDA receptors, seem to be related to the learning
process of conditioned reinforcement. Given the lack of studies describing in more detail the
immediate and prolonged actions of this drug on the learning process of conditioned reinforcers,
this study aims to evaluate the influence of the application of Ketamine on this process. To this
end, the impact of applying Ketamine (10mg/kg) 24 hours or 30 minutes before the conditioning
or test sessions was evaluated. Eight groups of 10 male Wistar rats each were used. There were
four Experimental groups for the four possible drug application scenarios, in which Ketamine
was applied 24 hours or 30 minutes before the conditioning sessions or 24 hours or 30 minutes
before the test sessions, as well as their respective control groups. It was observed that
Ketamine, when applied 30 minutes before the test session, seems to have a positive effect on
the effectiveness of previously learned conditioned reinforcers. However, due to the stress
caused by the immobilization and application of the drug, this effect could corroborate a

possible anxiolytic action promoted by this drug. On the other hand, the delayed effect of



applying Ketamine 24 hours before the test sessions seemed to have a negative impact on the
effectiveness of previously learned conditioned reinforcers. The effect of applying Ketamine
immediately or late in the conditioning stage did not seem to have a significant impact on this
process.

Keywords: Classic conditioning, Psychopharmacology, Ketamine.



SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt st es s eee v s e eeneneas 1
Cetamina como um fArmaco antidePrESSIVO. ......cccuereuierrieerieriieriierieertesresresreesreeseesseesseessaesseesseesssennnes 2
Efeitos comportamentais da Cetamina em processos de refor¢o e modelos animais de depressao. ....... 7
Mecanismos neurofisiologicos do refor¢o condicionado. .........occeeveerierieriiiiiniiee e 9
Cetamina como possivel moduladora de reforcadores condicionados. ..........ceeceereeeiieiireniieniieneeeenne, 21
MATERIAIS E METODOS ..ot sennass e 25
S IEOS .t etteeeutee ettt eetee et e et te e st e e etee ettt e s abeeesteeeebeesaseeessseesseeassaeassbeeasseeasseeantbeennbeeanbaeensaeesraeansaeesaeens 25
Y 1S3 2 (SRS 25
Administragao fArmMAaCOIOZICA .....cvvevveerieiieeiieiietiere et esteeste et e staestesebesebesssessseesseasseesseasseesseesseesseensns 26
PrOCEAIMEIIIO. ... ettt ettt e b et b e et et e bt et e st e e bt et et e eatentesbeeaeeneene 26
ANALISE ESALISTICA. ..euveuteiertietieie ettt ettt ettt et bt et et e bt et e st e eb e et eebeesteneeebe e st eteebe e e e steebeentennen 29
RESULTADOS. ..ottt ettt st ettt sh et b e e bt et e bt e st et e s bt e st e besbeentenaeeneeneeeeene 30
254013103011 T OSSP 31
DiSCUSSA0 EXPETIMENTO L...eeuiiiiiiiiieiiieieeie ettt ettt et e et e bt e s bt e s seesbeesseesstesnteeneeenseenseeseenseenes 35
EXPEIIMENTO 2. ..viiiiiieiieciie ettt et e st e e tteestbeeesseeesteeesesaessbaesssaeesseeasseeansssesseassseesnsseensseenssens 36
DiSCUSSA0 EXPETIMEINTO 2.....viievieeiieeiiieeieeeitieesveeeteeestseessseesseeessseessseessseesssseesssessseesssssessseessesasssesssses 41
EXPEITMENTO 3 ..oiiiiiiiiiiieie ettt sttt e et e et e et e e bt esbe e be e teestaestbessbessseasseessaasseessaessaessaesssesssesssesssessses 42
DISCUSSAO EXPETIIMENTO 3....cuiiieiiierieiierietiesteesteesttesttesseasreasseesseesseesseesseesssesssesssesssesssessseasseessessseessesssns 46
EXPEIIMENTO 4. ..o.evieiiiiiieieeiteeitee ettt et e et e et et et et e e teesteessaesssessseanseanseenseessaensaessaessaesssesssesnsennss 47
DISCUSSAO EXPETIIMEINLO 4......eveeeieieiieeiieieeieerteereeseestteseteeseeseasseesseesseesseeseesssesssesssessseassessseessesnseesseenses 52
DISCUSSAO FINAL......otiiumiiririmniieriae ittt sssessse sttt 55
Proposta para eStUdOS fULUTOS.........oeouieiiieiieiieeeeee ettt ettt sttt et eteebeesbeesneesneeenes 60
REFERENCIAS ...ttt sese et 62

ANEXOS ..ottt ettt et h et a e bbb bt et b e bttt nh e bt et bt ebe bt e heenee e e 71



INTRODUCAO

O transtorno depressivo maior tem se mostrado um dos transtornos psiquiatricos de alta
taxa de prevaléncia no mundo (Kessler et al., 2006; Otte et al., 2016). Dados epidemiologicos
apresentam, para além da alta taxa, comorbidade com transtornos relacionados a substancias,
transtorno de panico, transtorno obsessivo-compulsivo, anorexia nervosa ¢ bulimia nervosa.
Pacientes deprimidos tém maiores chances de apresentar comportamentos suicidas (American
psychiatric association, 2014).

Em funcdo de sua alta prevaléncia e impacto na qualidade de vida das pessoas ha uma
intensa procura de recursos, tanto farmacoldgicos, como terapéuticos, para seu tratamento
(Kessler et al., 2006). No entanto, mesmo com o avango de tratamentos farmacologicos e
observados seus efeitos positivos no Controle e remissao de sintomas depressivos ¢ observado
uma importante seletividade dos trabalhos que relatam a eficacia desses farmacos, tornando
dificil a analise de sua real eficacia (Cipriani et al., 2018; Turner et al., 2022). Uma revisao
recente (Turner et al., 2022) indica que em torno de 50% dos ensaios clinicos com resultados
negativos, realizados para a validacdo de farmacos antidepressivos para uso comercial
submetidos para a FDA (Food and Drug Administration), ndo sdo publicados. Em contrapartida,
aproximadamente 100% de estudos com resultados positivos sdo publicados. Este viés de
publicacdo de informacgdes dificulta uma analise criteriosa da real eficacia destes farmacos,
muito embora seja observado que este viés tem diminuido com o tempo. Mesmo assim, tem
crescido a publicacdo de resultados que indicam efeitos positivos de antidepressivos quando
comparado com placebo (Cipriani et al., 2018; Turner et al., 2022). Fontes mais antigas
apontam que aproximadamente 64% da eficacia geral de antidepressivos € associada a efeito
placebo, de forma que os efeitos terapéuticos promovidos exclusivamente pela agdo do farmaco

estdo em torno de 36% (McKim & Hancock, 2011; Mora et al., 2011).



A maior parte dos antidepressivos esta associada a modula¢do de monoaminas, como os
IMAOs, antidepressivos triciclicos e os inibidores de recaptacdo, sejam seletivos para
serotonina, noradrenalina ou hibridos (McKim & Hancock, 2011; Stahl, 2014). Esses
antidepressivos, normalmente, apresentam um intervalo de semanas entre o inicio do tratamento
e o seu efeito terapéutico, dificultando a adesdo ao tratamento. Embora ainda se estude os
mecanismos de acdo e o desenvolvimento de novos medicamentos dentro dessas categorias
farmacoldgicas, ha uma constante procura por alternativas farmacoldgicas que sejam mais
eficazes e eficientes na remissao de sintomas depressivos, com inicio do efeito terapéutico em

intervalo de tempo mais curto.

Cetamina como um farmaco antidepressivo.

Embora na atualidade tenha ocorrido grandes avangos naquilo que tange os efeitos
terapéuticos de inibidores seletivos, Machado-Vieira et al. (2009) e Monteggia e Zarate (2015)
apontam que uma nova geracdo de antidepressivos tém sido desenvolvida atuando em
mecanismos e rotas neurais diferentes daquelas moduladas pelos receptores monoaminérgicos
(Duman et al., 2012; Stahl, 2014). Dentre estes farmacos, um que se destaca devido a sua ag¢ao
aguda e com efeito prolongado ¢ o anestésico dissociativo Cetamina (Berman et al., 2000;
Zarate et al., 2012). Foi observado que este firmaco, quando administrado em doses
subanestésicas, exerce efeito antidepressivo apds algumas horas de aplicagdo podendo se
estender até a 14 dias (Berman et al., 2000; Zarate et al., 2012).

No Brasil, a Cetamina j& possui o uso comercial homologado pela agéncia nacional de
vigilancia sanitaria (ANVISA) na forma de cloridrato de escetamina, sob o nome comercial de
Spravato®, tratando-se do enantidmero S da Cetamina. A sua via de aplicag@o ¢ intranasal por
meio de um dispositivo de uso Unico com duas cargas de 14mg do farmaco, sendo cada carga

para uma das narinas. Dados referentes a posologia desse medicamento indicam que na fase de
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inducdo sdo realizadas duas sessdes de tratamento por semana com dosagens que variam entre
56 e 84 mg. Apos este periodo inicial, entra-se na fase de manuten¢do, mantendo essa variagdo
de dosagem, mas reduzindo a frequéncia de aplicagdo para uma vez por semana entre a quinta
e oitava semana de tratamento. A partir da nona semana, a frequéncia de aplicacdo pode ser
reduzida para uma vez a cada duas semanas. Sua biodisponibilidade ¢ de 48% e sua
metabolizacdo varia entre 7 e 12 horas.

A acdo da Cetamina, em sua mistura racémica (S e R Cetamina) ocorre pelo
antagonismo ndo competitivo de receptores glumatérgicos N-metil-D aspartato, conhecido pela
sigla NMDA. Este fArmaco entrou no mercado como anestésico com propriedades dissociativas
devido a sua interferéncia nos sistemas sensoriais do sistema nervoso central (SNC) afetando a
resposta neuronal a dor, respostas emocionais e, ao despertar, podendo provocar alucinagdes,
sonhos vividos e delirios (Gales & Maxwell, 2018; Haas & Harper, 1992; Mion & Villevieille,
2013). Dados referentes a farmacocinética deste composto indicam que possui uma meia vida
de aproximadamente 2 - 3 horas (Clements & Nimmo, 1981; Mion & Villevieille, 2013).
Quando aplicada em via endovenosa possui uma biodisponibilidade de 100%. Ja sua aplicagao
de forma intranasal gera uma biodisponibilidade de 45% a 50%(Gales & Maxwell, 2018; Mion
& Villevieille, 2013). Em doses subanestésicas, foi observado que este firmaco também
estimula o processo de sinaptogénese: aumento do volume e concentracdo de proteinas nas
espinhas dendriticas e fortalecimento de conexdes ja existentes, o que parece contribuir para
acdo antidepressiva prolongada (Li et al., 2011; Machado-Vieira et al., 2009; Viana et al.,
2021).

A sinaptogénese ¢ observada por meio do aumento da densidade de receptores AMPA,
assim como do tamanho das protuberancias das espinhas dendriticas nos neurdnios piramidais
localizados no cortex pré-frontal (Aleksandrova & Phillips, 2021; Duman et al., 2012; Li et al.,

2011). Este fato ¢ relevante para compreender a agdo da Cetamina enquanto antidepressivo,
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uma vez que em casos de depressdo cronica observa-se uma atrofia de neurdnios limbicos, do
cortex pré-frontal e hipocampo. Essa atrofia ¢ revertida pela aplicagdo subanestésica de
Cetamina, que também ¢ capaz de promover sinaptogénese em neurOnios taldmicos e
serotoninérgicos (Li et al., 2011).

Embora seu mecanismo de a¢do nao tenha sido completamente compreendido entende-
se que a agdo da Cetamina se d4 por meio de uma cascata de reagdes quimicas e alteragdes
metabdlicas que perduram apos a sua eliminagdo (Duman et al., 2012; Li et al., 2010; Machado-
Vieira et al., 2009; Zanos et al., 2016). Estudos apontam que o efeito antidepressivo prolongado
depende dos receptores AMPA e pode estar relacionado ao aumento da densidade desses
receptores em neuronios pos-sinapticos (Koike et al., 2011; Maeng et al., 2008), além da acao
de isdbmeros da Cetamina, em especial a S-Cetamina, no aumento da sinalizagao glutamatérgica
no longo prazo (Zanos et al., 2016). Essas circuitarias estdo presentes de forma generalizada no
sistema nervoso central (Geisler et al., 2007; Kandel et al., 2014) ¢ estdo associadas ao
desenvolvimento da plasticidade neuronal, funcionamento e manuten¢do de processos
sensoriais € comportamentais como, por exemplo, o condicionamento respondente (Galaj &
Ranaldi, 2021; Geisler et al., 2007).

O processo de plasticidade neuronal catalisado pela acdo de longo prazo da Cetamina,
discutido anteriormente, se sustenta a partir de duas hipdteses ndo excludentes; a primeira, de
inibi¢do indireta que descreve a acdo da Cetamina na desinibi¢do de neuronios piramidais por
meio da inibicdo de neurénios GABAérgicos no cortex pré-frontal (CPF). A segunda hipdtese,
a de inibicdo direta, indica que a ag¢do deste farmaco, em doses subanestésicas, resulta na
inibi¢do direta dos receptores NMDA destes neuronios piramidais. O processo de inibi¢ao
direta produz o bloqueio da ativagdo tonica destes receptores, reduzindo a supressdo da sintese
de proteinas mediadas pelo fator de elongagdo eucaridtica 2 (eEF2) (proteina associada a

processos de neuroplasticidade) intensificando sua sintese. Em consequéncia a reducdo da
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inibi¢do desse fator trofico, uma cascata de reagdes sinaptogénicas, semelhantes as apontadas
pela hipotese de inibi¢do indireta, ocorrem (Aleksandrova & Phillips, 2021).

Em maiores detalhes, a primeira hipotese — de inibi¢ao indireta- se pauta em evidéncias
de que a inibi¢do de interneurdnios GABAérgicos, principais neurdnios inibidores no sistema
nervoso central, produz como consequéncia um aumento na atividade de neurdnios
glutamatérgicos que, por sua vez, levaria ao aumento da sinalizagdo glutamatérgica nos
neurdnios piramidais no cortex pré-frontal. Essa maior atividade destes neurdnios resulta no
aumento da atividade em circuitarias em regides mesenceféalicas e limbicas e no aumento da
concentracdo de proteinas de membrana, em especial, receptores AMPA (Aleksandrova &
Phillips, 2021).

A segunda hipdtese sobre a causa do efeito antidepressivo de doses subanestésicas da
Cetamina se da pelo seu papel no antagonismo de receptores NMDA nos proprios neurdnios
piramidais. Este efeito produz a desinibi¢do do eEF2 associado com uma maior predominancia
da ativacdo de receptores AMPA que resultam no aumento do influxo de célcio intracelular. O
aumento da concentragdo de ions de calcio em conjunto com a atividade do eEF2 provoca
processos plasticos mediados por fatores troficos como mTOR (Li et al., 2010) e o fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), resultando na sintese de novas proteinas de
membrana (como aumento da concentragdo de receptores AMPA) e também no aumento da
concentracdo de espinhas dendriticas, i.e, favorecendo o estabelecimento de novas conexdes
sinapticas (Aleksandrova & Phillips, 2021; Koike et al., 2011; Li et al., 2010; Maeng et al.,
2008).

Essas duas hipdteses podem ser consideradas como complementares, pois a inibi¢ao de
interneurénios GABA¢érgicos intensificaria a atividade de neurdnios glutamatérgicos que, por
sua vez, acentuaria o processo sinaptogénico descrito pela hipdtese de inibi¢ao direta. Havendo

maior volume de glutamato sendo secretado pela auséncia da inibi¢do exercida por neurdnios
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GABAérgicos e os receptores NMDA sendo inibidos pela Cetamina, estes processos plasticos
ocorreriam de forma mais intensa'.

Ainda que a inibigdo direta de receptores NMDA pareca ser o principal mecanismo de
acdo da Cetamina, Engin; Treit e Dickson (2009) apontam que a Cetamina também pode atuar
nas mesmas regides que farmacos com efeito ansiolitico. Os autores ainda discutem uma série
de outros estudos que parecem corroborar que ha a interagao direta deste fArmaco em outros
receptores como os receptores opioides, GABAAa, serotoninérgicos, dopaminérgicos,
colinérgicos (muscarinicos e nicotinicos) e em outras proteinas de membrana, como 0s canais
ionicos de calcio, sddio e potassio (Engin et al., 2009; Mion & Villevieille, 2013). O isomero
S-Cetamina tem mostrado, de maneira geral, maior afinidade, tanto na ligagdo com receptores
NMDA, como com os demais (Mion & Villevieille, 2013). Poleszak et al., (2011) neste
caminho, indicam que a inibi¢do de receptores NMDA intensificam a a¢do de antidepressivos
serotoninérgicos enquanto ndo parecem influenciar antidepressivos dependentes de vias
noradrenérgicas.

A Cetamina, neste contexto de interagdo com demais receptores, tem sido indicada com
alta afinidade em receptores dopaminérgicos, em especial receptores D2 (Cardona-Acosta &
Bolafios-Guzman, 2023; Kokkinou et al., 2018; Lindefors et al., 1997; Tan et al., 2012). Um de
seus efeitos observados tanto em aplicagdo Unica, como de forma cronica, ¢ o aumento
significativo da concentragdo de dopamina na regido mesencefalica, o que t€m sido indicados
como também uma das possiveis vias pelas quais este farmaco exerce seu papel antidepressivo
(Belujon & Grace, 2014; Cardona-Acosta & Bolafios-Guzman, 2023). Em contextos de

aplica¢do cronica deste farmaco foi observado que ele promove um processo de regulagao

! Para informagdes mais detalhadas de argumentos que sustentam essas hipoteses € mecanismos
neurofisioldgicos descritos indico a leitura de Aleksandrova & Phillips (2021)



positiva da atividade de neurdnios dopaminérgicos, produzindo adaptacdo dessas circuitarias,
elevando o limiar basal da concentra¢do de dopamina(Lindefors et al., 1997; Tan et al., 2012).

Quando analisado em estudos clinicos, o efeito da aplicacdo aguda da Cetamina pode
ser observado tanto em casos de transtorno depressivo maior cldssico (TDM), como em casos
resistentes a tratamento (Berman et al., 2000; DiazGranados et al., 2010; Zarate et al., 2006) e
na fase depressiva do transtorno bipolar (Diazgranados et al., 2010; Zarate et al., 2012). A
Cetamina também exerce um rapido efeito na remissdo de sintomas relacionados a ideagao
suicida (DiazGranados et al., 2010; Price et al., 2009). Dessa maneira, embora a Cetamina
possua potencial de abuso e propriedades dissociativas (Cardona-Acosta & Bolafios-Guzman,
2023; Zanos et al., 2016) pode ser um importante recurso para um tratamento farmacolégico de

efeito mais imediato, reduzindo assim a evasdo ao tratamento.

Efeitos comportamentais da Cetamina em processos de refor¢o e modelos animais de

depressao.

A Cetamina, além de outros inibidores de receptores NMDA, também tem se mostrado
efetiva em procedimentos experimentais que utilizam testes de triagem como: Nado for¢ado
(Autry et al., 2011; Engin et al., 2009; Li et al., 2010; Maeng et al., 2008; Popik et al., 2008;
Viana et al., 2021; Zanos et al., 2015, 2016), teste de suspensdo pela cauda (Koike etal., 2011;
Popik et al., 2008; Viana et al., 2021; Zanos et al., 2015), inibi¢do por pré-pulso (Zanos et al.,
2015) e consumo de sacarose (Autry et al., 2011; Li et al., 2011; Papp et al., 2017). Nestes e
em outros estudos também foi avaliada acdo da Cetamina em diferentes modelos animais que
procuram simular sintomas depressivos, tais como: desamparo aprendido (Autry et al., 2011;
Koikeetal.,2011; Lietal., 2010; Maeng et al., 2008; Zanos et al., 2015, 2016), estresse cronico
moderado (Autry et al., 2011), estresse cronico imprevisivel (Li et al., 2011), estresse cronico

por derrota social e anedonia induzida por corticosterona (Zanos et al., 2016).



Ainda, naquilo que concerne a estudos experimentais sobre a agdo da Cetamina, pode-
se citar outros delineamentos que investigaram a possibilidade deste farmaco ter efeito
ansiolitico, sendo utilizados procedimentos como labirinto em cruz elevado (Autry et al., 2011;
Koike et al., 2011; Papp et al., 2017), alimentagdo suprimida pela novidade (Autry et al., 2011;
Lietal., 2010, 2011; Zanos et al., 2015, 2016), atividade em campo aberto (Engin et al., 2009;
Zanos et al., 2015), condicionamento de esquiva passiva (Maeng et al., 2008), preferéncia
condicionada de lugar (Zanos et al., 2015), além de outras medidas ndo comportamentais. Nao
foi observado consenso a presenga ou ndo de um efeito ansiolitico a partir da aplicagdo aguda
de Cetamina nestes trabalhos, portanto, havendo a necessidade de mais estudos nessa temadtica.
Nos trabalhos experimentais, tanto avaliando o potencial como antidepressivo, quanto
ansiolitico, observa-se uma ampla gama de dosagens de Cetamina, variando de 0,5 a 160 mg/kg.

As dosagens mais frequentes variaram entre 0,5 e 10 mg/kg.

De maneira geral, os estudos em laboratorio corroboram os achados referentes aos
ensaios clinicos anteriormente citados (Berman et al., 2000; DiazGranados et al., 2010;
Diazgranados et al., 2010; Papp et al., 2017; Price et al., 2009; Zarate et al., 2006, 2012). A
unica exce¢do encontrada foi o estudo de Popik et al., (2008). Em tal trabalho foi avaliado o
efeito agudo e cronico da aplicagdo do fairmaco em testes de nado forcado e suspensdo pela
cauda. Os principais resultados foram negativos para o efeito antidepressivo exceto na avaliagao
do efeito agudo da Cetamina (50 mg/kg) no teste de nado for¢ado, em que se observou uma
diminui¢do do tempo de imobilidade dos animais. No entanto, um dos motivos que poderia ser
apontado como responsavel pelos resultados negativos ¢ a utilizagdo de dosagens altas de
Cetamina (50 e 160mg/kg), ndo encontradas em outros estudos, sendo que os autores indicaram

um efeito sedativo consideravel da dosagem maior. Este dado ¢ relevante por indicar que ndo ¢



observado efeito antidepressivo quando sdo aplicadas doses mais elevadas, tanto de maneira

aguda, quanto cronica.

Diante do importante papel da Cetamina na remissdo de sintomas depressivos e
modulagdo positiva do processo de sinaptogénese em vias associativas (Duman et al., 2012; Li
et al., 2010, 2011), ¢ importante compreender o seu impacto em processos comportamentais,
para além da remissdo de sintomas associados ao transtorno depressivo, e/ou sua acao
biomolecular. Autry et al., (2011) e Li et al., (2011) apresentam dados que permitem avaliar a
influéncia do farmaco no consumo de uma soluc¢ao de sacarose, uma forma basica de medigao

da sensibilidade do organismo a estimulos reforgadores.

Em animais submetidos ao protocolo de stress cronico moderado, é observado reducao
do consumo da solucdo de sacarose (Gronli et al., 2004; Papp et al., 1991; Strekalova et al., 2006;
Strekalova & Steinbusch, 2010; Willner et al., 1987), os antidepressivos, neste contexto, tém efeito
de reverter essa reducdo de consumo (Autry et al., 2011; Li et al., 2011; Strekalova et al., 2006;
Willner et al., 1987). A Cetamina exerce um efeito semelhante ao de antidepressivos classicos,
revertendo a reducdo do consumo de sacarose por animais submetidos ao protocolo de estresse

cronico (Cardona-Acosta & Bolafios-Guzman, 2023; Kingir et al., 2023; Papp et al., 2017).

Mecanismos neurofisiologicos do reforco condicionado.

Em virtude da modulagdo de processos comportamentais através da acdo farmacolodgica ¢é
necessario descrever e compreender a que estes processos se referem. Dentro da analise
Experimental do comportamento (AEC), o conceito de refor¢o, em particular de reforgo
positivo, descreve os efeitos de aumento da probabilidade de determinada resposta apds a
adicdo de determinados estimulos, como, por exemplo, dgua, comida e interacdo social

(Catania, 1999; Skinner, 1981). Estes estimulos recebem o nome de reforgadores



incondicionados devido a sensibilidade inata do organismo a seu efeito reforcador,
determinadas pelo processo de selecdo natural (Gongalves & Silva, 1999). A agdo e os efeitos de
reforcadores sobre o comportamento t€ém sido estudados e divididos didaticamente sob os
paradigmas operante e respondente (Baum, 2006; Catania, 1999). No entanto, tais paradigmas
ndo acontecem de maneira isolada, mas de maneira integrada e sinérgica (B. F. Skinner, 1938).

Quando analisado sob o paradigma operante, o refor¢o tem como principal efeito o
fortalecimento do responder, ou seja, sua ocorréncia produz o aumento da probabilidade de que
a respostas funcionalmente semelhantes que o precede, ocorram novamente em contextos
semelhantes (B. F. Skinner, 1938). Reforcar uma resposta também produzira efeitos na sua
intensidade, laténcia e topografia (Baum, 2006; Catania, 1999), estando esses efeitos
circunscritos ao contexto ambiental especifico em que ocorreu a apresentacdo do reforco.
Estimulos refor¢adores, neste contexto, exercem o papel de selecionar respostas e assim
produzir repertdrios comportamentais diversos frente a ambientes em constante mudanga
(Catania, 1999; B. Skinner, 1981).

A presenga de refor¢adores incondicionados associados a contextos especificos pode
ocasionar a transferéncia do efeito refor¢ador a estimulos neutros presentes neste contexto
devido a associagdo entre esses estimulos. Este fendmeno ¢ denominado condicionamento
respondente e os estimulos neutros que passaram a exibir uma funcdo reforcadora sdo
denominados reforgadores condicionados ou secundarios (Catania, 1999; Mazur, 2012;
Tomanari, 2000). Cabe ressaltar que esta forma de aprendizagem ocorre de forma independente
da apresentacdo de respostas operantes do organismo, no entanto nao deve ser entendido como
um processo passivo (Rescorla, 1988). O processo de condicionamento respondente, para além
do simples pareamento (contiguidade) entre um reforcador incondicionado e um estimulo
neutro, ¢ um processo que decorre da discrepancia entre o contexto de sinalizacdo e ocorréncia

do reforgador. Nesta leitura, o estimulo neutro adquire a capacidade evocativa e eliciadora de
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respostas operantes e respondentes em decorréncia da historia de reforgamento do organismo,
de forma que tal estimulo seja relacionado com a apresentacao de reforcador futuro a partir de
elementos/propriedades do contexto ambiental em que ocorrem (Rescorla, 1988).

Dessa maneira, o processo de condicionamento respondente se mostra como processo
complexo de aprendizagem em que as propriedades do estimulo, como por exemplo: dimensao
fisica, intensidade e frequéncia de apresentacao dos estimulos neutros, assim como de estimulos
incondicionados (aqui se restringindo apenas a refor¢cadores), modulardo os resultados do
condicionamento. Para além disso, Rescorla (1988) também indica que essas associagdes entre
estimulos podem se organizar de forma hierarquizada, multiplicando e complexificando as
relacdes que podem ser estabelecidas (Kelleher & Gollub, 1962; Rescorla, 1988; Tomanari, 2000).

Skinner (1938) aponta que ha a sobreposicdo destes processos (condicionamento
respondente e operante) e que a propria contingéncia operante produz reforgcadores
condicionados devido ao proprio arranjo estimulo—resposta—consequéncia (Mazur, 2012).
Nessa composicao, o estimulo que sinaliza a disponibilidade de um evento refor¢ador, mediante
a ocorréncia de determinada resposta, passa a também adquirir fungdes reforgadoras (Kelleher
& Gollub, 1962; Rescorla, 1988; Tomanari, 2000).

Os reforgadores condicionados tém um papel significativo na manutengdo de diversas
classes operantes, uma vez que a grande maioria dos eventos refor¢adores que estdo presentes
no ambiente foram estabelecidos via condicionamento respondente (Tomanari, 2000). Além
disso, estes estimulos tém papel importante na manuten¢do de comportamentos operantes que
produzem reforcadores incondicionados em baixa frequéncia ou com atraso consideravel
(Shahan, 2010; Tomanari, 2000), como por exemplo, em situacdes de encadeamento de
respostas (Kelleher & Gollub, 1962; Mazur, 2012).

Tomanari (2000) apresenta em sua revisdo que refor¢adores condicionados apenas

podem ser considerados como tal se duas condigdes forem atendidas. A primeira ¢ a presenca
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da associagdo entre estimulo neutro e outro refor¢ador (incondicionado ou condicionado) ja
estabelecido e a segunda ¢ o seu efeito sobre o responder analogo ao exercido por reforcadores
incondicionados. A formacgdo desses refor¢adores condicionados tem como consequéncia a
complexificagdo dos processos comportamentais, uma vez que reforcadores condicionados
podem estabelecer novos refor¢adores condicionados (Kelleher & Gollub, 1962; B. F. Skinner,
1938). Outra caracteristica deste processo que também contribui para essa complexificacio ¢ a
possibilidade de que um mesmo estimulo apresente funcdo discriminativa e reforcadora
simultaneamente, possibilitando a producao de cadeias comportamentais extensas complexas
(Skinner, 1938).

Os métodos comportamentais para o estudo de refor¢adores condicionados sdo bastante
variados compreendendo delineamentos experimentais que utilizam cadeias comportamentais,
esquemas encadeados concorrentes e economia de fichas, sendo este ultimo mais presente em
estudos com humanos. Outro método muito comum para se avaliar o valor de um refor¢ador
condicionado ¢ utilizar contextos em que o reforcador primario, previamente associado a ele,
estd ausente (Rescorla, 1988; Tomanari, 2000). Neste tipo de delineamento, hé a aprendizagem
do refor¢ador condicionado em um primeiro momento e apds esta etapa sao analisados os seus
efeitos sobre o responder dentro de uma contingéncia operante. Neste procedimento se avalia
os efeitos do refor¢ador condicionado previamente estabelecido sobre o processo de
aquisi¢cao/manuten¢do de novas respostas operantes (Ranaldi & Beninger, 1993). Os efeitos
comportamentais produzidos por estes estimulos sdo analisados através das dimensdes de
frequéncia e magnitude das respostas, assim como a resisténcia do responder ao processo de
extin¢do, na medida em que ndo hé a ocorréncia de refor¢adores incondicionados neste segundo
arranjo (Ranaldi & Beninger, 1993; Tomanari, 2000).

Entre os fatores que podem influenciar o qudo eficientemente um estimulo reforcador

condicionado seleciona as respostas que o precedem estdo o numero de pareamentos realizados,
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a contiguidade temporal com a apresentagdo do refor¢ador incondicionado, a possivel fungao
discriminativa que este estimulo pode apresentar e o esquema utilizado no pareamento de
estimulos (Tomanari, 2000). Um fator importante a ser evidenciado dentro deste ultimo ponto
¢ que esquemas intermitentes parecem se mostrar mais efetivos na manuten¢do da fungao
reforcadora de estimulos condicionados do que um pareamento continuo em contextos de
extingdo (Knott & Clayton, 1966; Lilliquist et al., 1999).

Estudos dentro da farmacologia e neurociéncias trouxeram contribui¢cdes para o
entendimento mais completo dos processos comportamentais basicos, como os efeitos de
reforcadores incondicionados e condicionados. Schultz (2015) em um artigo de revisdo
apresenta e discute evidéncias de vias neuronais especificas que sdo responsaveis pelo
processamento de informagdes referentes a estimulos refor¢adores. O autor indica que areas da
amidala, cortex orbitofrontal, corpo estriado e neurdnios dopaminérgicos na regido
mesencefalicas estdo envolvidos ndo s6 no processamento da informacdo a respeito da
presencga/auséncia de refor¢adores, mas também decodificam informagdes relacionadas a outras
propriedades dos reforcadores, como a sua intensidade e valor (Schultz, 2015; Schultz et al.,
1993, 1997). Esta leitura se apoia principalmente na interpretagdo dos processos de
aprendizagem a partir da teoria da previsao de erro (Figura 1) de Rescorla e Wagner, de maneira
que os estimulos ambientais teriam a capacidade de sinalizar, com base em aprendizagens
prévias, a ocorréncia ou nao de determinados eventos refor¢adores futuros (Schultz, 2015;
Schultz et al., 1997). Desse modo, processos de aprendizagem ocorrem na medida em que uma
sinalizacdo da ocorréncia de determinado evento futuro (consequéncia sinalizada) ¢ discrepante
do que de fato ocorre (consequéncia refor¢adora/punidora), o que ¢ chamado de erro de

predicao.

Figura 1
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Diagrama do aprendizado a partir da teoria de predigdo de erro

{ |

Estimulo Consequencia altei\ego na
preditivo (S1/P) Sinalizado = prec;;ig‘aio

consequéncia

Sinalizado #
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Atualizagéo \ _ { ERRO

da predigdo /

Legenda: Diagrama de predicao de erro adaptado do modelo apresentado por Schultz (2015).
Este diagrama apresenta o processo de aprendizagem da previsdo de erro. Neste processo
quando uma consequéncia ¢ congruente ao previsto ndo ha alteracdo naquilo que ¢ sinalizado
pelo estimulo (i.e ndo ocorre aprendizagem). J4 quando a consequéncia prevista difere daquilo
que foi previsto ocorre uma situacdo de erro ocasionando uma atualizacdo da predigdo
condizente com o erro ocorrido. Fonte: Autor, 2023. Adaptado de (Schultz, 2015).

Predi¢des exatas ndo promoveriam aprendizagem segundo este modelo, uma vez que os
estimulos ambientais sinalizam de forma correta a ocorréncia futura de reforgadores/punidores.
J& erros de predi¢do, ou seja, a incongruéncia entre a consequéncia prevista e consequéncia
obtida, produziriam respostas fisiologicas e comportamentais adaptativas, atualizando a fun¢ao
preditiva dos estimulos sinalizadores. Erros de predi¢ao positivos se referem a situagdes em que
a consequéncia ¢ maior/mais intensa do que a sinalizada e erros de predi¢do negativos se
referem a quando a consequéncia ¢ menor/menos intensa do que a que foi sinalizada (Schultz,
2015). A ocorréncia de erros dentro do paradigma operante resultaria em alteragdes
comportamentais frente a fungdo discriminativa do estimulo preditor e nas respostas que este

ocasiona. Em processos respondentes o erro produz alteragdes nas respostas eliciadas por este

estimulo e atualizara o valor preditivo deste estimulo quando apresentado no futuro.
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Esta teoria entra em confluéncia com os achados de Schultz (2015) e demais autores
citados em sua revisdo, em relacdo a atividade de neur6nios dopaminérgicos nas regides
mesenfalicas e suas respectivas projecdes, sendo o nicleo accumbens (NAc) e a regido ventral
tegumentar (VTA) regides importantes na decodificacdo e sinalizagdo do refor¢co (Galaj &
Ranaldi, 2021; Ranaldi et al., 2011; Schultz, 2015). Esta circuitaria responde a apresentacdo de
reforcadores incondicionados e condicionados resultando no aumento de disparos de potenciais
de agdo, ou seja, ha um aumento da atividade fasica desses neurdnios (Ranaldi et al., 2011;
Schultz et al., 1993). Schultz, Dayan e Montague (1997) apontam que se esses estimulos sdo de
maneira consistente precedidos por um outro estimulo, a resposta deixa de seguir o refor¢ador
incondicionado e passa a ser controlada pelo estimulo que o precede, como pode ser visto na
Figura 2 (B) (Schultz, 2015; Schultz et al., 1997). Estes dados ilustram em dimensdes
neurofisioldgicas aquilo que foi observado e descrito em termos comportamentais como
condicionamento respondente. Realizando uma leitura unificada destes processos, tem-se que,
no processo de condicionamento respondente, um estimulo neutro passa a exercer a fungdo de
ativar circuitarias anteriormente ativadas pelos reforcadores incondicionados, ou seja, passa a

eliciar disparos nas circuitarias dopaminérgicas.
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Figura 2

Atividade dopaminérgica associada a estimulos refor¢adores.

A

(no prediction) |

ECL 4 S

Reward

Predictive stimulus Reward ’_‘500 ms Predictive stimulus (no reward)

Legenda: (A) Padrao da atividade dopaminérgica quando a ocorréncia do refor¢o nao ¢
sinalizada (predi¢do de erro positiva). (B) Padrdo de atividade dopaminérgica quando ha um
estimulo que sinaliza a ocorréncia do reforco, sendo uma situacdo em que a predicao ¢
congruente com o estimulo reforgador apresentado (ndo ha previsdo de erro). (C): padrao da
atividade dopaminérgica quando a ocorréncia do reforgo ¢ sinalizada, mas ndo ocorre (previsao
de erro negativa). Fonte: Schultz (2015) referente a publicacdo prévia de Schultz; Dayan;
Montague (1997).

Em uma situacao de erro de predi¢ao negativo, quando hé a apresentacao do estimulo
sinalizador e ndo ocorre a apresentacao do estimulo reforgador, ¢ observada a depressdao da
atividade fasica dos neurdnios dopaminérgicos no momento em que o refor¢o sinalizado
ocorreria (Figura 2C) (Schultz et al., 1997). Estes dados ndo s6 sintetizam o processo de

condicionamento respondente, mas também corroboram a teoria de erro de previsao de Rescorla

e Wagner (Schultz, 2015).
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A intensidade ¢ a duragdo do aumento da atividade destes neuronios também estdo
relacionadas ao valor reforgador destes estimulos. Outro fator interessante ¢ que a atividade
destas circuitarias também tem se mostrado sensivel ao atraso em relacdo a apresentacdo do
estimulo reforcador (Schultz et al., 1993). Estimulos sinalizadores que estdo mais distantes
temporalmente de reforcadores incondicionados eliciam uma mudanga da atividade fasica
menos intensa e/ou de menor duragdo, quando comparados a sinalizadores mais proximos. A
desvalorizacdo de reforcadores condicionados pelo atraso ja foi previamente descrita por
Skinner (1938). Embora estes estudos descrevam o padrdo de ativagdo dos neurdnios
dopaminérgicos de maneira pormenorizada, ainda falta responder como que os estimulos
ambientais neutros passam a produzir ativagao desta circuitaria dopaminérgica. Galaj; Ranaldi
(2021) abordaram tal questao.

Os autores discutem evidéncias de que estimulos neutros e reforgadores
incondicionados ativam circuitarias distintas até chegarem no eixo VTA-NAc e o processo de
condicionamento seria o resultado da ativa¢ao conjunta de ambas as vias neuronais em regioes
especificas do sistema nervoso (Galaj & Ranaldi, 2021). Essa atividade conjunta produziria, por
sua vez, alteragdes na responsividade de neuronios pos-sindpticos que integram estas duas vias.
Essa visdo consiste numa perspectiva de aprendizado associativo baseada na proposta hebbiana
de aprendizagem, em que a atividades sinapticas conjuntas produzem alteragdes nos neurdnios
pos-sinapticos, modulando assim a forca dessa comunicacdo (Galaj & Ranaldi, 2021).
Atualmente temos varios exemplos da ocorréncia deste fendmeno em diversos processos
plasticos no sistema nervoso, como potenciagdo de longa duragdo (LTP), depressdo de longa
duracdo (LTD), plasticidade dependente do tempo de picos (STDP) (Butts & Kanold, 2010;
Kandel et al., 2014) até a modulagdo exercida por neuro-hormonios tanto em processos de
sinaptogénese ou de degeneracdo sinaptica (Garcia-Segura, 2009). O processo de STDP tem

sido observado como um dos produtos da acdo conjunta de neurdnios na modulagdo da
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frequéncia de disparo em neuronios pos-sinapticos (Butts & Kanold, 2010; Yagishita et al., 2014),
corroborando com o modelo Hebbiano de aprendizagem.

Galaj e Ranaldi (2021) indicam que a regido do VTA parece ser uma regido-chave na
qual estes processos plasticos ocorreriam. Os neurénios dopaminérgicos da regido do VTA tém
projegdes para regides como o nucleo accumbens, principal estrutura envolvida no
processamento de informagdes relacionadas ao reforco, e demais regides mesencefalicas. O
disparo dessas vias ocorre principalmente em resultado da estimulagdo provinda de neurdnios
colinérgicos e glutamatérgicos (Galaj & Ranaldi, 2021; Schultz, 2015). Neuronios colinérgicos,
nesse sentido, t€ém sido indicados como criticos na sinalizag¢ao de reforcadores incondicionados
e receptores muscarinicos tem se mostrado como principais responsaveis pela ativacdo nos
neurdnios dopaminérgicos na regido do VTA. Em contrapartida, a sinalizagdo glutamatérgica
nos neurdnios dopaminérgicos dessa regido parece exercer um papel fraco no processo de
despolarizacdo de membrana destes neurdnios, tornando a conversdo dessa sinalizagdo em
potenciais de agdo em neurénios DA menos provavel. Antagonistas de receptores muscarinicos
provocam a diminuic¢do de disparos de neuroénios DA no NAc, por conseguinte, agonistas tem

o efeito de intensificar a atividade neuronal nesta regido (Rada et al., 2000).
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Figura 2

Esquema da comunicagdo glutamatérgica e colinérgica na regido do VTA.
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Legenda: Principais regides neuronais de aferéncias glutamatérgicas (em azul), para
informag¢des mais pormenorizadas das estruturas envolvidas consultar (Geisler et al., 2007),
Colinérgicas (em vermelho) (Garzo'n et al., 1999; Steidl et al., 2017) e principais regides para
onde ha proje¢des de neurdnios dopaminérgicos a partir da area ventral tegumentar (VTA), para
mais informagdes sobre a circuitaria dopaminérgica consultar (Schultz, 2015). Fonte: Autor.
Neuronios dopaminérgicos tém sido indicados como vias importantes no processamento
de estimulos ambientais e t€ém se mostrado sensiveis a apresentacdo de estimulos novos ou
intensos, resultando na produgao de potenciais de a¢ao nos neurdnios dopaminérgicos na regiao
tegumentar ventral (Galaj & Ranaldi, 2021). A regido do VTA neste sentido, tem sido indicada
como uma estrutura de integracdo importante e processamento destas aferéncias
glutamatérgicas distribuidas nas mais diferentes regides do sistema nervoso central (Figura 3).

No entanto, frente a estimulos ambientais menos intensos e inesperados, a sua atividade tem se

mostrado menos intensa, ndo acionando a circuitaria dopaminérgica (Galaj & Ranaldi, 2021).
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A proposta de Galaj e Ranaldi (2021) sobre como ocorreria a aprendizagem de
reforcadores condicionados consiste em uma abordagem relacional entre a atividade de
neurdnios colinérgicos e glutamatérgicos no VTA. Durante o processo de condicionamento ha
sinalizacdo conjunta de neurdnios colinérgicos (sinalizando presenca de reforcadores
incondicionados) com neurdnios glutamatérgicos associados a outros estimulos ambientais
relacionados ao reforco. Neste contexto, a estimulagdo promovida pela aferéncia
glutamatérgica ndo produz o efeito de ativacdo de potenciais de acdo nos neurdénios poOs-
sinapticos (estimulacdo abaixo do limiar de potencial de acdo). A agdo dos receptores
muscarinicos, nesse momento, produz uma despolarizacdo de membrana suficiente para retirar
o magnésio alocado no canal dos receptores NMDA (NMDAr), receptor ionotropico
dependente de voltagem. Este processo produz um influxo de célcio nos neurdnios DA,
ativando a acdo da calmodulina kinase II (CaMKII), o que leva a ocorréncia de processos
plasticos que resultardo no aumento da expressao de receptores AMPAr. Como resultado deste
processo ha o aumento da sensibilidade do neurdnio pos-sinaptico ao glutamato aumentando as
respostas nas cé¢lulas DA do VTA, quando estimuladas (Galaj & Ranaldi, 2021).

Este processo se assemelha com processos de LTP e/ou STDP, tendo em vista o papel
chave que os NMDArs t€ém no desencadeamento de processos plasticos em neurdnios pos-
sinapticos (Kandel et al., 2014). O bloqueio desses receptores tem sido apontado como tendo
efeitos inibitorios ou até deletérios no momento de formagdo de reforgadores condicionados
(Fitzpatrick & Morrow, 2017; Galaj & Ranaldi, 2021; Ranaldi et al., 2011), no entanto, a delimitagao
de seu papel exclusivamente na fase de aprendizagem de reforcadores condicionados deve ser
vista com cautela. Embora haja trabalhos que apontem a exclusividade de sua importancia no
inicio do condicionamento, Wickham et al. (2015) apontam que o bloqueio agudo de receptores
NMDA, na area do VTA, também reduzem o valor de refor¢adores condicionados previamente

estabelecidos.
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Estes dados indicam um importante papel dos receptores NMDA neste processo. No
entanto, também indicam a necessidade de mais estudos para uma caracterizagdo mais exata do
papel destes receptores no estabelecimento de reforgadores condicionados. A sua presenca em
regides do corpo estriado (Yagishita et al., 2014) também parece exercer papel importante sobre
processos de STDP (Butts & Kanold, 2010). Este processo plastico tem sido observado como um
dos produtos da acdo conjunta de neuronios na modulagcdo da frequéncia de disparo em
neurdnios pos-sinapticos (Butts & Kanold, 2010; Yagishita et al., 2014). Tal processo poderia se
aplicar a0 modelo proposto por Galaj e Ranaldi (2021) na aquisicdo de reforcadores

condicionados, no entanto, s3o necessarios mais estudos para sustentar esta suposi¢ao.

Cetamina como possivel moduladora de reforcadores condicionados.

A compreensdo do papel dos receptores NMDA no processo de refor¢o condicionado,
ndo apenas auxilia na descrigdo dos mecanismos neurofisioldgicos, mas também permite a
descoberta de farmacos que modulem este processo, contribuindo para o tratamento de diversas
patologias. Como discutido brevemente no subcapitulo 1.2 um dos principais modelos
experimentais que mimetizam aspectos sintomatologia do transtorno depressivo sdo os
protocolos de estresse cronico moderado, do inglés chronic mild stress (CSM) (Grenli et al.,

2004; Strekalova et al., 2006; Strekalova & Steinbusch, 2010; Willner, 1997, 2005).

Neste modelo, sdo utilizados estressores de média intensidade randomizados na sua
duracdo e frequéncia de modo a se criar um quadro comportamental e neurofisiologico
semelhante ao encontrado em ensaios clinicos humanos (Willner et al., 1992). A sua validade
enquanto modelo tem sido sustentada pela combinacdo de validade preditiva, face e de
constructo (Papp et al., 2017; Willner, 1997, 2005; Willner et al., 1992). Isto, pois, intervengdes

farmacoldgicas utilizando antidepressivos produzem a remissdo das alteracdes
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comportamentais ¢ neurofisioldgicas promovidas pela aplicagdo deste protocolo (Validade
preditiva) (Kingir et al., 2023; Li et al., 2011; Papp et al., 2017; Strekalova et al., 2006; Willner
et al., 1987). Associado a este efeito, também se observam alteragdes comportamentais que se
aproximam da descrigdo de comportamentos de quadros depressivos cléssicos, sendo
transpostos para o contexto Experimental como redu¢do do consumo de solu¢des adocicadas
(refor¢adores incondicionados), redu¢do da preferéncia condicionada de lugar associado as
solugdes adocicadas (i.e reforgadores condicionados) e redu¢do de comportamento sexual.
Também pode ser observado uma redug¢do de comportamentos agressivos, alteragcdes no ciclo

de sono ¢ de memoria (Willner, 1997, 2005; Willner et al., 2013).

A ocorréncia da reducao do consumo da solucdo de sacarose, preferéncia por solucdes
acucaradas, comportamento sexual, bem como a diminui¢do da preferéncia condicionada de
lugar, pode ser considerado como analogos a reducdo de interesse e/ou prazer por atividades e
eventos que anteriormente exerciam fun¢do refor¢adora na vida do sujeito evidenciando sua
validade de constructo (Ferster, 1973; Willner, 2005; Willner et al., 2013). Desse modo, o
transtorno depressivo maior, enquanto uma categoria nosoldgica, parece estar associada a um
processo de reducdo da sensibilidade a estimulos refor¢adores incondicionados e condicionados
presentes no ambiente (Costello, 1972; Ferster, 1973; Gongalves, 2000; Willner et al., 2013).
Portanto, um dos papéis do tratamento farmacoldgico seria regular esta sensibilidade a niveis
ndo patologicos, para além de produzir remissdo dos demais sintomas associados a este

transtorno (Willner et al., 2013).

Uma vez que a Cetamina provoca a inibi¢do de receptores NMDA e sua agdo
antidepressiva parece depender da atividade dos receptores AMPA, assim como pela
intensificagdo da atividade glutamatérgica de longo prazo, sugere-se uma grande proximidade

entre os processos neuronais relacionados a aprendizagem do refor¢o condicionado com as
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principais vias de a¢do deste farmaco (Fitzpatrick & Morrow, 2017; Galaj & Ranaldi, 2021;
Wickham et al., 2015). Ranaldi et al. (2011), e posteriormente Galaj e Ranaldi (2021), sugerem
que a aprendizagem do reforco condicionado seria prejudicada ou até impossibilitada pela
inibi¢do aguda de receptores NMDA pelo seu papel critico no aumento de expressdo de

receptores AMPA nos neur6nios dopaminérgicos.

Nesse sentido, indicam que a estimulagdo dos receptores NMDA seria necessaria para
o estabelecimento do estimulo refor¢ador condicionado, enquanto deixa de ser importante no
momento que o condicionamento ja estd estabelecido (Fitzpatrick & Morrow, 2017; Galaj &
Ranaldi, 2021; Ranaldi et al., 2011). Por outro lado, Wickham et al. (2015) indicam que o bloqueio
de receptores NMDA, por meio da aplicacdo intracraniana de AP-5, um inibidor de receptores
NMDA na area ventral tegumentar, reduzem o valor reforcador de estimulos condicionados
previamente aprendidos, indicando que de alguma forma estes receptores ainda mantém sua

importancia nesse processo.

Dos estudos realizados acerca dos efeitos comportamentais do bloqueio do NMDAr,
apenas Fitzpatrick e Morrow (2017) utilizaram a Cetamina. Nos demais estudos, o farmaco
utilizado foi o AP-5, aplicado em via intracraniana (Ranaldi et al., 2011; Wickham et al., 2015).
Enquanto Ranaldi et al. (2011) e Wickham et al. (2015) procuraram analisar a inibicdo de
receptores NMDA especificamente na regido do VTA, Fitzpatrick & Morrow (2017) avaliaram o
uso da Cetamina na modulacdo do Controle exercido por dicas ambientais associadas a
reforcadores incondicionados assim como seu efeito sobre reforcadores condicionados
previamente aprendidos. Embora seus resultados tenham indicado que o efeito agudo da
Cetamina nao parece modular o valor de reforcadores condicionados ja aprendidos, seus dados
apontam que este farmaco diminui a intensidade do Controle exercido pelo estimulo associado

a reforgadores primarios em respostas de aproximagao.
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Nesse sentido, o estudo do efeito da Cetamina, em doses menores que 32 mg/kg
(Fitzpatrick & Morrow, 2017), sobre reforcadores condicionados pode contribuir para
compreensdo dos efeitos antidepressivos dessa substancia, uma vez que um dos seus efeitos
parece ser o de modular a eficacia de estimulos reforgadores. Por outro lado, também contribui
para avaliagdo do efeito da aplicagdo sistémica de Cetamina sobre este processo, dado que
apenas Ranaldi et. al. (2011) avaliou o efeito do bloqueio de receptores NMDA em regides

especificas do sistema nervoso central sobre o processo de condicionamento respondente.

De maneira a elucidar uma aparente lacuna na literatura sobre o efeito que a Cetamina,
em dosagens comuns as utilizadas em delineamentos de modelos animais de depressao, exerce
sobre a aprendizagem e manutencdo da saliéncia de refor¢adores condicionados € proposto o
delineamento Experimental descrito na proxima sec¢ao dessa dissertacao (Capitulo 2). Com este
delineamento foi avaliado os efeitos comportamentais tardios provocados pela Cetamina e,
também, o seu efeito agudo no bloqueio dos receptores NMDA, sobre o processo de

condicionamento e manutencao da sua eficicia apos aprendizagem.

Em consonancia ao apresentado por Galaj e Ranaldi (2021) ¢ esperado que a Cetamina
dificulte o processo de aquisi¢do de reforcadores condicionados quando aplicada logo antes das
sessoes de condicionamento. Em contrapartida ela ndo alteraria o desempenho dos animais
quando aplicada logo antes das sessdes de teste de reforcadores condicionados ja estabelecidos.
Quando aplicada com maior antecedéncia antes do processo de condicionamento, foi levantada
a hipotese de que ela facilite o processo de condicionamento devido a sua agdo sinaptogénica a
longo prazo. Uma hipotese secundaria seria um possivel efeito do aumento da eficacia
reforcadora do estimulo que sequer fora pareado com o refor¢ador incondicionado utilizado no
delineamento adotado, de modo que possa haver um aumento da frequéncia de respostas de

forma generalizada. Por fim, espera-se que os efeitos tardios da aplicacdo da Cetamina apos o
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processo de condicionamento sejam aumentar a eficacia de reforgadores previamente
aprendidos, devido a intensificacdo da sinalizacdo glutamatérgica de longo prazo, de acordo

com o discutido previamente neste capitulo.

MATERIAIS E METODOS

Sujeitos

Foram utilizados ao todo 80 ratos machos de linhagem Wistar com idade aproximada
de 60 dias. Antes do inicio do procedimento Experimental, os animais foram alocados em caixas
coletivas, com 3 a 4 animais, com acesso a comida e agua ad libitum. Para o inicio do
procedimento os animais foram submetidos a um regime de restricdo alimentar até atingirem
85% do peso ad libitum. O regime de restricdo alimentar consistiu na disponibilizagdo de
alimento por um periodo de 30 a 40 minutos didrios, até que o peso de 85% ad libitum fosse
atingido. Este tempo foi ajustado apos a primeira sessdo do procedimento para 1 hora por dia
apods cada sessdo Experimental. Caso os animais apresentassem reducdo do peso apos o inicio
do experimento este tempo era aumentado em 10 minutos por dia até que fosse observado ganho
de peso e, apds isso, novamente reduzido para 1 hora. Os ciclos de luz/escuro foram controlados
(luz das 7 as 19 horas e escuro das 19 as 7 horas), sendo mantidos sob temperatura de 22°C
com variacdo aproximada de 2°C. Tanto o delineamento Experimental como protocolo de
intervengdo farmacologica foram submetidos a CEUA responsavel e estdo de acordo com as

normas do CONCEA “N° 1045/2021 Vol. 1”.

Materiais

Foram utilizadas 6 caixas de condicionamento operante Lafayette modelo 80004
(Lafayette Instruments, Lafayette) equipadas com uma houselight e duas barras (modelo

80110M) em uma das laterais da caixa em laluminio. Nessa mesma lateral havia uma luz de
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estimulo acima de cada barra e na parte inferior, entre as barras, havia o orificio do comedouro
(modelo 80210M-R). As caixas também eram equipadas com uma campainha do tipo sonalert.
O espaco interno da caixa possui dimensdes de 30,48x26,03x20cm (Largura x Comprimento x
Altura). Os dados referentes ao desempenho dos animais no procedimento foram coletados pelo

software ABET II (Lafayette Instruments, Lafayette) em um computador tipo PC.

Administracao farmacologica

Foi aplicado nos animais dos grupos experimentais nos experimentos de 1 a 4, a
Cetamina racémica na dosagem de 10 mg/kg no volume de 1 ml/kg via intraperiToneal. Os
farmacos utilizados nos experimentos 1 e 2 foi Dopalen® (ceva) e nos experimentos 3 e 4
Cetamin® (sintec). Em contraposicao foi aplicado veiculo salino estéril, em mesmo volume,
em cada grupo Controle. Os Detalhes do momento de aplicagdo dos compostos foram descritos

na secao de Procedimento, a seguir.

Procedimento

O procedimento de refor¢co condicionado seguiu o modelo de Ranaldi e Beninger
(1993), que possui trés fases distintas: Linha de base, condicionamento e teste. Estas trés fases
compreendem um periodo total de 11 dias, sendo as sessdes realizadas diariamente. Na etapa
de linha de base, ambas as barras estavam presentes e ativadas, uma produzindo como
consequéncia um som de uma campainha do tipo sonalert (TONE) por 3 segundos e a outra
barra o desligamento das luzes de estimulo (LO) pelo mesmo periodo. Em metade das caixas o
estimulo LO foi acionado pela barra da esquerda e outra metade na direita, para assim excluir
possiveis preferéncias por posi¢do. Esta fase ocorreu por 5 dias corridos com sessdes de 40

minutos, a distribui¢do de respostas entre as barras foi mensurada. Os animais foram colocados
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na fase de linha de base ingénuos, ou seja, esta foi a primeira experiéncia deles na caixa de

condicionamento operante.

Na etapa de condicionamento, imediatamente apds a linha de base, as barras foram
retiradas e houve o pareamento entre o estimulo LO com a apresentacdo de pellets (Bio-Serv,
formula F0021) de comida por 4 sessdes de 60 minutos. Foram apresentadas, na primeira
sessdo, um total de 80 estimulos LO seguidos da apresentacdo dos pellets em tempo varidvel
(VT) de 45 segundos com amplitude de 5-90 segundos. Dessa maneira o pareamento entre LO
e apresentagdo do pellet ocorreu em 100% das apresentacdes de LO. A partir da segunda sessao
até a quarta foi disponibilizado o refor¢o em apenas 33% das apresentacdes do estimulo LO.
Este recurso ¢ utilizado como um reforco intermitente e, portanto, tem como objetivo o
fortalecimento da relagdo entre LO e o reforgador incondicionado, assim como aumentar a

resisténcia dessa relagdo ao processo de extingdo (Knott & Clayton, 1966; Lilliquist et al., 1999).

Por fim, foram conduzidas duas sessoes teste de 40 minutos. Nestas sessdes foram
colocadas as barras novamente, semelhante a linha de base, de modo que uma barra produz
TONE por 3 segundos e a outra LO, também por 3 segundos, sem a apresentacdo dos pellets.
A configuracdo do procedimento para cada experimento apenas se diferenciou pelo momento
de aplicagdo da Cetamina. A Tabela 1, abaixo, apresenta os momentos de aplicacdo dos

farmacos para cada experimento.
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Tabela 1

Momento de aplicagdo da Cetamina em cada um dos 4 experimentos

Experimento Grupo condicionamento Teste Farmaco
Experimental Cetamina 30 min antes de )
1 (n=10) cada sessao
Controle Solucdo salina 30 min antes i
(n=10) de cada sessdo @
: - 2
Experimental Cetamina 30 min =
IZn=1 0) - antes de cada 8
2 sessao
Controle Solugdo salina 30
(n=10) - min antes de cada
sessao
. Cetamina 24 horas antes do
Experimental . ..
(n=10) inicio do condicionamento -
(Dose tnica)
Solucdo salina 24 horas
3 Controle antes do inicio do i
(n=10) condicionamento (Dose (:2
Unica) £
. Cetamina 24 horas 8
Experimental . ]
(n=10) - antes do inicio do O
teste (Dose unica)
Solugao salina 24
4 Controle ) horas antes do
(n=10) inicio do teste

(Dose tnica)

Legenda: “-“Indica a ndo ocorréncia de aplicagdo, seja do farmaco, seja de veiculo salino.

A Tabela 1 apresenta de forma esquematica a aplicacdo da Cetamina ou solucdo salina

para cada um dos quatro experimentos propostos. No experimento 1, os farmacos foram

aplicados 30 minutos antes de cada uma das 4 sessdes de condicionamento. Este experimento

teve como objetivo especifico avaliar o efeito imediato da Cetamina sobre o processo de

condicionamento. No experimento 2, a Cetamina foi aplicada 30 minutos antes de cada uma

das duas sessdes de teste, tendo como objetivo avaliar o efeito imediato do farmaco sobre

reforcadores condicionados previamente aprendidos.
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Ja para os experimentos 3 e 4, os farmacos foram aplicados em dose unica 24 horas
antes do inicio da etapa de condicionamento (experimento 3) e de teste (experimento 4),
respectivamente. No experimento 3, foi avaliada a hipotese de que os efeitos tardios da
aplicacdo de Cetamina influencie positivamente a aprendizagem de novos reforcadores
condicionados, facilitando este processo. No experimento 4, foi testada a modulacao que este
farmaco pode exercer sobre reforgadores previamente aprendidos. A execu¢do dos
experimentos ocorra de forma concomitante para os experimentos 1 e 2 e depois 3 e 4, de forma
que a analise dos dados referente a todos eles foram realizados ap6s a completa execugao de
todos os quatro experimentos. Adicionalmente estes experimentos nos permitiram avaliar se ha
um efeito generalizado sobre a formagdo de reforgcadores condicionados. Esta andlise foi
possibilitada pela comparagao do indice de eficacia refor¢adora (Ranaldi & Beninger, 1993),

tanto para o estimulo Tone como para LO, expresso pela seguinte equagao:

média teste + 1
média LB + 1

O indice descreve a relagdo da raiz quadrada da razdo entre a média da frequéncia de
resposta de pressao a barra (Lo ou Tone) na etapa de teste e na linha de base. Dessa maneira,
quando o indice ¢ inferior a 1, Ié-se uma redugdo das respostas de pressdo a barra na etapa de

teste e em contra partida, se superior a 1 observa-se o aumento.

Analise estatistica.

Para eliminagdo de outliers, foi realizada a analise de dispersdo dos dados por meio do
boxplot modelo de Tukey. A distribui¢do da frequéncia de respostas entre as barras durante a
linha de base e o teste foi compilada a partir do indice de eficacia. O indice de eficacia foi

comparado individualmente em cada experimento e analisado por meio da analise de variancia
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(ANOVA) de duas vias e a analise post hoc utilizada foi o teste de compara¢des multiplas de
Sidak. Os fatores principais utilizados pela ANOVA de duas vias foram: Barra (LO e Tone) e
Tratamento (grupo Experimental ou salino). A andlise planejada de comparagdes multiplas de
Sidak foi realizada em referéncia ao fator barra para cada grupo individualmente, de modo a

evidenciar a ocorréncia do processo de condicionamento.

RESULTADOS.

Como descrito anteriormente, os dados de cada experimento foram analisados de forma
isolada, ndo havendo andlise estatistica que correlacionem experimentos distintos. Em vista a
maior assertividade, os dados foram analisados a partir do indice de eficacia individualizado e
coletivo por experimento, de modo a reduzir a quantidades de varidveis independentes dentro
do tratamento estatistico. Tal decisdo garante maior confiabilidade nas analises realizadas.

A aprendizagem do refor¢ador condicionado LO ¢ descrita pelo aumento da
frequéncia de respostas na barra que produz como consequéncia a apresentagdo do LO em
detrimento da barra Tone comparando as etapas de linha de base (LB) e teste. Ou seja, a partir
da formula do indice de eficacia, um processo de condicionamento bem sucedido seria
representado por um indice > 1 para o estimulo LO e <I para o estimulo Tone. Neste trabalho,
tal desempenho grupal ou individual foi considerado como um condicionamento ideal. Um
condicionamento considerado intermediario quando observado o aumento da frequéncia de
respostas para LO e, simultaneamente, um aumento em menor intensidade em Tone (indice de
LO > Tone). Consideramos a ndo ocorréncia de condicionamento quando ndo houve
diferenciag¢do entre os indices de Tone e LO (indice de LO = Tone), quando houve indices
superiores a 1 de forma especifica em Tone (indice de LO < Tone), ou indice inferior a 1 para

ambos os estimulos.
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Experimento 1

O Experimento 1 teve como objetivo avaliar o efeito agudo e imediato da Cetamina
sobre o processo de condicionamento. Para este fim, foi utilizado um procedimento de
condicionamento faseado em 3 etapas: linha de base, condicionamento e teste. A primeira etapa
consistiu em 5 sessdes de 40 minutos na presenca das barras LO e Tone. Na segunda etapa, de
condicionamento, foram 4 sessdes de 60 minutos em que as barras de LO e Tone haviam sido
removidas e ocorreu o pareamento entre o estimulo LO e o pallet de comida. A terceira etapa,
de teste, foram 2 sessoes de 40 minutos em que as barras de LO e Tone foram colocadas
novamente e ocorram em esquema de extingdo. A Cetamina e veiculo salino (10 mg/kg no
volume de 1 ml/kg e 1ml/kg, respectivamente) foram aplicados 30 minutos antes das 4 sessoes
experimentais na etapa de condicionamento. Foi testado neste experimento a hipdtese de que a
Cetamina teria um papel deletério no processo de condicionamento de reforcadores

condicionados (Galaj; Ranaldi, 2021).
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Figura 3
Experimento 1 - Bloxplot de Tukey — Indice de eficacia dos estimulos LO e Tone para os

grupos Experimental e Controle.
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A andlise da dispersdao do indice de eficacia por meio do grafico de tipo boxplot de
Tukey (Figura 4) indicou a inexisténcia de outliers para ambos os grupos (Experimental e
Controle). E observado que em ambos os grupos a maioria dos sujeitos apresentou indice de
eficacia superior a 1 para as duas barras. De modo geral, observa-se menor dispersao do indice

de eficacia para o estimulo Tone em comparagao ao estimulo LO.
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Figura 5

Experimento 1

5—

Indice de eficacia

-
-
|

- Indice de eficacia dos estimulos LO e Tone no grupo Experimental.

TONE
L_INe

0-

I ‘I II II T II II II
3 4 5 6 7 8 9 1

T T
1 2 0

Sujeitos

Na maior parte dos casos foi observado menor dispersdao dos dados referentes ao

estimulo Tone do que LO. Como ndo foram encontrados outliers neste experimento, a analise

dos dados prosseguiu para a representacdo do desempenho individualizado dos animais para

cada grupo. Foi observado que apenas os sujeitos 2, 3, 6, 10 do grupo Experimental (Figura 5)

apresentaram evidéncias da ocorréncia do processo de condicionamento para o estimulo LO.

Os sujeitos 1, 5, 7, 8 e 9 apresentaram aumento especifico das respostas na barra de estimulo

Tone na etapa de teste, enquanto que o sujeito 4 deste grupo apresentou uma redugao das taxas

de respostas de forma inespecifica entre tais estimulos. Estes 6 sujeitos ndo apresentaram

evidéncias do processo de condicionamento.
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Figura 6

Experimento 1 - Indice de eficicia dos estimulos LO e Tone no grupo Controle.
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Ja no grupo Controle (Figura 6) foi observado nos sujeitos 1, 2, 3,4, 5,6, 7,¢ 10 a
formagao do refor¢ador condicionado para o estimulo LO. Os sujeitos 8 e 9 apresentaram indice
de eficacia superior a 1 de forma especifica para Tone, indicando que ndo foram condicionados.
Neste grupo, diferente do Experimental, ndo houve sujeitos que apresentaram responder
indiferenciado, equivalente tanto para LO como para Tone, ou reducdo da taxa de resposta na

etapa de teste em comparagdo com a linha de base para o estimulo LO.
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Figura 7
Experimento 1 — Indice médio de eficicia dos estimulos LO e Tone para os grupos

Experimental e Controle.
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A analise de variancia (ANOVA) de duas vias do indice de eficacia referente aos
estimulos LO e Tone (Figura7), para o grupo Experimental e Controle, ndo indicou efeito
significativo entre os grupos no fator principal de tratamento [F (1, 18) = 0,3101, P = 0,5845],
mas indicou um efeito marginalmente significativo para o fator principal de Barra [F (1, 18) =
4,030 P = 0,0599]. Nao foi observada a interagdo entre estes fatores [F (1, 18) = 0,3997, P =
0,5352]. A andlise por meio do teste de compara¢des multiplas de Sidak também ndo indicou
interagdes estatisticamente significativas, seja para o grupo Experimental (P = 0,5692), seja
para o grupo Controle (P = 0,1505).

Discussao experimento 1.
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O conjunto dos dados referente ao desempenho de ambos os grupos a partir da ANOVA
de duas vias indicou um efeito marginalmente significativo no fator principal de barra [F (1,
18) =4,030 P =0,0599]. Os animais, de forma geral, sofreram um efeito sutil do procedimento
de condicionamento realizado no experimento, sendo que a Cetamina parece ndo ter exercido
influéncia significativa neste contexto, de acordo com o indicado pelo teste post hoc. Estes
dados, em conjunto, indicam que a aplicagdo de Cetamina, nesta dosagem, ndo influenciou o
processo de condicionamento. O efeito marginalmente significativo observado neste
experimento indicou um processo de condicionamento fraco, de modo que processos mais
intensos de condicionamento, bem como dosagens distintas ainda podem exercer importante
influencias sobre o processo de condicionamento, impactando na eficacia de reforcadores

condicionados.

Experimento 2.

Neste experimento foram investigados os efeitos da aplicagdo da Cetamina sobre a eficacia
de reforcadores condicionados previamente aprendidos. Para este fim, foi utilizado um
procedimento de condicionamento faseado em 3 etapas: linha de base, condicionamento e teste.
A primeira etapa consistiu em 5 sessdes de 40 minutos na presenga das barras LO e Tone. Na
segunda etapa, de condicionamento, foram 4 sessdes de 60 minutos em que as barras de LO e
Tone haviam sido removidas e ocorreu o pareamento entre o estimulo LO e o pallet de comida.
A terceira etapa, de teste, foram 2 sessdes de 40 minutos em que as barras de LO e Tone foram
colocadas novamente e ocorram em esquema de extingdo. A aplicacdo do farmaco e veiculo
salino (10 mg/kg no volume de 1 ml/kg e Iml/kg, respectivamente) ocorreram 30 minutos antes
de cada uma das duas sessoes de teste do procedimento de condicionamento. Logo, foi avaliada
a hipotese de que a Cetamina ndo exerceria um papel significativo sobre reforcadores

condicionados ja aprendidos, de acordo com a literatura previamente discutida na introdugao.
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Figura 8

Experimento 2- Bloxplot de Tukey — Indice de eficdcia dos estimulos LO e Tone para os
grupos Experimental e Controle.
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Legenda: Circulo preto preenchido indica a existéncia de 1 outlier.

O bloxplot de Tukey referente a dispersao do indice de eficacia pelos sujeitos dos grupos
Experimental e Controle no experimento 2 (figura 8) indicou a presenca de um sujeito outlier:
Sujeito 2 do grupo Experimental (discriminado na figura 9). De modo geral, os sujeitos do
grupo Experimental apresentaram um padrao distinto do apresentado pelos sujeitos do grupo
Controle, mostrando maior aumento nas taxas de respostas na barra LO, assim como uma menor
dispersdo dos indices de eficacia referentes ao estimulo Tone.

Pode ser notado também que a maioria dos sujeitos desse grupo apresentou redugao na
taxa de resposta de pressao a barra no estimulo Tone na etapa de teste obtendo um indice inferior

a 1. Ja o grupo Controle apresentou maior dispersdo dos indices de eficacia tanto para as barras

de LO como para Tone.
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Figura 9

Experimento 2 — Indice de eficacia dos estimulos LO e Tone no grupo Experimental.
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Legenda: O sujeito 2, outlier encontrado na plotagem do boxplot (Figura 8) encontra-se
discriminado pelo circulo preto acima do indice de eficacia de LO e Tone apresentado por este
sujeito.

A redugdo da taxa de resposta na barra de estimulo Tone no grupo Experimental pode
ser melhor observada pela figura 9, em que 7 de 10 sujeitos do grupo Experimental
apresentaram este padrdo de comportamento. Embora este padrdo tenha sido observado
majoritariamente neste grupo, apenas 5 sujeitos evidenciaram aprendizagem de reforgadores
condicionados no estimulo LO, sendo estes 4, 6, 7, 8 e 10. Os sujeitos 1, 3, 5 e 9 apresentaram
responder indiferenciado entre as barras LO e Tone e apresentaram menor taxa de resposta na
etapa de teste em relag@o a etapa da linha de base. Como descrito anteriormente, o sujeito 2

apresentou um padrdo comportamental estatisticamente discrepante quando comparado com os

demais integrantes de seu grupo, sendo desconsiderado em tratamentos estatisticos futuros.
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Figura 10

Experimento 2 — Indice de eficdcia dos estimulos LO e Tone no grupo Controle.
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Ja& no grupo Controle (Figura 10) foi observada a formagdo de reforcadores
condicionados para o estimulo LO apenas nos sujeitos 3, 4, 7 e 10. Os sujeitos 1, 2 e 5
apresentaram aumento das taxas de respostas para o estimulo Tone de forma mais intensa que
para o estimulo LO, ndo apresentando evidéncias do processo de condicionamento. Os sujeitos
6, 8 ¢ 9 apresentaram responder indiferenciado entre as barras de LO e Tone, sendo que as taxas
de respostas entre essas barras foram inferiores na etapa de teste em relagdo a linha de base,

sendo indicado pelo indice inferior a um.

39



Figura 11
Experimento2 — Indice médio de eficacia dos estimulos LO e Tone para os grupos

Experimental e Controle.
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Legenda: * P <0,05.

Quando realizado o tratamento estatistico do indice de eficdcia no grupo Experimental
e Controle (Figura 11) por meio da ANOVA de duas vias, pode ser observado um efeito
significativo no fator principal de Barra [F (1, 17)=7,538 P =0,0138]. Nao foi observado efeito
significativo no fator principal de tratamento [F (1, 17) =0,2697, P =0,61], bem como intera¢ao
entre estes fatores [F (1, 17) = 2,737, P = 0,1164]. A analise por meio do teste de comparagao
multipla de Sidak indicou que uma diferenca estatisticamente significativa no desempenho dos
sujeitos do grupo Experimental referente ao indice de eficicia entre os estimulos LO e Tone (P
=0,015), ndo sendo encontrado igual efeito para o grupo Controle (P = 0,6851). Estes dados

indicam que a Cetamina, quando aplicada de forma aguda 30 minutos antes das sessdes de teste,
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exerceu o efeito de aumento da eficacia de LO como refor¢ador condicionado comparando com
o estimulo Tone.
Discussao experimento 2

Ao observar o desempenho individual do grupo Experimental, pode ser considerado
“ideal” a ocorréncia do processo de condicionamento em 3 sujeitos que apresentaram aumento
da taxa de respostas em LO e, simultaneamente, a redu¢do das taxas de respostas na barra de
Tone. O Sujeito 8 e 10 apresentaram também o aumento da frequencia de respostas em Tone,
dessa forma pode-se considerar que o processo de condicionamento neste caso foi
intermediario. Dessa maneira, 5 sujeitos do grupo Experimental (50% da amostra) evidenciou
condicionamento de LO como um refor¢cador condicionado. No restante deste grupo ou foi
apresentado um responder indiferenciado entre LO e Tone e/ou reducdo das taxas de respostas
inferiores as apresentadas na linha de base, indicando a auséncia do processo condicionamento
pelo responder destes animais.

Ja no grupo Controle ndo pode ser observado processo de condicionamento claro e/ou
evidente como no grupo Experimental. Mesmo com 4 sujeitos (40% da amostra) apresentando
o indice de eficacia superior a um para LO, indicando um aumento na taxa de resposta na barra
LO, este foi acompanhado por aumento simultaneo na taxa de resposta na barra Tone, mesmo
que em menor intensidade. Este fato em consondncia com a auséncia da evidéncia de
condicionamento nos 6 sujeitos (60% da amostra) restante da amostra indicam a possibilidade
da existéncia de fatores espurios influenciando negativamente o desempenho dos animais do
grupo Controle neste experimento.

A ANOVA de duas vias indicou a presenga de um efeito significativo provocado pelo
procedimento de condicionamento indicado pelo fator principal de Barra [F (1, 17) = 7,538 P
=0,0138]. O teste de analise de comparag¢do multipla de Sidak indicou um efeito significativo

do processo de condicionamento exclusivamente nos animais do grupo Experimental,
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apontando para um efeito positivo produzido pela aplicagdo da Cetamina no desempenho dos
animais neste experimento.

Dessa maneira, duas leituras dos dados sdo possiveis; uma possibilidade ¢ a de que a
Cetamina, enquanto ainda presente no organismo, modulou positivamente a eficicia de
refor¢adores condicionados previamente aprendidos, um efeito andlogo a agonistas
dopaminérgicos(Beninger et al., 1989; Phillips & Fibiger, 1990; Smith et al., 1997), fator que ¢
corroborado devido a afinidade da cetamina a receptores D2 (Kapur & Seeman, 2001). Uma
leitura alternativa a esta conclusdo pode ser o proprio momento de aplicagdo da injecdo, 30
minutos antes das sessdes de teste, que pode ter influenciado negativamente o desempenho dos
animais do grupo Controle, se configurando como um potencial fator espurio. A Cetamina neste
contexto, pode ter exercido um efeito preventivo aos impactos do estresse da inje¢do, o que
abre margem para um possivel efeito ansiolitico associado a acdo desse fArmaco devido as suas

propriedades sedativas e dissociativas.

Experimento 3

Neste experimento foram analisados os impactos produzidos pelos efeitos tardios da
cetamina sobre o processo de condicionamento de novos refor¢adores condicionados. Para este
fim, foi utilizado um procedimento de condicionamento faseado em 3 etapas: linha de base,
condicionamento e teste. A primeira etapa consistiu em 5 sessdes de 40 minutos na presenga
das barras LO e Tone. Na segunda etapa, de condicionamento, foram 4 sessdes de 60 minutos
em que as barras de LO e Tone haviam sido removidas e ocorreu o pareamento entre o estimulo
LO e o pallet de comida. A terceira etapa, de teste, foram 2 sessdes de 40 minutos em que as
barras de LO e Tone foram colocadas novamente e ocorram em esquema de extingdo. A
aplicacdo de Cetamina e veiculo salino foi realizada em dose tinica no grupo Experimental e
no grupo Controle (10 mg/kg no volume de 1 ml/kg e 1ml/kg, respectivamente) com 24 horas
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de antecedéncia da etapa de condicionamento. Foi avaliada a hipotese de que os efeitos tardios
desencadeados pela aplicagdo deste farmaco impactariam positivamente no processo de
condicionamento, intensificando e/ou facilitando este processo.

Figura 12

Experimento 3- Bloxplot de Tukey — Indice de eficdcia dos estimulos LO e Tone para os
grupos Experimental e Controle.
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O bloxplot de Tukey referente a dispersdo do indice de eficacia dos estimulos LO e Tone
no grupo Experimental e Controle no experimento 3 (Figura 12) indicou a auséncia de outliers
entre os integrantes de ambos os grupos. De maneira geral, foi observada uma maior dispersao
do indice de eficacia entre os sujeitos do grupo Controle, quando comparados com os sujeitos
do grupo Experimental, tanto para o estimulo LO como para Tone. Em ambos os grupos pode
ser notada uma menor dispersao do indice de eficacia do estimulo Tone do que em LO, sendo

no grupo Experimental essa redug¢do observada de forma mais intensa.
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Figura 13

Experimento 3 - Indice de eficicia dos estimulos LO e Tone no grupo Experimental.
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O desempenho geral do grupo Experimental possibilitou a observagdo de um aumento
simultaneo das taxas de respostas tanto na barra LO como na barra Tone (indice superior a 1).
A analise individual deste grupo (Figura 13), apresentou evidéncias do o processo de formagao
de reforgadores condicionados no estimulo LO para os sujeitos 1, 3,4, 6,9 ¢ 10, devido a indices
superiores a um para o estimulo LO e maiores que o indice do estimulo Tone. Dessa maneira,
60% da amostra evidenciou o processo de aprendizagem do refor¢o condicionado. Enquanto
isso, no restante da amostra, houve o aumento especifico da taxa de resposta para o estimulo
Tone pelos sujeitos 5 e 7.Foi, também, observado indice superior a 1 de forma inespecifica
entre as barras LO e Tone pelos sujeitos 2 e 8. Por conseguinte, estes 4 sujeitos (40% da

amostra) ndo apresentaram evidéncias de terem sido condicionados.
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Figura 14

Experimento 2 - Indice de eficicia dos estimulos LO e Tone no grupo Controle.
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O grupo Controle (Figura 14), de modo geral apresentou indices de eficacia superiores
aos observados no grafico individualizado do grupo Experimental. Individualmente, os sujeitos
1,2,3,6,7, 8,9 apresentaram aumento especifico das taxas de respostas na barra do estimulo
LO, representando 70% da amostra. Foi observado concomitante ao aumento da taxa de
resposta na barra LO, o aumento das taxas de resposta na barra Tone para a maioria destes
animais, porém em menor medida, indicando a ocorréncia do processo de condicionamento. J&
os sujeitos 4 e 5 apresentaram aumento especifico das taxas de resposta para a barra Tone,
indicando auséncia do processo de condicionamento. O sujeito 10, por sua vez, apresentou um
aumento indiferenciado das taxas de respostas em relagdo ao estimulo LO e Tone expresso por
indices de eficdcia superiores a um e numericamente semelhantes, também ndo evidenciando

processo de condicionamento.
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Figura 15

Experimento 3 — Indice médio de eficicia dos estimulos LO e Tone.
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O tratamento estatistico realizado pela ANOVA de duas vias do indice de efic4cia de
reforgadores no grupo Experimental e Controle entre os estimulo LO e Tone (Figura 15) indicou
de efeito marginalmente significativo no fator principal de barra [F (1, 18) =4,182, P =0,0558],
mas ndo no fator de tratamento neste experimento [F (1, 18) =2,768, P = 0,1135]. Além disso,
ndo foi observada interacdo entre estes fatores [F (1, 18) = 0,7586, P =0,3952]. A andlise por
meio do teste de comparagdes multiplas de Sidak, por sua vez, também nao indicou efeitos
significativos tanto para grupo Experimental (P = 0,6605) como para o grupo Controle (P
=0,105). Apesar de o tratamento estatistico ndo ter indicado importantes diferencas no
desempenho dos grupos analisados, pode ser notado que o grupo Controle apresentou, de modo
geral, maiores indices de eficacia que o grupo Experimental para ambos os estimulos.

Discussdo experimento 3.
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Neste experimento, apenas o sujeito 7 do grupo Controle apresentou evidencia de um
processo de condicionamento claro de acordo com o critério de aumento da taxa respostas
(indice superior a um) na barra do estimulo LO simultaneamente a redugao das taxas de resposta
na barra Tone (indice inferior a um). Os outros sujeitos que apresentaram evidéncias da
ocorréncia de condicionamento também apresentaram o indice de eficacia para o estimulo Tone
ser superior a um, indicando a existéncia de possiveis variaveis espurias influenciando neste
experimento. Estas variaveis serdo melhor discutidas na sessdo de discussao final.

Por efeito da aplicacdo do veiculo salino e Cetamina terem ocorrido 24 horas antes das
sessdes de condicionamento a hipdteses da influéncia do stress da aplicacdo da injecao,
levantadas no experimento anterior, ndo se sustentou neste experimento, nem no proximo
(experimento 4) a ser aprestado e discutido. Embora a ANOVA ndo tenha indicado efeitos
estatisticos, pode ser observado um valor de P muito proximo ao significativo para o fator
principal de barra (P=0,0558), podendo ser interpretado como um efeito marginalmente
significativo. Nessa conjuntura, estes dados indicaram que o procedimento de condicionamento
teve impacto sutil para ambos os grupos, sendo ambos os grupos impactados de forma

semelhante de acordo com a analise realizada.

Experimento 4.

Por fim, neste ultimo experimento foi avaliada a influéncia da agdo de longo prazo
produzida pela Cetamina em reforcadores condicionados previamente aprendidos. Para este
fim, foi utilizado um procedimento de condicionamento faseado em 3 etapas: linha de base,
condicionamento e teste. A primeira etapa consistiu em 5 sessdes de 40 minutos na presenga
das barras LO e Tone. Na segunda etapa, de condicionamento, foram 4 sessdes de 60 minutos
em que as barras de LO e Tone haviam sido removidas e ocorreu o pareamento entre o estimulo

LO e o pallet de comida. A terceira etapa, de teste, foram 2 sessdes de 40 minutos em que as
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barras de LO e Tone foram colocadas novamente e ocorram em esquema de extingdo. A
Cetamina e veiculo salino foram aplicados (10 mg/kg no volume de 1 ml’kg e 1ml/kg,
respectivamente) 24 horas antes da primeira sessdo de teste. Foi avaliada a hipotese de que a
Cetamina exer¢a um efeito positivo na eficacia de refor¢adores condicionados ja estabelecidos.
Dessa maneira, a hipotese avaliada neste experimento ¢ de que a Cetamina influenciaria
positivamente a eficacia de LO devido a seus efeitos sinaptogénicos tardios.

Figura 16

Experimento 4- Bloxplot de Tukey — Indice de eficdcia dos estimulos LO e Tone para os
grupos Experimental e Controle.
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A plotagem da dispersao do indice de eficacia dos estimulos refor¢adores LO e Tone no
boxplot de Tukey referente ao grupo Experimental e Controle (Figura 16) indica a auséncia de
outliers na amostra utilizada no experimento 4. De modo geral, observa-se que o grupo
Controle apresentou dispersdo dos dados em maiores indices de eficacia do que o grupo
Experimental, tanto para o estimulo Tone, como para LO. O grupo Controle também
apresentou maior diferenca entre as medianas LO e Tone e, por consequéncia, maior diferenca

das areas de dispersao dos indices de eficacia do que os indices do grupo Experimental.
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Figura 17

Experimento 4 - Indice de eficicia dos estimulos LO e Tone no grupo Experimental.
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O desempenho obtido pelos sujeitos do grupo Experimental (Figura 17), de modo geral,
foi uniforme, oscilando entre indice um e trés para LO. Individualmente, os sujeitos que
evidenciaram o processo de condicionamento do estimulo LO como refor¢ador condicionado
foram os 2, 4, 6, 7, 8, 9 e 10. O sujeito 3 apresentou aumento das taxas de resposta na barra
Tone (indice superior a um), enquanto que o sujeito 5 apresentou redugdo das taxas respostas
para o estimulo LO (indice menor que 1) e manuten¢do da taxa de respostas na barra Tone
(indice igual a 1), ndo demonstrando terem aprendido LO como um refor¢ador condicionado.
O sujeito 1 apresentou responder indiferenciado frente a LO e Tone, também nao demonstrando

aprendizagem.
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Figura 18

Experimento 4 - Indice de eficicia dos estimulos LO e Tone no grupo Controle.
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Os sujeitos do grupo Controle, por outro lado, apresentaram quase de forma unanime o
processo de condicionamento do estimulo LO como refor¢ador, 9 dos 10 sujeitos presentes
neste grupo apresentaram indices de eficacia superiores a 1, representando 90% da amostra. A
unica excecdo foi o sujeito 2, que apresentou um aumento da taxa de resposta de forma
indiferenciada para os estimulos LO e Tone na etapa de teste em comparagdo com a etapa de

linha de base (Figura 18).

50



Figura 19

Experimento 4 — Indice médio de eficdcia dos estimulos LO e Tone.
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Legenda: **** P <(,001.

A ANOVA de duas vias referente ao indice de eficacia obtido a partir do desempenho
dos animais dos grupos Experimental e Controle (Figura 19) no experimento 4, indicou efeito
significativo no fator principal de barra [F (1, 18) = 23,97, P = 0,0001], ndo sendo observado
efeito significativo no fator principal de tratamento [F (1, 18) = 1,500, P =0,2365]. Embora nao
tenha sido observado efeito significativo simultaneo em ambos os fatores, foi indicado pelo
tratamento estatistico a interagdo entre os fatores de barra e tratamento [F (1, 18) = 8,518, P =
0,009]. A analise de comparagdes multiplas de Sidak indicou efeito significativo na comparagao
do indice de eficacia ente as barras de LO e Tone apenas referente ao grupo Controle (P <
0,0001). Nesse contexto de analise, a aplicacdo de Cetamina 24 horas antes da sessao de teste

parece ter influenciado o desempenho dos animais nesse experimento reduzindo a eficacia de
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LO como refor¢ador condicionado. Embora tenha sido observado este impacto, ainda pode ser
observado o aumento das taxas de respostas de pressao a barra em LO quando comparados linha
de base e teste sendo representado pelo indice superior a 1, indicando a ocorréncia do processo
de condicionamento.

Discussao experimento 4.

Os resultados obtidos neste experimento indicam que a Cetamina parece exercer um
papel inibidor na eficacia de refor¢adores condicionados previamente aprendidos. A ANOVA
de duas vias apresentou um efeito principal de barra [F (1, 18) =23,97, P =0,0001] e a interagao
entre esses fatores [F (1, 18) = 8,518, P =0,009], indicando que os animais de ambos 0s grupos
apresentaram, de forma geral, respostas em frequéncia distinta entre as barras LO e Tone. A
interagdo entre estes fatores pode ser interpretada que ambos os grupos apresentaram um padrao
similar de comportamento. O teste de comparagdes multiplas de Sidak indicou que o
procedimento de condicionamento respondente teve impactos significativos apenas para o
grupo Controle, permitindo a conclusdo de que neste delineamento Experimental a Cetamina
parece ter exercido efeitos deletérios sobre a eficacia de refor¢adores condicionados ja
aprendidos.

Individualmente, no grupo Controle, observa-se um alto nimero (90% da amostra) de
sujeitos que formaram refor¢adores condicionados com sucesso, sendo que 40% da amostra
apresentou o que foi considerado como um condicionamento “ideal” em que hé a reducdo das
taxas de respostas na barra Tone simultdneo ao aumento das respostas na barra LO. Seguido
por estes sujeitos, 20% da amostra ficou muito proxima deste desempenho e os demais 30%
que embora tenham apresentado um aumento especifico das taxas de respostas em LO, também
apresentaram, em menor intensidade, aumento para Tone.

Ao analisar o desempenho individual dos sujeitos do grupo Experimental, em

contrapartida, foi observado que a Cetamina exerceu o papel de reduzir a eficacia do LO
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enquanto reforgador condicionado sem, no entanto, inibi-lo completamente. De modo geral,
pode ser observado processo de condicionamento para 70% da amostra, no entanto ¢ notado
que os sujeitos deste grupo apresentaram indices ndo s6 mais uniformes, como também menos
discrepantes entre LO e Tone quando comparados com o grupo Controle, como apresentado
pela figura 16 e 19. Analisando a efetividade do processo de condicionamento € visto um
processo de condicionamento “ideal” para 40% da amostra, da mesma forma que para o grupo
Controle, entretanto este efeito mostrou-se mais sutil. O restante da amostra que evidenciou
aprendizagem de reforcadores condicionados (30%) também apresentou aumento da taxa de
resposta em Tone.

Estes dados apontam para a Cetamina exercer um efeito inibitorio persistente e seletivo
sobre refor¢cadores condicionados previamente aprendidos. Estes dados indicam que este efeito
ocorreu de forma especifica para o estimulo LO, uma vez que ndo foi observado um efeito
semelhante em Tone, levantando a hipotese que os efeitos tardios provocados pela aplicagdo da
Cetamina possam atuar de forma especifica na eficacia de refor¢adores condicionados

previamente aprendidos.
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Resultados gerais

Tabela 2

Relagdo entre numero de animais condicionados x Efeitos estatisticos significativos

N° de animais Efeitos principais Teste Post Hoc

Expe . . .. . . . .
p condicionados significativo significativo

rime
nto Experimental Controle

Experime

ntal Controle

Barra Marginal
1 4/10 8/10 F (1, 18)=4,030 *g* - -

P =0,0599
Barra Significa
2 5/9% 4/10 F(1,17)=7,538 & -

DU
P =0,0138 Vo™ p _ 0,015

Barra Marginal
3 6/10 7/10 F(1,18)=4,182 e - -
P =0,0558
Barra
F(1,18)=23,97
P =0,0001
Interacao Significa P
4 7110 9110 Barra x tivo** i <
Tratamento 0,0
F(1,18)=8,518, P 00
= 0,009 1
Legenda: * Outlier desconsiderado nesta tabela. ** Indica se o efeito foi marginal (P proximo

de 0,05) ou significativo (P < 0,05).

A Tabela 2 sintetiza os dados dos 4 experimentos, apenas referentes aos efeitos estatisticos
marginalmente significativos e significativos. Em sintese, no experimento 1 foi observado um
efeito marginalmente significativo referente ao fator principal de barra [F (1, 18) = 4,030, P =
0,0599]. No experimento 2, pode ser observado um efeito no fator principal de barra
significativo [F (1, 17) = 7,538, P = 0,0138], bem como o teste post hoc significativo para o
grupo experimental (P = 0,015). No experimento 3, assim como no experimento 1, observa-se
um efeito marginalmente significativo [F (1, 18) =4,182, P =0,0558]. Por fim no experimento
4, houve um efeito no fator principal de barra [F (1, 18) =23,97, P=10,0001] e a interagdo entre
os fatores de barra e tratamento [F (1, 18) = 8,518, P =0,009]. O fest post hoc neste experimento
indicou um efeito significativo para o grupo controle (P <0,0001). A sintese aqui presente nesta

tabela sera discutida na proxima sessao.
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DISCUSSAO FINAL

Os dados coletados e analisados neste trabalho permitem algumas inferéncias gerais
sobre os impactos da Cetamina sobre o processo de condicionamento respondente. A tabela 2
sintetiza os dados referentes aos experimentos aqui realizados. A partir do experimento 1, tem-
se que Cetamina ndo parece ter exercido impacto significativo durante o processo de
condicionamento. No entanto, pode ser observado um efeito estatistico marginalmente
significativo para o fator principal de Barra neste experimento [F (1, 18) = 4,030, P = 0,0599]
(Tabela 2), este dado abre margem para replicagdo deste estudo alterando varidveis que podem
ter comprometido a aprendizagem destes animais, como momento de aplicagdo do farmaco,
dosagem ou regime de privagao, por exemplo.

Dessa maneira, poderia se excluir a hipdtese da influéncia do stress devido a aplicagao
do farmaco/veiculo salino. No caso da alteracdo da dosagem, se clarificaria o efeito dose-
dependente do farmaco sobre o processo de condicionamento, dado que ¢ observado o uso de
diferentes dosagens na literatura, sendo que dosagens mais altas produzem efeitos distintos de
menores dosagens (Autry et al., 2011; Engin et al., 2009; Maeng et al., 2008; Zanos et al., 2015,
2016). Ja o regime de privacdo embora ndo tenha impactado individualmente de forma
significativa ¢ uma variavel que pode ter influenciado em uma maior agitagdo dos animais de
modo geral (File & Day, 1972). Este padrdo de comportamento impacta diretamente sobre o
desempenho dos animais na tarefa exigida em todos os experimentos, podendo levar a um
responder mais inespecifico, ndo s6 em fun¢ao da etapa de teste ocorrer ao final do experimento,
como também por esta etapa ocorrer em contingéncia de extingdo. Logo, uma privagcdo mais

restritiva levaria os animais a apresentarem alta frequéncia de comportamentos exploratdrios
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por comida, assim como uma privagdo mais branda poderia dificultar o processo de
condicionamento.

No que se refere a modulacao da eficécia refor¢adora de reforcadores condicionados ja
aprendidos, investigados no experimento 2, parece que a Cetamina exerceu um papel positivo.
Todavia a razdo deste efeito ndo ficou totalmente clara, existindo abertura para multiplas
interpretacdes deste resultado. Primeiramente, este dado pode indicar que a Cetamina teria um
efeito de intensificar a eficacia do estimulo LO como um refor¢ador condicionado, um efeito
analogo ao observado por agonistas dopaminérgicos (Beninger et al., 1989; Phillips & Fibiger,
1990; Smith et al., 1997). Outra interpretagdo possivel para o fendmeno observado ¢ de que este
farmaco poderia exercer um efeito ansiolitico nos animais (Papp et al., 2017) , dado que o
estresse da imobilizacdo e aplicacdo do farmaco e veiculo salino podem ter influenciado o
desempenho dos animais durante as sessdes de teste. Isto foi observado pela andlise post hoc,
que indicou um efeito especifico para o grupo experimental em confluéncia com a observagao
de que neste experimento foi observado o menor numero de animais no grupo controle
condicionados (Tabela 2). Em sintese, estes dois experimentos parecem indicar que o bloqueio
de receptores NMDA promovidos pela acdo da Cetamina de forma aguda ndo influenciam de
forma significativa a aprendizagem de refor¢adores condicionados, mas parecem impactar
positivamente na eficacia reforcadores condicionados ja aprendidos.

Uma possivel leitura do que pode ter acontecido em nivel neurofisiologico ¢ que o
bloqueio parcial dos receptores NMDA promovidos pela Cetamina pode ter facilitado a
comunicagdo da circuitaria glutamatérgica por meio da inibi¢do de interneurdnios inibitdrios
(Aleksandrova & Phillips, 2021). Este processo de desinibicdo, por sua vez, pode ter resultado em
uma maior secre¢do de glutamato por neurdnios piramidais glutamatérgicos em diferentes
regides do SNC (Aleksandrova & Phillips, 2021). Segundo modelo discutido neste trabalho (Galaj

& Ranaldi, 2021; Ranaldi et al., 2011), na regido do VTA, a maior concentragdo de glutamato pode
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ter facilitado a ativacdo de neurdnios dopaminérgicos implicados na sinalizacdo do reforgo.
Considerando que o processo plastico de aumento da concentragdo de receptores AMPA ja teria
ocorrido devido ao processo de condicionamento (Galaj & Ranaldi, 2021), haveria fortalecimento
da conexao entre a circuitaria glutamatérgica implicada na sinaliza¢do associada ao estimulo de
LO e a circuitaria dopaminérgica na regido. A Cetamina presente no organismo pode ter
intensificado essa via de sinalizagdo por meio da desinibi¢do dessa circuitaria, tornando LO
mais eficaz na selecdo das respostas contingente a sua apresentagdo devido a maior atividade
dopaminérgica, explicando os resultados obtidos pelo experimento 2. Em adi¢@o a essa leitura
um efeito paralelo a este descrito ¢ da Cetamina ter exercido uma a¢do analoga a de estimulante
devido a sua afinidade a receptores D2(Kapur & Seeman, 2001), o que poderia explicar a
potencializacdo de refor¢adores condicionados(Beninger et al., 1989; Phillips & Fibiger, 1990;
Smith et al., 1997) .

Os experimentos 3 e 4 contribuem na compreensao dos efeitos tardios promovidos pela
Cetamina na medida em que pode ser observado um efeito significativo sobre os impactos desse
farmaco em reforgadores ja aprendidos, como observado no experimento 4. No que tange o
terceiro experimento, a Cetamina ndo parece ter exercido influéncia significativa na
aprendizagem de reforcadores condicionados. Um ponto importante que poderia explicar este
dado seria a escolha de aplicagdo da Cetamina 24 horas antes das sessdes de condicionamento,
de acordo com Wu, Savalia ¢ Kwan (2021) a Cetamina exerce a maior parte de seu efeito
plastico entre 2 e 12 horas apds sua aplicagdo.

O experimento 4, por sua vez, indicou que Cetamina reduziu a eficacia de refor¢adores
condicionados previamente aprendidos. Embora Wickham et al. (2015) tenha analisado
fendmeno semelhante ao aplicar AP-5 na regido do VTA imediatamente antes do teste de
condicionamento, ou seja, observado este efeito enquanto os receptores NMDA estavam sob

acdo de seu antagonista, os resultados aqui parecem indicar que o efeito do bloqueio desses
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receptores promove a atenuacgdo de reforcadores condicionados a longo prazo. Uma possivel
interpretacdo para o fendmeno aqui observado baseado na constatacdo de Wu et al. (2021)
referente a uma janela critica na ocorréncia de processos plasticos, pode ser que os efeitos
plasticos promovidos pela aplicagdo da Cetamina apos a quarta sessdo de condicionamento
podem ter provocado alteragdo nesta circuitaria de modo a atenuar o processo de
condicionamento devido a uma restruturacdo dessas circuitarias tendo em vista a recente
aprendizagem.

O estudo aqui realizado possuiu algumas limitagdes importantes que ou podem ter
influenciado nos dados aqui obtidos ou impactam em possiveis generalizagdes a partir do que
foi discutido. Em primeiro, lugar tem-se que este procedimento propositalmente se constitui
enquanto um delineamento experimental da andlise da eficacia de reforcadores condicionados
de forma mais sutil, o que implica em um processo de condicionamento respondente menos
intenso. Esta escolha foi utilizada devido a maior sensibilidade a possiveis variaveis que possam
atuar neste processo, no entanto, também o torna mais sensivel a varidveis espurias.

Uma das variaveis que podem ter exercido uma influéncia significativa nos dados
obtidos foi o regime de privacdo adotado, pois os animais consumiram quantidades diferentes
de alimento e foi necessario corrigir o tempo de exposi¢ao ao alimento em sessdes especificas
ao se constatar perda de peso de alguns dos sujeitos por duas sessdes consecutivas. Este fato,
pode ter ocasionado em uma maior frequéncia de comportamentos exploratérios (File & Day,
1972) resultando em uma distribui¢ao de respostas entre LO e Tone de forma mais inespecifica.
Embora este possa ter sido um fator de influéncia nos resultados seria considerado um fator de
influéncia geral para todos os sujeitos, dado que apenas um outlier foi encontrado neste
experimento.

No experimento 4 foi observado um padrdo comportamental que se diferenciou dos

dados obtidos referentes ao desempenho dos grupos Controles nos demais experimentos. Essa
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diferenca foi observada de forma visual, uma vez em que nao foram realizadas analises estaticas
entre experimentos neste estudo. E importante ressaltar que durante o procedimento de coleta,
foram executados os experimentos 1 e 2 inicialmente, e depois o 3 e 4 simultaneamente, de
modo que a influéncia de variaveis especificas atuando sobre os animais do experimento 4 sao
dificeis de serem levantadas.

Outra importante limitacdo a ser considerada foi o uso de diferentes medicamentos neste
experimento (Cetamin® e Dopalen®) embora ambos sejam a mesma mistura racémica da
Cetamina, foi observado que os sujeitos tratados com Cetamin® apresentaram sinais
comportamentais de aumento de atividade motora associados com a perda de coordenacao
motora, caracteristicos do efeito sedativos. Essa diferenca traz importantes ressalvas quanto a
qualidade do farmaco Dopalen® e seu impacto nos dados aqui obtidos, sendo indicada
utiliza¢do de produtos de farmacéuticas alternativas.

Em conclusdo, embora os dados encontrados neste estudo refutem todas as hipoteses
levantadas no inicio desta dissertacdo, pode ser observado que a cetamina de alguma forma
mostrou-se como importante moduladora dos processos de refor¢o. Por conseguinte, a
realizagdo de mais estudos que de proponham a avaliar, descrever e caracterizar estes impactos
a nivel comportamental e neurofisioldgicos tornam-se cada vez mais oportunos para uma
melhor compreensao, ndo s6 dos mecanismos neurofisiologicos do refor¢o, mas também do seu
papel como um antidepressivo. Os resultados aqui indicam que para além de uma possivel
modulacdo da sensibilidade dos sujeitos ao refor¢o, neste contexto condicionado, a Cetamina
parece exercer um efeito distinto a depender do intervalo de aplicacdo em animais sadios. Este
ponto ¢ relevante de ser ressaltado, na medida em que os procedimentos experimentais aqui
consultados se referem a organismos submetidos a algum protocolo de estresse e/ou interveng¢ao
farmacoldgica que mimetiza um quadro sintomatoldgico patologico (Autry et al., 2011; Duman

et al., 2012; Engin et al., 2009; Koike et al., 2011; Li et al., 2010, 2011; Maeng et al., 2008;
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Papp etal., 2017; Popik et al., 2008; Viana et al., 2021; Zanos et al., 2015, 2016). Logo, observar
estes efeitos em animais sadios abre margem para um novo campo de exploracdo na mesma
medida em que nos ajuda a interpretar os dados aqui apresentados. Por se tratar de individuos
sadios, os processos plasticos promovidos pela Cetamina, bem como seu efeito imediato, sdo
circunscritos a um contexto distinto do observado em sujeitos submetidos ao protocolo de
estresse. Este fator em adi¢do aos pontos aqui previamente apontados e discutidos, como
delineamento experimental adotado, dosagem do fdrmaco, tempo de aplicacdo pré experimento

e regime de privacgao, podem ser variaveis importantes nos dados aqui observados.

Proposta para estudos futuros

A partir dos dados aqui apresentados e literatura discutida seria de grande contribuigdo
para uma mais profunda compreensdo dos efeitos comportamentais promovidas pela Cetamina
a execucao de novos estudos que repliquem este experimento para producao de um corpo mais
robustos dos achados aqui realizados. Para além da replicacdo destes experimentos, uma
importante lacuna que permaneceu neste estudo foi a influéncia de diferentes dosagens da
Cetamina neste processo de aprendizagem de modo a ser possivel uma descri¢ao dos impactos
deste farmaco de forma dose-dependente utilizando as dosagens mais comuns usadas na
literatura (0,5 a 10 mg/kg). Para além do efeito dose-dependente, um importante complemento
seria a realizacdo do procedimento de condicionamento em diferentes momentos da janela de
plasticidade promovida pela Cetamina como apontado por Wu et al. (2021). Elucidando os
aspectos principais da agdo deste farmaco em curto e médio prazo.

Este estudo também abriu possiveis janelas para estudos que adaptem este delineamento
experimental alterando o tempo/intensidade do processo de condicionamento e a resisténcia a
extingdo respondente do reforcador condicionado. Como apontado por Tomanari (2000),

analisar a resisténcia a extingdo pode ser um dos recursos para se avaliar o quao consolidado
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um refor¢o condicionado esta a partir da histéria de condicionamento do organismo. Tendo em
vista que este experimento foi especialmente desenhado para produzir um processo de
condicionamento sutil, garantindo maior sensibilidade a variaveis, concomitantemente a sendo
mais resistente a extingdo por meio de um procedimento de condicionamento intermitente da
segunda quarta sessdo experimental (Knott & Clayton, 1966; Lilliquist et al., 1999). Seria
interessante compreender se a cetamina modularia a resiliéncia de refor¢adores condicionados,
até mesmo pensando em seu efeito antidepressivo. Por fim, outra linha de estudos que poderia
ser estabelecida para o preenchimento de possiveis lacunas deixadas por este estudo seria a
hipdtese de que os resultados obtidos pelo experimento 2 se deu em fungdo a um possivel efeito
ansiolitico promovido por este farmaco. De modo que a utiliza¢do de 3 grupos em que se aplica

cetamina, um farmaco ansiolitico e um controle, poderia elucidar esta questao.
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ANEXOS
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