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RESUMO

INCROCCI, RM. Anélise dos efeitos da modulacdo GLU cortical sobre a expressao da
resposta eletrofisioldgica eliciada em ratos tratados com KET e testados em um modelo
de condicionamento contextual 2022. 108f. Tese (Doutorado em Psicobiologia) —
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo,
Ribeirdo Preto, 2022.

A cetamina (KET) é um antagonista ndo competitivo dos receptores de glutamato
(GLU) do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA). Atua também com menor eficacia nos
sistemas GABAeérgico e dopaminérgico (DA), dentre outros. Dai resultam seus efeitos
estimulantes, hipnéticos, analgésicos e sua capacidade de alterar os estados de consciéncia.
Estes efeitos, que limitam sua utilidade clinica, a transformaram em droga recreativa. Seu
uso cronico pode levar ao aparecimento de atividade encefalica anormal, acentuar estados
psicéticos e alterar os potenciais eletrofisioldgicos, incluindo os auditivos (PEAS). Seus
efeitos dissociativos se originam possivelmente pela facilitacdo da sobrecarga sensorial
resultante da reducdo do controle inibitério top-down cortical sobre os sistemas bottom-up
subcorticais e mesencefalicos. Neste trabalho, visamos investigar a influéncia do contexto
na expressdo da resposta eletrofisiolégica eliciada no cortex auditivo primario de animais
tratados com diferentes doses de KET, assim como a possivel modulacdo de mecanismos
GLU dessa estrutura sobre esta resposta, utilizando um modelo de condicionamento ao
contexto. Para isso foram utilizados o agonista de receptores de glutamato NMDA (N-metil-
D-Aspartato), e 0 antagonista destes mesmos DL-AP7 (dl-2-Amino-7-phosphonoheptanoic
acid), administrados diretamente no cértex auditivo primario. Os dados coletados mostram
que os PEAs corticais sdo alterados em processos de condicionamento nos quais pistas
ambientais sdo associadas aos efeitos de KET em dose anestésica. Esta potencializagéo,
observada em individuos testados na auséncia dos efeitos da droga, parece refletir uma
quebra homeostatica no padrao eletrofisioldgico desta regido, provavelmente relacionada a
expressdo de tolerancia condicionada ao contexto. A esta alteracdo estdo subjacentes
mudancas na neurotransmissao glutamatérgica, ja que a administracdo de NMDA restaura a
amplitude dos potenciais de campo aos seus niveis basais. Esta proposicao é reforcada pelos
efeitos encontrados apos a administracdo do antagonista de receptores NMDA AP7, que
resulta num aumento pronunciado na resposta eletrofisiolégica do CA, de forma similar
aquela observada nos animais condicionados com KET na dose de 80 mg/kg e testados
durante a abstinéncia.

Palavras-Chave: Cetamina, Condicionamento contextual, Cdrtex auditivo primario,

Glutamato, NMDA, Tolerancia contextual.
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ABSTRACT

INCROCCI, RM. The effects of cortical GLU modulation on the expression of
electrophysiological responses elicited in rats given KET assessed in a contextual
conditioning model 2022.108f. Tese (Doutorado em Psicobiologia) — Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeiréo Preto,
2022,

Ketamine (KET) is a non-competitive antagonist at the N-methyl-D-aspartate
(NMDA) glutamate receptors (GLU), acting less effectively in the GABAergic and
Dopaminergic (AD) systems, among others. This results in its stimulating, hypnotic,
analgesic, and consciousness-altering properties. Because of these side effects, which limit
its clinical utility, it has become a recreational drug. Chronic KET abuse can result in
aberrant brain activity, aggravating psychotic episodes and altering electrophysiological
parameters, particularly auditory potentials (APs). In fact, the facilitation of sensory
overload caused by the decrease of cortical top-down inhibitory control over the subcortical
and mesencephalic bottom-up systems may be the source of KET's dissociative effects.
Using a contextual conditioning model, the current study aims to investigate the influence
of environmental cues on the expression of auditory-evoked potentials elicited in the primary
auditory cortex of animals treated with a low and a high dose of KET, as well as the possible
modulation of glutamatergic mechanisms of this structure on this response. For this purpose,
the NMDA glutamate receptor agonist (NMDA - N-methyl-D-Aspartate) and antagonist
(DL-AP7 - dI-2-Amino-7-phosphonoheptanoic acid) were delivered directly to the primary
auditory cortex. The results show that cortical AEPs are altered during conditioning in which
environmental signals are associated with KET effects in anesthetic dosage. This
potentiation, observed in subjects evaluated in the absence of drug effects, appears to reflect
a homeostatic break in the electrophysiological pattern of this region, which is most likely
related to the expression of context-conditioned tolerance. Changes in glutamatergic
neurotransmission appear to be at the root of this alteration, as local CA NMDA
administration restore field potential amplitudes to baseline values. This hypothesis is
supported by the effects obtained after administration of the NMDA receptor antagonist
AP7, which resulted in a significant increase in the electrophysiological response of CA
neurons, similar to that observed in rats conditioned with a high dose of KET and assessed
during drug withdrawal.

Keywords: Ketamine, Contextual conditioning, Primary auditory cortex, Glutamate,
NMDA, Contextual Tolerance.
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LISTA DE ABREVIATURAS

pl - microlitro

MV - milivolts

AMPA - Acido-amino-3-hidroxi-5 metil-isoxazol
ANOVA - Andlise de variancia

CA - Cortex Auditivo primério

CA3 - subdivisdo do Hipocampo

CAL - subdivisdo do Hipocampo

CEUA - comissdo de ética no uso de animais
CGM - Corpo Geniculado Medial do Talamo
ClI - Coliculo Inferior

cm - centimetros

CONCEA - Conselho Nacional de controle de experimentagédo
animal

Crt - animal controle

CS- -

CS+

DA - neurotransmissor dopaminérgico

dB - decibéis

DP - Desvio Padréo

EEG -eletroencefalograma

EPM - erro padrdo da média

FDA - Food Drug Administration

GLU - Glutamato

Hz - H hertz

iGIUR - receptores Glutamatérgicos ionotropico
IL - Cértex Infralimbico

im - intramuscular

KA - cainato

KET - Cetamina

KET10 - Cetamina 10 mg/kg

KET80 - Cetamina 80 mg/kg

Kg - quilogramas

MEG - magnetoencefagrafia

mg - miligrama

mMGIUR - receptores Glutamatérgicos Metabotropicos
ml - mililitros

N1 - negativo 1

NA - Noradrenérgica

NMDA - N-metil-D-aspartato

P1 - positivo 1

PBS - cloreto de sédio

PCP - Fenciclidina



PEA - Potencial Evocado Auditivo
PrL - Cortex Pré Limbico

SC - subcutanea

SNC - Sistema Nervoso Central
SPL - sound pressure level

TL - Talamo

W - watts
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1. INTRODUCAO
1.1. Cetamina

Nos anos 50, a busca de um anestésico ideal que causasse interrupcdo do estimulo
doloroso e baixasse o nivel da consciéncia de maneira eficaz fez com que a industria
farmacéutica desenvolvesse agentes como o CI-395 (N-1-fenil-ciclohexil-piperidina [PCP]
cloridrato, ou fenciclidina) e o CI-400 (N-etil-1-fenil-ciclohexamina cloridrato) (Sassano et
al. 2016). Embora apresentasse efeito analgesico, sem efeitos secundarios sobre o sistema
respiratorio e cardiovascular, mostrando-se confiavel para o uso em humanos (Greifenstein
et al. 1958, Meyer et al. 1959), a fenciclidina (PCP) causou também efeitos claramente
indesejaveis como, por exemplo, alucinacgdes, delirios intensos e prolongados, quadros
agudos de psicose, incluindo privacdo sensorial, durante a recuperacdo (Domino et al. 2012).
Apds diversos relatos sobre estes efeitos colaterais extremamente indesejaveis no contexto
pos cirargico, o PCP tornou-se ndo qualificavel para utilizacdo clinica. Porém, foi justamente
estes efeitos colaterais que fizeram que este composto fosse procurado e utilizado como
droga recreativa por jovens, caracterizando um padrdo de uso. Afim de conter seu uso
indiscriminado, o PCP teve sua comercializacdo e producao proibida no final dos anos 70
(Lankenau & Clatts, 2005; Degenhardt & Dunn, 2008).

Na continuacdo da busca por um anestésico com propriedades ideais, as pesquisas
foram entdo direcionadas a sintetizacdo de uma substancia analoga a fenciclidina que
apresentasse 0 mesmo potencial anestésico, porém com efeitos psiquicos menores. Foi entdo
que em 1962 o laboratério de Quimica Orgéanica da Wayne State University - EUA, em
colaboragcdo com a companhia farmacéutica Parke Davis - sintetizou o composto CI-581 ou
Cloridrato de Cetamina (KET) (Figura 1), pelo quimico norte-americano Calvin Stevens
(Domino, 2010). Sendo um andalogo estrutural da fenciclidina e apresentando um décimo de
sua poténcia, a KET foi selecionada para testes em humanos, sendo amplamente empregada
como anestésico no campo de batalha pelo exército dos EUA durante a Guerra do Vietna.
Em 1965, foram publicados, pela Universidade de Michigan, os resultados dos primeiros
estudos clinicos da KET, os quais demonstravam que a utilizacdo deste composto em
humanos era segura e eficaz, considerando suas propriedades anestésicas (Domino et al.,
1965). De fato, em comparacdo com a fenciclidina, os efeitos colaterais da KET mostraram-
se menos intensos, além de ndo serem observados quadros de delirio severo (Corssen and

Domino, 1966).
14
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Figura 1. Férmulas estruturais da KET e da fenciclidina (Corssen and Domino, 1966).

1.2. Utilizacao clinica

Atualmente a KET é o anestésico mais utilizado na medicina veterinaria e um dos mais
empregados na anestesia clinica, principalmente por promover sedacao e analgesia eficazes,
mantendo a estabilidade dos sistemas respiratorios e cardiovascular (Gao et al. 2016). As
vias de administracdo intravenosa e intramuscular sdo comumente utilizadas para promover
anestesia pediatrica, especialmente em pacientes com alguma limitacdo cardiaca ou
respiratoria (Gao et al. 2016). Em cirurgias a KET é normalmente associada com
benzodiazepinicos, o que pode reduzir os efeitos adversos do anestésico (Orhurhu et al.
2021). Apesar do sucesso clinico e ampla utilizacdo anestésica, sobretudo em campo de
guerra do Vietnd, os efeitos psicomiméticos foram surgindo em relatos de pacientes pds
cirrgicos dentre os quais sonhos vividos, experiéncia extracorporea, alucinacdes, e
alteracdes da percepcdo de tempo e espaco (Kelly,1999). Assim como a PCP, a KET também
comecou a ser amplamente procurada para uso recreativo, na busca de efeitos como euforia,
estado onirico de intoxicacdo, distor¢Bes sensoriais, leves alucinacdes, empatia e experiéncia
extracorpdrea. Entre os usudrios recreativos a KET ¢é referida como “Special K”, “Vitamina
K’ ou simplesmente “K” (Dillon et al., 2003).

O seu uso como droga recreativa foi popularizado no ano de 1978 com a publicagéo do
livro "The Scientist™, escrito por John Lilly, no qual o autor descreve de forma detalhada as
experiéncias sensoriais vivenciadas com diferentes doses de KET (Kelly, 1999). Por
conseguinte, as consequéncias de seu uso abusivo, particularmente em individuos que a
utilizavam de forma cronica, foram intensificadas, ocasionando danos fisicos e dependéncia

(Morgan and Curran 2012). Devido ao aumento do uso recreativo, e da preocupagdo com as
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consequéncias deste consumo, a KET foi incluida na categoria de droga de abuso pela DEA
em 1999.

O uso continuado de KET pode resultar no surgimento de cistite ulcerativa (Shahani et
al. 2007), dor abdominal intensa (Muetzelfeldt et al. 2008), depressdao (Morgan and
Muetzelfeldt, 2010) e psicose (Krystal et al. 2010), além de danos cognitivos (Morgan and
Curran, 2006) e alteragdes neuroldgicas (Liao et al. 2011). Assim como qualquer outra droga
de abuso, o uso continuado de KET pode levar a tolerancia ou sensibilizacdo. Enquanto a
tolerancia € a diminuicdo do efeito desejado pela administragdo repetida da droga, a
sensibilizacdo é o seu oposto, ou seja, 0 aumento do efeito da substancia obtido pelo seu uso
repetido. Como exemplo, a tolerancia aos efeitos sedativos da KET ja é conhecida (Tobias,
2000).

Em animais de laboratorio, a administracdo de KET, em dose subanestésica, induz o
surgimento de sintomas diversos como perturbacdes sensorio-motoras (Mansbach and
Geyer, 1991), déficits de memoria (Imre et al. 2006, Kos et al. 2006), hipermotilidade
(Carlsson, 1993), e estereotipia e ataxia (Tricklebank et al. 1989). Apesar de destituida dos
potentes efeitos dislépticos da PCP, a KET também é capaz de alterar a consciéncia e induzir
sintomas de esquizofrenia, tanto positivos quanto negativos, como alucinages e reducéo da
atividade motora. De fato, a KET apresenta a capacidade de acentuar o estado psicético de
pacientes esquizofrénicos e de provocar sintomas de esquizofrenia em individuos saudaveis
(Lahti et al. 1995), por esta razdo, a KET vem sendo utilizada, rotineiramente, como um

modelo experimental de esquizofrenia (Geyer, 1998).

1.3. Cetamina: mecanismo de acao

O mecanismo de acdo da KET é bastante complexo, atuando principalmente como
um antagonista ndo competitivo dos receptores de glutamato (GLU) do tipo N-metil-D-
aspartato (NMDA). Este antagonismo, associado & sua acdo sobre a neurotransmissdo
GABAérgica (Morgan and Curran 2012), é o principal responsavel por seus efeitos
analgesico e amnésico, assim como suas por propriedades psicomiméticas (Lahti et al. 1995,
Malhortra et al. 1997). A KET age ainda, embora com diferente eficacia, no bloqueio dos
receptores muscarinicos e na liberacdo de dopamina (DA) (Rabiner 2007). Atua também
como fraco agonista de receptores opioides pu (Oye et al. 2007), efeito mais observados com

a utilizacdo de sua forma racémica (S(+)-KET) do que com seu isdbmero R(-), e esta agédo
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parece ndo estar subjacente a seus efeitos analgésicos j& que ndo é blogueada por naloxona
(Hustveit et al. 1995). Além disso, como outros agentes anestésicos, a KET aumenta a
condutancia de cloro mediada por GABA no complexo do receptor GABAA (Miler 2002).
Ja sua acdo sobre 0s sistemas monoaminérgicos sao mais intensos, pois além de acentuar a
neurotransmissdo noradrenérgica (NA), também inibe a recaptacdo de catecolaminas
(Martin et al. 1982, Kohrs and Durieux 1998). Todas estas interacdes resultam nos seus
efeitos estimulantes, hipndticos e analgésicos, além de sua capacidade de alterar os estados
de consciéncia.

A producédo comercial da KET é realizada com a utilizac&o de uma mistura racémica
de dois isbmeros opticamente ativos (enantiomeros), o isdmero S(+) (levogiro) e o isdmero
R(-) (dextrogiro), associada dois conservantes, o cloreto de benzeténio e clorbutanol (Kohrs
& Durieux, 1988; Luft & Mendes, 2005). Estes isdbmeros possuem propriedades
farmacoldgicas e intensidades diferentes (Hustveit et al. 1995), sendo o isbmero S(+) trés
vezes mais potente como anestésico e como analgésico (White et al., 1985, Jaksch et al.,
2002). Com relacdo a afinidade, este isbmero € mais seletivo do que o isbmero R(-),
apresentando quase cinco vezes mais afinidade para os receptores do tipo NMDA (Hustveit
et al. 1995). Quando h& separacao dos isdbmeros, a poténcia da KET é consideravelmente
maior do que a mistura racémica, porém o custo da separacdo é alto, por isso, a KET é
comercializada desta forma (Kohrs & Durieux, 1988; Luft & Mendes, 2005).

A biodisponibilidade da KET por via oral é de apenas 16% devido ao acentuado
metabolismo de primeira passagem, o que pode explicar o porqué desta droga ndo ser
comumente utilizada como estimulo reforgador por esta via de administracdo. Por outro lado,
a biodisponibilidade por via intramuscular, sublingual, aérea ou endovenosa € notavelmente

maior, alcancando nesta ultima até 99% (Potter and Choudhury 2014).

1.4. Cetamina: efeitos psicomiméticos

Dentre a gama dos efeitos resultantes da administracdo aguda de KET, assim como
de outros alucinogenos, afiguram sintomas de psicose, alteracdes do humor, distor¢des na
percepgdo do tempo, do self e do ambiente. A isto se associam experiéncias reforcadoras ou
aversivas, e sentimentos de desrealizacdo e despersonalizagdo (Krystal et al. 1994, Breier et
al. 1997, Malhortra et al. 1997, VVollenweider et al. 1997, Krystal et al. 2000, Micallef et al.

2002). Dessa forma, a KET tem sido proposta como uma ferramenta farmacolégica para o
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estudo clinico da funcéo do receptor NMDA, o que pode fornecer uma maneira de entender
o funcionamento deste receptor na modulagéo ou expressdo da psicose em seres humanos
(Garcia, 2007).

O uso de KET induz ou potencializa sintomas de psicose em pacientes previamente
diagnosticados (Krystal et al. 1994, Moghaddam and Krystal, 2012) e, fisicamente, pode
causar toxicidade neurolégica e periférica (Gable 2004, Morgan et al. 2010). Além de alterar
funcBGes comportamentais e cognitivas (Malhotra et al. 1997, Umbricht et al. 2000, Micaleff
et al. 2002), a KET apresenta a caracteristica de alterar 0s potenciais evocados
eletrofisioldgicos, incluindo os auditivos (PEAS), de forma similar aqueles observados em
pacientes esquizofrénicos (Maxwell et al. 2006). Todos estes fatores sugerem que a KET
degenera a personalidade coerente por facilitar a sobrecarga sensorial a partir do descontrole
homeostatico de processos relacionados ao controle da filtragem de estimulos sensoriais
relevantes (Mansbach and Geyer 1989, Sandner et al. 2002, Maxwell et al. 2006). De fato,
a KET apresenta a propriedade de alterar a reatividade de diversas areas encefélicas a uma
série de estimulos sensoriais incluindo os auditivos e, a despeito de ndo produzir exatamente
um bloqueio sensorial, este efeito € denominado de anestesia dissociativa (Domino et al.
1965).

1.5. O sistema auditivo

Apesar de extrema sua complexidade funcional, o sistema auditivo apresenta uma
estruturacdo de facil entendimento. Este se inicia a partir do oitavo par craniano, 0 nervo
vestibulo-coclear, ou simplesmente nervo auditivo. A partir dai as fibras sensoriais auditivas
ascendem e se ramificam em direcdo aos nucleos cocleares dorsal e ventral. Posteriormente,
do nucleo coclear ventral, estas fibras decussam e se direcionam para o complexo olivar
superior para depois ascender via lemnisco lateral (e seu ndcleo) junto com as fibras que
cruzam a partir do nacleo coclear dorsal, em direcdo ao coliculo inferior (Cl), ao corpo
geniculado medial do talamo (CGM) e ao cortex auditivo (CA) (Rubel and Fritzsch, 2002;
Pollak et al., 2003; Friedland, 2006).

Didaticamente, o processamento da informag&o auditiva pode ser descrito a partir de
trés etapas de identificagdo, interpretacdo, e integracdo do estimulo sonoro. A primeira se
inicia nos ndcleos cocleares e se direciona até o Cl, permitindo a percepcao das diferentes

dimensGes da mensagem sonora, como por exemplo, intensidade, frequéncia, duracéo e
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localizacdo. Na etapa seguinte, que envolve principalmente o Cl e o tadlamo (TL), é
adicionada a informacdo sonora a percepcdo mais complexa associando componentes de
alerta, como por exemplo, o quanto este som é aversivo. Por ultimo, ocorre a integragdo
entre as areas mesencefalicas e as corticais, que interpretam as informacdes recebidas de
forma mais ampla e geral (Feng, 1992; Wu et al., 2011); nesta etapa 0 processo de
memorizagdo é facilitado (Grosso et al., 2015).

Das areas mesencefalicas relacionadas ao processamento da informacao auditiva, o
Cl é uma das estruturas importantes (Malmierca 2004), apresentando aferéncias e eferéncias
excitatorias e inibitorias singulares (Malmierca 2004, Ito and Oliver, 2010, Ayala et al.
2016). No que diz respeito as aferéncias ao Cl, estas s&o em sua maioria compostas de
projecdes excitatorias GLU (Parks 2000, Malmierca 2004, Ayala et al. 2016). A localizacdo
dos sons e a inibicdo pré-pulso (IPP) do reflexo de sobressalto, considerada como um modelo
de filtro sensério-motor (Braff and Geyer 1990, Fendt et al. 2002, Lie and Yue 2002), €
fortemente modulada no CI (Lie and Yue, 2002), sendo detectada mesmo em ratos
descerebrados (Li and Frost 2000). Alteracbes em potenciais de campo relacionados a
percepcdo de estimulos atencionais (mismatch negativity) também dependem de
mecanismos auditivos coliculares (Patel et al. 2012). Prejuizos no funcionamento desses
mecanismos sdo frequentemente observados ap6s a administracdo sistémica ou local de
antagonistas de receptores NMDA (Furuya et al. 1999, Impey et al. 2017), incluindo a KET
(vanBerckel et al. 1998, Cilia et al. 2007, Rosburg and Kreitschamann-Andermahr, 2016).
Isto sugere que processos atencionais relacionados a percepcdo inconsciente da informacéo
auditiva sdo influenciados pela neurotransmissdao GLU neste nivel do mesencéfalo. Além
disso, os niveis de N-acetilaspartato, um marcador da funcéo e viabilidade neural (Ross and
Sachdev 2004), em pacientes esquizofrénicos mostraram-se reduzidos no ClI,
particularmente no Cl direito, e no TL (Martinez-Granados et al. 2008, Stone et al. 2014), o
que pode indicar leséo ou disfuncédo neural (Martinez-Granados et al. 2014).

Um dos efeitos principais da KET é o aumento persistente nos niveis de glutamato
cortical, o que torna as células mais excitaveis (Miller et al. 2016; Zhang et al. 2019). Esta
desinibicdo cortical parece resultar da supressdo de interneurénios GABAérgicos (Behrens
et al. 2007; Homayoun & Moghaddam, 2007; Schobel et al. 2013; Miller et al. 2016).
Curiosamente, em seres humanos, o processamento dos estimulos sensoriais auditivos no

cortex auditivo primario (Aul) parece ndo ser influenciado pela KET, o que sugere que a
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supressdao do processamento dessas informacdes deve ocorrer num nivel cortical mais

elevado de forma dissociativa (Schwender et al., 1993).

1.6. Cortex Auditivo Primario

A principal funcéo do sistema auditivo é transformar os diversos estimulos acusticos
em representacdes perceptuais que possam apresentar algum valor adaptativo aos individuos
das diversas espécies (Griffiths and Warren, 2004; Bizley and Cohen, 2013). Em primatas,
a percepcdo desses estimulos parece ser mediada por mecanismos neuronais localizados na
regido ventral do cértex auditivo (Romanski et al., 1999; Rauschecker and Tian, 2000;
Romanski and Averbeck, 2009), area para a qual aferem informacdes provenientes do Aul
(Christison-Lagay and Cohen, 2018).

O Aul éarea ocupa os dois ter¢cos mediais do giro temporal transverso — no giro de
Heschl, fazendo fronteira com as areas auditivas associativas e com o cortex auditivo
secundario, correspondendo as areas 41 e 42 de Brodmann (Morosan et al., 2001). As
proje¢des auditivas tdlamo-corticais, denominadas radiages auditivas, trafegam abaixo do
nacleo lenticular por meio da cépsula interna. O cortex auditivo tem uma citoarquitetura
formada por seis camadas (Miyashita, 2022). As projecdes aferentes vindas do TL terminam
nas camadas Il e IV. As projecdes corticocoliculares e corticotalamicas iniciam-se nas
camadas V e VI, e as camadas | e Il estdo envolvidas em conexdes internas, tanto ipsilateral

como contralateral, por intermédio do corpo caloso (Lu, 2014) (Figura 2).

layers 2/3
- Excitation
=@ Inhibition
* pre- mGIuR
e post-mGIuR

layer 4

.................... A pyramidal cell

auditory
thalamus

Figura 2. Mediacdo cortical por receptores metabotropicos de glutamato (mGIUuRS) no cortex
auditivo. Nas células piramidais na camada 2/3, os receptores mGIuRs pré-sinapticos
(possivelmente do grupo | e grupo Il) causam inibi¢do tanto nos inputs inibitorios quanto nos
excitatérios provenientes da camada 6. Receptores mGIuRs p6s-sindpticos do tipo | sdo ativados
por aferéncias provenientes do nicleo taldmico auditivo, mediando a despolarizacdo dos
neurénios moduladores, enquanto mGIuRs do tipo 2 promovem a inibi¢do (extraido de Lu, 2014)
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1.7. Cértex auditivo primario e a memoria auditiva

A capacidade de perceber estimulos requer o correto reconhecimento dos diversos
estimulos sensoriais, e da extracdo de informacdes relevantes sobre esses estimulos para a
memoria. Processos de memoria podem ser formados a partir da aprendizagem implicita da
relacdo entre estimulos sensoriais e eventos correlatos através de repeti¢fes sucessivas, 0
que requer a participacgdo ativa dos cortices sensoriais primarios (Bao et al., 2004; Maruyama
and Komali, 2018). Em um estudo no qual foram registradas as respostas neurais do cortex
auditivo que se desenvolvem de forma passiva através da exposicdo repetida a um estimulo
sonoro especifico de ratos anestesiados (Kang et al., 2021), foi observado que sinais neurais
distintos encontrados no CA desses animais sdo semelhantes aqueles identificados em estudo
de neuroimagem com pacientes humanos durante a fase REM do sono (Andrillon et al.,
2017). Corroborando estes achados, no intuito de compreender o envolvimento do CA na
memoria auditiva, Agus e colaboradores (2010) solicitaram aos participantes de um estudo
que tentassem reconhecer uma determinada sequéncia de sons repetidos dentro da sequéncia
de uma amostra aleatéria de tal forma que um estimulo sonoro especifico poderia ocorrer
ocasionalmente. Apesar de desconhecido por eles, os participantes demonstraram rapida
selecdo no processo de percepcdo do estimulo, e consequentemente rapida e robusta
memorizacgdo de caracteristicas aleatérias de sons complexos. Tal percepcao da recorréncia
de um som comparado em meio a sons aleatorios s&o confirmados em estudos que utilizaram
EEG (eletroencefalograma) e MEG (magnetoencefalografia) para a medicéo da atividade
cerebral (Luo et al., 2013; Andrillon et al., 2017). Curiosamente, 0 aumento da coeréncia
neural foi observado quando os participantes estavam na fase REM do sono (rapido
movimento dos olhos) ou no sono leve ndo REM durante a apresentagéo do som (Andrillon
et al., 2017), sugerindo que o aprendizado de novos estimulos sonoros pode ocorrer mesmo
quando a exposicdo é passiva.

Além disso, experimentos que utilizaram sons mais complexos e realisticos como
estimulo evidenciaram o envolvimento ativo do CA no aprendizado e na adaptagdo a sons
em curso ou na predicdo do estimulo, sugerindo que o CA exerce um papel da decodificacdo
do som, mas também na percepcao do contexto em que o estimulo acontece (Lu et al., 2018).

Os resultados acima ressaltam a importancia do CA no aprendizado passivo e
implicito. Este tipo de fendbmeno toma alcance no campo do uso e abuso de substancias na

medida em que os sintomas de abstinéncia de uma droga resultam do desenvolvimento de
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respostas reflexas aprendidas. Isto acontece quando os efeitos de determinada droga se
associam as caracteristicas do contexto no qual ela é ingerida como resultado de um
condicionamento do tipo Pavloviano (Lynch et al., 1973; Siegel, 1999, 2005; Troisi, 2013;
Heinz et al., 2019). Este tipo de fendmeno esta subjacente aos efeitos de todas as drogas de
abuso. Como exemplo, e de importancia para o presente estudo, respostas condicionadas
reflexas podem se desenvolver mesmo em animais anestesiados com KET, sendo observadas
até sete dias pos-teste (Edeline and Neuenschwander-EIl Massioui, 1988).

A hipdtese para uma base organica (fisica) dos processos de aprendizagem e estados
de memoria ressalta que tais fendmenos resultam de alteragBes neurais em sistemas e
circuitos, de tal forma que quanto mais eficazes as alteracdes a nivel sinaptico mais robustos
tais processos (Konorski, 1948; Hebb, 1949). A eficacia dessas alteracbes, medidas pela
manutencdo da resposta fisioldgica apds cessado o estimulo, ou pela evocacao da resposta
pela exposicdo a estimulos com propriedades semelhantes ao original, tem sido
frequentemente chamada de potencializagdo a longo prazo, ou LTP. Ainda que complexa o
bastante para abarcar uma série de outros circuitos, 0s mecanismos subjacentes a LTP,
também envolvidos no armazenamento de informac@es, parecem depender da ativacéo de
receptores NMDA de glutamato na medida em que seu antagonismo bloqueia a indugéo de
LTP hipocampal, além de prejudicar a expressdao de memoria espacial (Davis et al., 1992).
Este prejuizo parece resultar mais de danos na aquisicdo e codificacdo da informacéo do que

na recuperacdo daquilo que esta efetivamente armazenado (Buffalo et al., 1994).

1.8. Neurotransmissdo glutamatérgica

O glutamato é o principal e mais abundante neurotransmissor excitatorio do sistema
nervoso central (SNC), exercendo um importante papel em mecanismos como a cognicao,
aprendizado e memoria (McEntee and Crook, 1993; Riedel et al., 2003; Gécz, 2010; Peng et
al., 2011). Os receptores glutamatérgicos sdo divididos em dois grandes grupos: 0S
ionotrdpicos (iGIuRs) e os metabotropicos (MGIuRs). Os mGIuRs sdo receptores acoplados
a proteina G e estdo localizados em ambos os terminais pré e pés-sinapticos. Os iGIuRs séo
canais ionicos, cuja ativacdo leva a despolarizagdo neuronal. Estes ultimos podem ser
divididos de acordo com suas propriedades farmacoldgicas e fisioldgicas em trés tipos: N-
metil-D-aspartato (NMDA), acido-amino 3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-propiénico (AMPA)

e cainato (KA) (Ozawa et al., 1998). Os receptores do subtipo AMPA sdo encontrados no
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SNC, sendo predominantes nas regides do hipocampo (areas CA1 e CA3 do giro denteado)
e estdo envolvidos com o aumento da excitabilidade neuronal por meio de sua alta
permeabilidade ao Na* e K*. A funcdo dos receptores KA ainda ndo estd claramente
esclarecida, porém, sabe-se que, ao contrario dos AMPA, sdo altamente permeaveis aos ions
Ca?" (Ozawa et al. 1998). Os receptores NMDA, por sua vez, sdo encontrados em todo o
SNC, possuem alta permeabilidade aos ions Ca?", estdo envolvidos na modulacdo da
neurotransmissao excitatdria, e podem mobilizar uma grande quantidade desse ion para
dentro das células, resultando na ativacédo de diversas vias intracelulares. Porém, a ocorréncia
de um grande influxo de Ca?* devido a ativacao excessiva desse receptor, pode levar & morte
celular pelo mecanismo de excitotoxicidade (Léveillé et al., 2008), e ocasionar o surgimento
de doencas neuropatologicas como, por exemplo, as doencas de Alzheimer (Hynd et al.,
2004), Huntington (Wong, 1985), e Parkinson (Zhang et al., 2019), além da esquizofrenia
(Uno and Coyle, 2019).

A utilizacdo de antagonistas de receptores NMDA altera a atividade neuronal em
diversas estruturas encefalicas, como na amigdala (Miserendino et al., 1990), no hipocampo
(Herron and Forsythe, 1989), e no cortex pré-frontal medial (\Verma and Moghaddam, 1996),
1998). Os efeitos agudos do uso desses antagonistas sobre a atividade pré-frontal sdo
comparaveis aqueles encontrados em pacientes esquizofrénicos (Neill et al., 2010). Por isso
mesmo, uma das areas cerebrais mais afetadas pelo uso de KET é o cortex pré-frontal,
particularmente suas regides pré (PrL) e infralimbica (IL) (Amat et al., 2016; Silva-Cardoso
and Nobre, 2021). Ainda, varios estudos mostram que o desempenho em tarefas dependentes
da atividade cortical destas regides é profundamente afetado pela administracdo aguda de
KET em seres humanos. Como exemplo, um estudo utilizando a técnica de imagem por
ressonancia magnética mostrou que os efeitos subjetivos (dissociativos) da KET se
correlacionam significativamente com reducdo na atividade cortical ventromedial mediada
por glutamato (Deakin et al., 2008).

A KET apresenta a capacidade de induzir alteracdes espontaneas nos potenciais de
campo eletroencefalogréficos. Na verdade, em franco contraste com a agéo de outros agentes
hipnéticos, a utilizacdo de KET né&o resulta numa supressdo dose-dependente da atividade
neural. De fato, a indugdo de anestesia com KET resulta num aumento nos potenciais de
respostas somatossensoriais, 0 que pode refletir ou uma desinibicao dose-dependente, ou um
aumento na excitabilidade neural (Kochs and Bischoff, 1994). Esta alteracdo se estende,

ainda que menos intensamente, também aos potenciais evocados auditivos mesencefalicos.
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Isto indica que os efeitos analgésicos da KET e de outras drogas sobre o0 SNC, assim como
as mudancas promovidas nos processos emocionais e motivacionais decorrentes de seu uso,
podem ser estudados com a utilizacdo de ferramentas de medidas eletrofisiologicas, como o
registro dos potenciais evocados auditivos in vivo (Nobre et al., 2003; Nobre and Brandao,
2011; Nobre, 2013; Paliarin et al., 2018, 2018).

1.9. Potenciais Evocados Auditivos (PEAS)

A exposi¢do a um estimulo acustico resulta numa resposta neural despolarizante que
trafega desde o oitavo par craniano, o nervo auditivo, até o cortex cerebral. Esses sinais
evocados podem ser registrados a partir de eletrodos implantados internamente (ex. coliculo
inferior) nas estruturas localizadas ao longo deste percurso (Biacabe et al., 2001; Nobre and
Branddo, 2011). Portanto, os PEAs refletem mudancas na atividade elétrica cerebral
produzidas por um estimulo auditivo. Estes potenciais consistem em deflexdes positivas e
negativas, também chamadas de ondas, que acompanham temporalmente o estimulo. Apesar
de sua amplitude bastante reduzida, quando comparado com os sinais captados externamente
pelo EEG, ndo sendo visiveis portanto com o uso desta técnica, os PEAs podem ser
registrados pela promediacdo de cada um dos sinais registrados na medida em que a
amplitude destes permanece constante para todos os estimulos (time-locked), enquanto que
o ruido de fundo, que varia ao das sucessivas exposi¢oes é reduzido por esta promediacao
(Plourde, 2006). Eis porque a extracdo de sinais de baixa amplitude (PEASs) das altas
amplitude geradas por ruidos requer a utilizacdo desta técnica de registro. Para o registro dos
PEAs, clicks sonoros sdo comumente utilizados. Estes clicks normalmente compreendem
pulsos retangulares curtos (40 a 400 ms) dentro de um espectro de frequéncia de 1 a 10 kHz.

As aplicagdes préticas de medidas de PEAs tém sido frequentemente orientadas para
propositos clinicos. Como exemplo, Biacabe et al., (2001) propuseram sua aplicacdo para a
identificacdo de neurinomas acusticos (tumores) ou lesdes, para o diagndstico precoce de
problemas auditivos em criancas, e para pacientes que ndo respondem a testes audiométricos
tradicionais. No contexto da pesquisa basica, o registro de PEAs tem sido frequentemente
utilizado para a analise de padrGes neurais subjacentes a respostas comportamentais.
Brandao et al., (2001) demonstraram que a expressdao da resposta de medo aprendido,
utilizando como estimulos condicionados um estimulo luminoso ou estimulos ultrassénicos

na frequéncia de 22 kHz, aumenta significativamente a amplitude dos PEAs registrados no
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ndcleo central do coliculo inferior, da mesma forma que o faz a administracéo intracolicular
de &cido glutdmico. De forma similar, a expressdo do medo condicionado é acompanhada
por um aumento duradouro na amplitude dos PEAs no nucleo basolateral da amigdala de
animais testados em movimento livre (Tang et al., 2001). Ainda, em um estudo posterior,
Tang et al., (2003) demonstraram que tanto na area CA1 do hipocampo, quanto no nicleo
lateral da amigdala, os PEAs se apresentam potencializados em resposta a um estimulo
condicionado, quando os animais sao testados no proprio ambiente de condicionamento. Este
aumento foi acompanhado da resposta de congelamento contextual. Os autores sugerem que
esta potencializagdo, tanto no LA quanto no CA1, esta provavelmente relacionada a memdria
contextual especifica e que, portanto, registros eletrofisiolégicos relacionados as mudancas

induzidas por aprendizagem deveriam ser realizadas em um contexto neutro.

1.10. Justificativa

A despeito dos seus efeitos terapéuticos promissores nos quadros epilépticos
refratarios a outros medicamentos (Borsato et al., 2020), no tratamento da depressao unipolar
(Zanos and Gould, 2018; Memon et al., 2020), e no tratamento da ansiedade (Banov et al.,
2020), além de seu uso clinico no manejo da dor aguda e cronica (Gao et al., 2016), a KET
também apresenta uma série de efeitos colaterais que limitam seu uso. Dentre estes se
destacam nausea, émese, estimulacdo cardiovascular, hepatoxicidade, ansiedade, danos
irreversiveis no trato urinario e, de forma mais comum, eventos psicomiméticos adversos
associados incluindo delirios, sensacdo de flutuacdo, experiéncia de sonhos vividos e
alucinac6es, sendo este Ultimo o mais comum (Corssen and Domino, 1966; Niesters et al.,
2014; Powers et al., 2015). Sabe-se também que a KET aumenta a concentracdo de dopamina
(DA) em éreas relacionadas aos efeitos reforcadores das drogas de abuso, como o nucleo
accumbens (Hancock and Stamford, 1999). Talvez por isso apresente a propriedade de ser
autoadministrada em modelos experimentais que avaliam os efeitos reforcadores e
motivacionais de drogas em diversas espécies (Risner, 1982; Broadbear et al., 2004; De Luca
and Badiani, 2011; Huang et al., 2015; Venniro et al., 2015). A existéncia desta caracteristica
da KET é reforcada pelos estudos de condicionamento de preferéncia ao lugar (van der Kam
et al., 2009; Du et al., 2017; Silva-Cardoso and Nobre, 2021).

Como toda e qualquer droga de abuso, A KET vem sendo amplamente utilizada de

forma recreativa (\Wood et al., 2011). Ainda que tenha como acdo principal o antagonismo
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da neurotransmissdo excitatdria, a administracdo de KET resulta num aumento dos niveis
extracelulares de GLU, provavelmente devido ao bloqueio de receptores NMDA localizados
em interneurénios GABAEérgicos corticais (Moghaddam et al., 1997; Gerhard et al., 2020).
Estudos prévios comprovaram que as pistas contextuais presente no ambiente de utilizacéo
de uma droga se apresentam como variaveis capazes de se somar aos efeitos farmacol6gicos
de uma substéancia, funcionando entdo como estimulo condicionado (Siegel et al., 1982).
Isto € importante na medida em que o contexto se torna capaz de modular a resposta a uma
droga através de pistas contextuais que foram previamente a ela associadas, por pareamento
de estimulos. Isto pode eliciar no individuo a fissura pela droga e, consequentemente, sua
busca e consumo, j& que a exposicdo a estes estimulos pode facilitar o surgimento de
sintomas de abstinéncia.

Em um trabalho recente (Silva-Cardoso and Nobre, 2021), foi demonstrado que,
assim como o alcool etilico (Birak et al., 2011), alguns agentes opioides (Siegel, 1975; Siegel
et al., 1982), e psicoestimulantes (Diana et al., 1995; Parsons et al., 1996), a KET
compartilha a capacidade de induzir tolerancia comportamental e farmacoldgica
condicionada. Em outro estudo, foi demonstrada a influéncia da administracdo cronica e
abstinéncia de KET sobre o funcionamento basal dos neurdnios CIC, uma das estruturas
mais importantes das vias auditivas ascendentes (Driscoll and Tadi, 2022). Nesta regido, de
forma semelhante ao alcool etilico, a abstinéncia de KET induz um aumento pronunciado na
amplitude dos potenciais de campo coliculares, o que reflete uma possivel perturbacdo no
fluxo de informac@es sensoriais auditivas ascendentes que passam por essa regiao (Paliarin
et al., 2018). Portanto, estes estudos apontam para a forte influéncia da KET no
processamento da informacéo auditiva e no comportamento. Nesse sentido, a eelucidagéo
dos mecanismos envolvidos nas alteracdes eletrofisiologicas a jusante das estruturas
mesencefalicas, mais particularmente as estruturas corticais, pode ajudar na compreenséo de
alguns de seus efeitos indesejaveis, assim como da fisiopatologia dos sintomas de alguns

transtornos mentais, incluindo os fendbmenos alucinatorios auditivos.

1.11. Hipotese do trabalho

Tendo em vista 0os mecanismos GLU e a agdo farmacologica da KET, supomos que

a droga apresente a capacidade de alterar a resposta eletrofisiologica eliciada em areas
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corticais, mais particularmente o CA, sobretudo quando sob influéncia de pistas contextuais
relacionadas a droga e seus efeitos.
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2.0BJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Investigar a influéncia do contexto na expressao da resposta eletrofisiologica eliciada
no cortex auditivo primario de animais tratados com diferentes doses de KET, assim como
a possivel modulagdo de mecanismos GLU dessa estrutura sobre esta resposta.

2.2. Objetivos especificos

e Analisar as alteracfes induzidas na eletrofisiologia normal de animais
submetidos a administracdo sistémica de duas doses de KET, utilizando
como modelo experimental o registro dos PEASs.

e Analisar os efeitos das pistas ambientais sobre as alteraces induzidas na
eletrofisiologia normal de animais submetidos a administracdo sistémica de
duas doses de KET, utilizando como modelo experimental o
condicionamento ao contexto.

e Analisar os efeitos da modulagdo farmacolégica GABAérgica e GLU sobre
as alteracGes induzidas pelo condicionamento ao contexto em animais

tratados com duas doses de KET.
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3.MATERIAIS E METODOS
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Célculo da quantidade amostral

Para cada experimento realizado neste trabalho foram realizadas estimativas para o
calculo do numero aproximado de sujeitos experimentais necessarios para garantir o bom
andamento do trabalho. A ordem foi ndo inflacionar o N experimental, utilizando animais
em excesso e aumentando os custo da pesquisa, tampouco o reduzindo a ponto de colocar

em duvida a qualidade dos resultados obtidos Este calculo foi realizado com o auxilio do

programa G*Power (http://www.gpower.hhu.de/en.html) com eta (n?) estimado a priori em
0.30 (para este e os experimentos subsequentes), levando em consideracdo a quantidade de
grupos experimentais para uma anélise de variancia (ANOVA) de 2 ou 3 fatores e 2 ou mais
repeticdes, tivemos um F critico de 1.93 e um total amostral de 180 animais (n=8) (poder =
0.97).

3.2. Sujeito experimental

Foram utilizados ratos machos Hannover, com peso inicial de 220 g (10 g). Os
animais, provenientes do Biotério Central da USP-RP, foram mantidos em nimero de quatro
em caixas de polipropileno de 45 cm de largura x 65 cm de comprimento x 30 cm de altura
nas quais foi adicionada raspas de madeira e racdo, dentro de uma estante ventilada com
controle de temperatura (23 + 1° C), ventilacdo, exaustdo, luminosidade e umidade, em um
ciclo claro-escuro de 12 horas, com as luzes acesas as 7 horas da manhd no Biotério do
Departamento de Psicologia, FFCLRP-USP.

3.3. Etica experimental

Os experimentos foram realizados de acordo com o0s regulamentos e cuidados na
utilizacdo de animais de laboratdrio, conforme as normativas do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal — Brasil (CONCEA), aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto USP/RP, numero do processo n°18.5.300.59.0. Como estabelecido anteriormente, todo
cuidado foi tomado para reduzir ao minimo o nimero de animais utilizados, assim como seu

sofrimento, sem comprometer, no entanto, a viabilidade dos dados coletados.
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3.4. Cirurgia experimental

Para o registro dos PEAs, foram implantados eletrodos bipolares e/ou quimitrodos,
medindo 13 mm (combo canula/eletrodo — C313G-MS303/2/SPC, 22G, - Plastics One,
Roanoke, VA — USA) (Figura 3), para registro dos potenciais de campo e administracao
local de drogas diretamente no cortex auditivo primario (CA). Para esse fim, os animais
foram anestesiados com xilazina (10mg/kg) + cetamina (100mg/kg), adicionadas na mesma
seringa, por via intramuscular e levados a um aparelho estereotaxico digital (Insight, Brasil),
onde tiveram o cranio fixado pelo rochedo temporal e incisivos superiores. Apés tricotomia,
uma injecdo subcutanea de 0.2ml de lidocaina a 2% (Harvey, Brasil) foi aplicada na area de
incisdo. Logo apos, o tecido subcutaneo foi removido, assim como o periosteo (por
raspagem, com auxilio de pinca, algoddo e hastes flexiveis com ponta de algodao). Ja com a
superficie craniana exposta e ajustada em posicdo horizontal, entre bregma e lambda, trés
orificios foram feitos nos 0ssos parietais com uma broca elétrica (Foredom, EUA) para
introducdo e fixacao da protese, atraves de dois parafusos de aco inoxidavel. As coordenadas
utilizadas tiveram como base o atlas de Paxinos & Watson (2008), como a seguir, a partir do
bregma: anteroposterior: -4,16mm; lateral: +3,00mm; dorsoventral: -5,20mm; com
angulacdo de 37°. Apds, o cranio entdo foi revestido com acrilico dental (JET, Brasil) para
ancoragem da prétese aos parafusos. Ao término da cirurgia cada animal recebeu por via
intramuscular, uma injecdo de benzilpenicilina benzatina (60.000Ul, 0.2ml), seguida por
uma injecdo analgésico Banamine (2.5mg/Kg).

L

Figura 3. EA figura apresenta os materiais utilizados para o registro eletrofisiologico in vivo
dos PEAs de animais ndo anestesiados. Da esquerda para a direita: eletrodo bipolar,

quimitrodos, comutador bipolar, e mandril para canula.
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3.5 Drogas

Foram utilizados o antagonista ndo competitivo dos receptores de glutamato do tipo
N-metil-D-aspartato (NMDA) cetamina (KET) (cloridato de cetamina 10% cetamin, SP —
Brasil) nas doses 10 e 80 mg/kg, administrado por via subcutanea (s.c.), 0 agonista de
receptores de glutamato do tipo NMDA (N-Metil-D-aspartato — NMDA, 1 nmol/0.2 ul —
Tocris, USA), 0 antagonista de receptores de GLU do tipo NMDA DL-AP7 (dl-2-Amino-7-
phosphonoheptanoic acid, 10 nmol/0.2 ul) o blogueador de canais de NA™ dependentes de
voltagem lidocaina (10 mg/kg - Lidostesim, Densply, Brasil), o agonista de receptores
adrenérgicos a2 xilazina (10 mg/kg — Calmiun, Agener, Brasil), o agente ndo esteroidal anti-
inflamatdrio, antipirético e analgésico flunixina meglumina (Banamine, 2.5 mg/kg, MSD,
Brasil). Os animais do grupo controle receberam, cloreto de sédio (0.9%) ou PBS no mesmo

volume e via de administragéo.

3.6 Administracao das drogas

O tratamento sistémico foi realizado com injecdes s.c. de KET, nas doses informadas,
ou salina 0.9% para os animais do grupo controle. Para a administracdo intracerebral de
drogas, foram utilizadas agulhas odontoldgicas (30g), introduzidas 1 mm abaixo dos limites
da canula-guia. A agulha foi acoplada a uma seringa Hamilton (5 pL, EUA) por meio de um
fino tubo de polietileno (PE-10; Becton & Dickinson, NJ, EUA). Um volume de 0,2 pL foi
injetado com o auxilio de uma bomba de infusdo (Harvard Apparatus, MA, EUA). O volume
utilizado foi administrado no tempo de 1 minuto. Apos isso, a agulha foi deixada no local
por 1 minuto adicional, para evitar o refluxo da droga para a agulha de injecdo ou canula. O
tempo de espera entre a administragdo das drogas e o teste foi de 5 minutos. Para controle
do efeito intracerebral das drogas, os animais desse grupo receberam uma injecao local de
PBS (phosphate-buffer saline 0.9%), no mesmo volume. Durante o procedimento de
microinjecdo, 0s animais permaneceram em uma caixa de polipropileno medindo 28 x 17 x

13 cm, forrada com papel toalha.

3.7. Setup, geracédo de estimulos e registro dos PEAS corticais.

O registro dos PEAs foi realizado individualmente, com cada animal sendo mantido

em uma gaiola de contengdo de acrilico (19 x 9 x 49 cm) com piso, tampa, frente e fundo
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compostos de barras de ago inoxidavel espagadas 1,5 cm entre si, e laterais de acrilico com
vazamento de 5 x 1 cm, para acomodacdo do focinho/cauda. Esta gaiola de contencéo foi
colocada dentro de uma caixa de isolamento acustico (64 x 60 x 40 cm) cujas partes internas
(paredes, piso e teto) foram compostas por uma malha de metal (gaiola de Faraday) com
aterramento para isolamento das interferéncias induzidas pelo ambiente externo,
particularmente aquelas na faixa de frequéncia de 60 Hz, que possam adicionar ruido ao sinal
registrado; vale ressaltar que este € um experimento realizado com animais ndo sedados. Os
procedimentos utilizados neste estudo foram baseados em estudos prévios de outros
laboratérios que utilizaram variagGes no contexto para investigar algumas caracteristicas da
associacéo efeito de drogas/ambiente sobre o comportamento (Crombag et al., 2008; George
and Koob, 2011; Khoo et al., 2017).

Os estimulos sonoros (cliques) indutores dos PEAs foram produzidos por dois
tweeters (12 Q, 200 W, LeSon, Brasil) localizados nas laterais da caixa de isolamento
acustico, 15 cm acima do piso. Estes estimulos foram mantidos na seguinte configuracéo:
tom puro de 3000 Hz, com 50 ms de duracdo e 95 dB de intensidade (SPL). Dado o tamanho
da gaiola, apesar de nao totalmente contidos, os animais ficam impossibilitados de dar meia-
volta ficando, no entanto, com uma pequena margem de espaco para movimentacdo da
cabeca (+ 5° direita-esquerda-acima-abaixo). Esta variacdo pode induzir alteracdes de até 5
dB na intensidade sonora. Portanto, os animais foram submetidos a estimulacdo sonora com
intensidade entre 92.5 e 97.5 dB.

A apresentacdo dos estimulos foi produzida e controlada por um sistema de aquisicao
e controle de dados (Sysdin, Lynx, Sao Paulo, Brasil). Os dados individuais foram coletados
ao longo da sesséo, sendo posteriormente promediados. Foram apresentados 50 estimulos
auditivos, registrados individualmente como a diferenca de potencial existente entre as
partes ndo isoladas (pontas do eletrodo em contato com o tecido neural). A diferenca de
potencial existente entre estes dois polos foi registrada e amplificada, utilizando os filtros de
passa-alta e passa-baixa em 20 e 200 Hz, respectivamente (Lynx, TX001), através de cabos
condutores isolados por uma passagem no topo de uma gaiola de Faraday. A  saida do
amplificador de sinais foi conectada a um dos 4 canais de um conversor analdgico/digital
(CAD 12/36) ligado a um PC. Os PEAs foram amostrados a uma taxa de 0.33 Hz (1 a cada
3 seg.) e posteriormente filtrados (20-200 Hz), como sinalizado anteriormente. A aquisi¢do
de dados foi iniciada 10 ms antes do inicio da apresentagdo do estimulo sonoro, continuando

até 200 ms apds seu término A primeira onda negativa (N1) assim como a primeira onda
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positiva (P1) foram identificadas visualmente. As amplitudes de pico foram definidas como
as amplitudes méximas medida entre N1 e P1, como em outros trabalhos (Brandao et al.,
2001; J et al., 2003; Nobre et al., 2003; Plourde, 2006; Nobre and Branddo, 2011; Leon et
al., 2017).

3.8. Experimento 1 — Analise das alteragdes induzidas nos PEAs em animais submetidos

a administracao sistémica de duas doses de KET: influéncia do contexto.
3.8.1. Sujeito experimental

Para este experimento, foram utilizados 48 ratos machos Hannover, com peso inicial
de 220 g (£10 g).

3.8.2. Cirurgia
Conforme descrito no item 3.4.
3.8.3. Aparato experimental

Os registros dos PEAs foram conduzidos com os animais mantidos dentro de uma
gaiola de contencdo, localizada dentro de gaiola de Faraday ajustada as paredes interiores de
camara de atenuacao sonora ventilada (64 x 60 x 40 cm). Este conjunto foi denominado de
Contexto A. Para a transformacdo do contexto A em contexto B, foi inserida uma caixa de
acrilico (45 x 45 x 45 cm), constituida de paredes e teto com listras pretas e brancas, com
um dos lados aberto, direcionado aos tweeters, além de um pequeno furo em seu teto (2 cm
de didmetro), necessario para a passagem do cabo de registro dos sinais para o exterior da
caixa de isolamento. Os niveis de pressdo sonora foram medidos no nivel das orelhas dos
animais com a utilizacdo de um decibelimetro digital (Datalogger - HM-852). Os animais
foram previamente habituados a restricdo comportamental da gaiola experimental por trés

dias. Apos isso, nenhum tipo de estresse induzido pelas condicdes de restri¢do foi verificado.

3.8.4. Registro dos potenciais evocados auditivos (PEAS)

Como definido em 3.7.
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3.8.5. Delineamento experimental

Este experimento objetivou analisar o possivel desenvolvimento de uma resposta
eletrofisioldgica condicionada ao contexto em animais tratados com duas doses de KET,
sendo uma delas uma dose subanestésica, e testados durante a abstinéncia da droga. Grupos
independentes de animais foram utilizados de forma a avaliar o impacto das variaveis
independentes utilizadas sobre os PEASs registrados no CA. Ao final dos experimentos, 0s
grupos experimentais foram constituidos da forma a seguir (para um N total de 48 animais,
com 2 deles removidos dos experimentos em funcéo de problemas na protese, e outros 8 no
registro dos sinais, totalizando 20% de descarte) (ver Tabela 1 abaixo):

1. Grupo controle AA (animais tratados e testados no contexto A): n=6

2. Grupo Controle AB (animais tratados no contexto A, e testados no contexto B): n=5
3. KET 10 mg/kg AA: n=6

4. KET 10 mg/kg AB: n=7

5. KET 80 mg/kg AA: n=8

6. KET 80 mg/kg AB: n=6

Dia 4

Grupos Condicionamento Teste
Crt (AxA) Cirurgia Habituacdo Cxt A + Salina PEA (A)
Crt (AxB) Cirurgia Habituagdo Cxt A + Salina PEA (B)

KET 10 (AxA) Cirurgia Habituagdo Cxt A+ KET 10 PEA (A)
KET 10 (AxB) Cirurgia Habituacdo Cxt A + KET 10 PEA (B)
KET 80 (AxA) Cirurgia Habituagao Cxt A + KET 80 PEA (A)
KET 80 (AxB) Cirurgia Habituacdo Cxt A + KET 80 PEA (B)

Tabela 1. Desenho experimental dos procedimentos, totalizando os 9 dias de experimentos:
cirurgia, habituacéo (3 dias), condicionamento (4 dias) e por fim, teste.

A atribuicdo de grupos independentes para os testes nos contextos AA e AB foi
necessaria para evitar o desenvolvimento de aprendizagem aversiva induzida pela exposi¢ao
continua ao estimulo sonoro utilizado (clicks). Seguindo o padrdo para este tipo de
procedimento, este experimento foi desenvolvido em trés etapas: habituaco,

condicionamento e teste.

1. Habituagéo: De forma a evitar a influéncia dos estimulos presentes na sala de teste

sobre o registro dos PEAs, os animais foram submetidos, de forma individual, a trés
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sessdes diarias de 60 minutos de habituacdo a este contexto, iniciadas 24h apos a
cirurgia para implante das proteses.

Condicionamento: esta etapa foi iniciada 24 horas ap6s o término do periodo de
habituacdo, com os animais sendo divididos entre os grupos controle e experimental.
Os animais do grupo controle receberam uma injecdo subcutanea de salina (0,9%),
sendo colocados, logo em seguida, no contexto A (descrito no item 3.6.2.). Os grupos
experimentais, por sua vez, receberam uma injecdo subcutanea de KET na dosagem
de 10 ou 80 mg/kg, sendo logo em seguida colocados também no contexto A. Desta
forma, durante o condicionamento, todos 0s animais experienciaram os efeitos de
placebo ou droga no mesmo contexto. Cada sessdo de condicionamento teve duragédo
diaria de 60 minutos, sendo realizadas ao longo de quatro dias seguidos. Ao final de
cada sessédo, urina e fezes foram removidas e as caixas limpas com um pano

umedecido com &lcool 20%, seguido outro com agua apenas.

Teste: O teste foi realizado 24h apos as sessdes de condicionamento. Nesta etapa 0s
animais de cada grupo, controle, KET 10 e KET 80 mg/kg, foram divididos em outros
dois, perfazendo entdo um total de seis grupos, metade deles testados no contexto A
(0 mesmo contexto em que foram condicionados), e a outra metade testada no

contexto B (o ambiente novo).

3.8.6. Perfuséo e histologia

Ao final dos experimentos, os animais foram anestesiados com uma sobredose de

KET (225 mg/kg) + Xilazina (30 mg/kg). A confirmagdo de morte se deu pelo rompimento

do diafragma. Os animais foram entdo perfundidos com uma solucdo de 150 ml de PBS

seguido de 150 ml de paraformaldeido a 4% e decapitados para retirada dos encéfalos. Estes

foram mantidos em uma solucéo de formalina por 2 horas e a seguir mergulhados em uma

solucéo de sacarose (30%) a -4° C até seu processamento. Os encefalos foram fatiados em

cortes de 60 um de espessura, coletados em tampao fosfato (0.1M, pH 7.4) de acordo com 0

atlas de Paxinos and Watson (2008), representados na Figura 4, abaixo.

3.8.7. Andlise estatistica
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Os dados estdo representados como a média * erro padréo. Devido a problemas com
homogeneidade dos dados, estes foram normalizados com a aplicacéo da a raiz quadrada dos
valores brutos (Ghosh et al., 2021), e analisados posteriormente com uma Anélise de
Variancia de dois fatores (two-way ANOVA), tratamentos (salina/KET10/KET80) x
contexto (AA/AB). A porcentagem de alteragdes induzidas pelo tratamento (controle x doses
de KET) foi analisada através de uma Anélise de Variancia de um fator (one-way ANOVA).
Na auséncia de interacao significativa entre os fatores, foram realizadas analises secundarias
com a utilizacdo de uma two-way ANOVA para cada contexto do teste (AA e AB). Em
qualquer dos casos, em caso de significancia estatistica, analises a posteriori foram
realizadas com a utilizagdo do teste de Tukey-Kramer para N desiguais. Comparag6es por
pares (AA x AB) foram realizadas com o Teste t, bicaudal, para amostras independentes,
para cada dose de KET. Diferencas observadas entre as laténcias foram analisadas com uma
two-way ANOVA seguida do teste de Tukey. Uma probabilidade de < 5% para rejeigéo de
HO foi considerada estatisticamente significativa. A anlise estatistica foi realizada com o
pacote estatistico Statistica (StatSoft, Inc., version 12.5, Palo Alto, CA, USA).

@ CTAA
@ CTAxB
@ Ket10AxA
@ Ket10AxB
© Ket80 AxA

@ Ket80AxB

bl

Bregma -3.96 mm Bregma -4.08 mm Bregma -4.20 mm Bregma -4.36 mm

Figura 4. Representagdo esquematica das areas de inser¢do dos eletrodos no CA, de acordo
com o atlas Paxinos & Watson (2008). Foram utilizados seis grupos independentes, com duas
doses de KET ou salina (grupo controle), testados em duas condi¢des: AA — condicionados
no contexto A e testados no contexto A, e AB - condicionados no contexto A e testados no
contexto B.

3.8.8. Resultados

38



Incrocci R. M.MATERIAIS E METODOS

A Figura 5 apresenta um tipico PEA registrado no cortex auditivo de ratos. Os efeitos

da KET sobre estes potenciais estdo apresentados na Figura 6. A andlise de variancia de dois

fatores indicou uma diferenca significativa entre os tratamentos (F2,1=14,34; p<0,0001) e no

fator condicdo do teste (contexto pareado x contexto ndo pareado com a droga: F1.=4,29;

p=0,057). Néo foi encontrada interacéo significativa entre esses fatores (F231=2,03; p=0,15)

(Figura 7).

PEAs

Peak Latency N1

Stimuli
onset

P1

Peak Latency

Figura 5. Representacdo esquematica de um potencial de campo registrado no CA como
resultado da aplicagdo de um estimulo sonoro. Apesar da aplicacdo de promediacdo dos
sinais, nota-se ainda a presenc¢a de ruidos, provavelmente devido a captacdo de potentes
potenciais neuromusculares, ja que os animais foram testados na auséncia de sedag&o.
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Figura 6. A amplitude dos PEAs em animais preé tratados com KET registrados em animais
acordados e testados na abstinéncia dos efeitos da droga em dois contextos AA x AB. As
amplitudes estdo representadas pela média dos 50 estimulos sonoros apresentados (3 kHz, 50
ms). Foram tomadas para comparacdo as as medidas pico a pico entre P1 e N1. Os dados
brutos registrados no cortex auditivo primario estdo apresentados a esquerda, e 0s dados
sobrepostos a direita.
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Figura 7. A exposicdo a um contexto ndo pareado com os efeitos da droga aumenta a
resposta eletrofisiolégica em ratos previamente condicionados com KET em um contexto
pareado com efeito da droga. Os dados foram normalizados antes de serem submetidos ao
teste two-way ANOVA e foram representados pela média + DVP. Grafico acima:
porcentagem das alteraces dos potenciais evocados auditivos induzidos por duas dosagens
de KET. Neste caso, one-way ANOVA foi utilizada, foi utilizada o post hoc por
comparacdo com o teste HSD Tukey — Kramer para N diferente com probabilidade
estabelecida de 5%.

A ANOVA de um fator mostrou que a KET aumenta significativamente a amplitude
dos PEAs corticais (F214=3,09; p=0,47) (Figura 7, % AA/AB). A analise p6s-hoc revelou
que a este efeito se relaciona a dose de 80 mg/kg. Em comparacgdes posteriores, a ANOVA
de dois fatores destacou a diferenca significativa entre os tratamentos, considerando a dose
de 10 mg/kg de KET (F11=12,72; p<0,005) (Figura 8A). N&o foram encontradas alteragdes
na condicdo (F1,1=0,33; p=0,57), tampouco interacao significativa entre fatores (F1,20=0,05;
p=0,82). O teste t bicaudal mostrou que a porcentagem média de PEAS corticais entre o
grupo controle e KET 10mg/kg foi semelhante (t11=0,22; p=0,87) (Figura 8A, inset).
Considerando a dose de 80 mg/kg, A ANOVA de dois fatores revelou diferencas
significativas no fator de tratamento (F1:1=32,14; p<0,0001) e na condicdo (F1,1=5,10;
p=0,035), na auséncia de interacdo significativa entre estes fatores (F120=3,69; p=0,069)
(Figura 8B). O teste t bicaudal mostrou que a porcentagem de PEAs cortical é aumentada
pela KET na dose de 80 mg/kg, na condicdo AB, comparando com os dados encontrados na
condicdo AA (t11=2,25; p=0,046) (Figure 8B, inset).
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Figura 8. A exposicdo a um contexto ndo pareado com os efeitos da droga aumenta a
resposta eletrofisiol6gica em ratos previamente condicionados com uma dose anestésica de
KET e testados durante a abstinéncia da droga. Em A estdo apresentadas as alteragdes nas
respostas eletrofisiologicas do CA induzidas pelo tratamento subcroénico com KET na dose
de 10mg/kg. Em B estdo apresentadas as alteracdes nas respostas eletrofisioldgicas do CA
induzidas pelo tratamento subcrénico com KET na dose de 80mg/kg. AA significa que
condicionamento e teste foram realizados no mesmo contexto. AB significa que o
condicionamento foi realizado em A, mas o teste de abstinéncia em B. Os dados,
normalizados, estdo representados com a média + EPM. Two-way ANOVA seguida pelo
teste HSD Tukey-Kramer, para grupos com N diferentes. Os graficos menores (insets)
mostram a porcentagem das alteracfes nos PEAs registrados no CA para cada grupo
utilizado (x = ABx10 /AA-100). Foi utilizada estatistica comparativa e teste t ndo pareado.
O nivel de probabilidade de rejeicdo de HO foi estabelecido em 5%.

A ANOVA de dois fatores aplicada aos dados da laténcia apontou diferencas
significativas entre os grupos (F2,1=6,76; p<0,005) mas ndo na condic¢&o de teste (F1,=0,029;
p=0,87) ou mesmo na interagdo entre fatores (F231=1,95; p=0,16). O teste post-hoc de
Tukey-Kramer mostrou que a exposi¢do a um novo ambiente (B) diminui a laténcia dos
potenciais do grupo tratado com KET 80 mg/kg, em compara¢do com dados do grupo
controle (Figura 9).
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Figura 9. A exposicdo a um contexto nao pareado com os efeitos da droga reduz a laténcia
dos PEAs de ratos previamente condicionados com uma dose anestésica de KET e testados
durante a abstinéncia da droga. AA significa que condicionamento e teste foram realizados
no mesmo contexto. AB significa que o condicionamento foi realizado em A, mas o teste de
abstinéncia em B. Os dados brutos das medidas de laténcia foram submetidos ao teste two-
way ANOVA e estdo representados pela média + EPM, seguidos pelo teste HSD Tukey —
Kramer para N diferentes, com P estabelecido de 5%.
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3.9. Experimento 2 — Analise da influéncia do tratamento com KET sobre a capacidade
de aprendizagem associativa utilizando como modelo de condicionamento a resposta de

sobressalto potencializado pelo medo.

Os resultados anteriores chamaram a atengéo pelo fato de que mesmo utilizando uma
dose francamente anestésica (KET 80 mg/kg), os animais testados no procedimento de
condicionamento contextual da resposta eletrofisiologica registrada no CA apresentaram
amplitudes significativamente diferentes daquelas observadas tanto no grupo controle
quanto no grupo de KET 10 mg/kg. Para esclarecer se os dados coletados ndo se devem a
algum viés metodoldgico introduzido nos experimentos, trés grupos de animais foram
testados, durante a abstinéncia de KET, no procedimento de potencializacdo da resposta de
sobressalto. Dessa forma, os animais foram condicionados durante os efeitos das diferentes

doses utilizadas, e testados 24 horas depois, na auséncia de seus efeitos.

3.9.1. Sujeito experimental

Para este experimento foram utilizados 30 ratos machos Hannover, com peso
inicial de 220 g (10 g).

3.9.2. Drogas

Foram utilizados o antagonista ndo competitivo dos receptores de glutamato
do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) cetamina (KET - cloridato de cetamina 10%
cetamin, SP — Brasil) nas doses 10 e 80 mg/kg, administrado por via subcutanea (s.c.).
Os animais do grupo controle receberam, cloreto de sodio (0.9%), no mesmo volume

e via de administracéo.

3.9.3. Aparato experimental

Registro da resposta de sobressalto: Para o registro da resposta de sobressalto
foram utilizados quatro estabilimetros (16,5 x 7,5 x 7,5 ¢cm) sobre os quais foram
anexadas quatro gaiolas de contencdo (armagéo em PVC, 25,5 x 12,0 x 9,0 cm, Insight,

Brasil, com paredes laterais e piso formados por barras de aco de 3 mm). Cada uma
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das gaiolas foi mantida dentro de uma cdmara de atenuagdo sonora (64x60x40 cm)
com revestimento interno de espuma (Insight, Brasil). As amplitudes das respostas de
sobressalto foram registradas atraves de células de carga inseridas na base dos
estabilimetros. A resposta foi captada por sensores e amplificada, gerando um sinal
analdgico, posteriormente digitalizado para anélise em um programa computacional
(Sobressalto, Insight, Brasil). Essa resposta foi registrada dentro de uma janela de 200
ms. O estimulo sonoro utilizado para producéo da resposta de sobressalto consistiu de
estimulos sonoros de alta intensidade (ruido branco de 90, 95 e 105 dB, com 50 ms de
duracéo), liberado por um alto falante localizado a 10 cm de distancia da gaiola de
contencdo. As plataformas foram calibradas previamente, antes do inicio de cada
sessdo experimental, para garantir sensibilidade equivalente ao longo dos
experimentos. As gaiolas de contencdo utilizadas permitiram também a administracéo
de choques elétricos nas patas (0,6 HA, 1 segundo de duragdo), através de uma saida
serial localizada na parede posterior, ligada a um gerador de choques (Insight, Brasil),
que eletrificou as barras as barras de aco inoxidavel que compunham o piso da gaiola
(ver o primeiro paragrafo do item 3.7.). Este aparato foi nomeado de contexto A. A
transformac&o do contexto A em contexto B, foi realizada como descrito em 3.8.3. Os
choques nas patas foram controlados e administrados pelo gerador de choques.
Cameras de video, instaladas no interior de cada box de isolamento acustico,
permitiram o monitoramento do animal durante os experimentos. Uma luz proveniente
de uma lampada branca de 6 W, localizada acima do alto falante posicionado a frente

da caixa de condicionamento, foi utilizada como estimulo condicionado (Figura 10).

Figura 10. A esquerda, a figura apresenta o conjunto gaiola de contencédo/estabilimetro,
para registro da resposta de sobressalto. Ao centro as pecas de acrilico utilizadas para a
mudanca do contexto A em B. A direita, a caixa de condicionamento para aplicacdo dos
“choques nas patas.
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3.9.4. Procedimento Experimental

O procedimento para registro do sobressalto potencializado pelo medo foi

dividido em trés etapas: Balanceamento (ou matching), condicionamento e teste.

Balanceamento: No intuito de evitar com que diferencas individuais
existentes a priori “contaminassem” resultados posteriores, foram
realizadas trés tomadas basais da resposta de sobressalto, com intervalo
de 24h entre elas. O resultado da dltima sessdo foi utilizado para
agrupar os animais em grupos com meédias de resposta similar (Brown
et al., 1951; Davis, 2001). Os animais foram colocados nas caixas de
contencao e, apos 5 minutos, foram submetidos a 30 estimulos sonoros,
com intervalo médio de 30 segundos entre os estimulos (£ 15

segundos). O tempo de duracédo de cada sessdo foi de 20 minutos.

Condicionamento:  Foram  realizadas quatro  sessdes  de
condicionamento com intervalo de 24h entre elas. Os animais foram
colocados nas caixas de condicionamento e, ap6s 5 minutos de
habituacdo, foram submetidos a 10 associagdes luz (estimulo
condicionado) x choque nas patas (estimulo incondicionado) com
intervalo variado. Cada bloco de tentativas consistiu da apresentacéo
de um estimulo luminoso por 10 segundos, ao final do qual foi
apresentado de forma concomitante, no Gltimo segundo de luz, um
choque de 1 segundo de duracdo no piso eletrificado da gaiola de

contencdo. O tempo de duracédo de cada sessdo foi de 40 minutos.

Teste: Apo0s vinte e quatro horas da ultima sessdo de condicionamento,
o0s animais foram avaliados no teste de sobressalto potencializado pelo
medo (FPS). Cada animal foi colocado na caixa experimental e apds 5
minutos de habituacg&o, foi exposto a um total de 60 estimulos sonoros
nas intensidades de 90, 95 e 105 dB, com intervalo médio de 30
segundos (x 15 segundos). Trinta dessas apresentacfes consistiram

apenas da apresentacdo do estimulo sonoro (tentativas sé-som),

45



intercaladas aleatoriamente com 30 apresentacOes de som precedido
por luz (tentativas luz-som). O tempo de duragdo do teste foi de 45

minutos (Tabela 2).
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Blocks Trial Tipo Blocks Trial Tipe
1,00 Som 95 dB 100 Luzx Som 105 dB
200 Som 90 dB 200 Luzx Som 95 dB
100 300 Luz x Som 90 dB 600 3,00 Som 95 dB
4,00 Som 105dB 4,00 Luzx Som 90 dB
500 Luzx Som 95 dB 500 Som 90 dB
6,00 Luzx Som 105 dB 6,00 Som 105 dB
1,00 Som 90 dB 1,00 Som 95 dB
3,00 Som 95 dB 3,00 Luzx Som 105 dB
200 4,00 Luz x Som 95 dB 700 4,00 Luz x Som 90 dB
5,00 Som 105 dB 500 Som 105 dB
2,00 Luz x Som 90 dB 200 Luzx Som 95 dB
6,00 Luzx Som 105 dB 6,00 Som 90 dB
1,00 Som 90 dB 1,00 Som 95 dB
2,00 Som 95 dB 200 Luzx Som 90 dB
300 3,00 Luz x Som 90 dB 800 3,00 Luzx Som 95 dB
4,00 Som 105dB 4,00 Luzx Som 105 dB
5,00 Luzx Som 105 dB 5,00 Som 105 dB
6,00 Luzx Som 95 dB. 6,00 Som 90 dB
1,00 Som 95 dB 1,00 Luzx Som 105 dB
3,00 Luz x Som 90 dB 3,00 Som 105 dB
40 4,00 Som 90 dB 900 4,00 Luzx Som 95 dB
5,00 Som 105dB 5,00 Som 90 dB
2,00 Luz x Som 85 dB 200 Luzx Som 80 dB
6,00 Luzx Som 105 dB 6,00 Som 95 dB
1,00 Som 105dB 1,00 Som 95 dB
200 Som 95 dB 200 Luz x Som 90 dB
500 3,00 Luzx Som 95 dB. 10,00 3,00 Luz x Som 95 dB
4,00 Luzx Som 105 dB 4,00 Luzx Som 105 dB
5,00 Som 90 dB 5,00 Som 105 dB
6,00 Luzx Som 90 dB 6,00 Som 90 dB

Tabela 2. Delineamento experimental para a apresentacdo dos estimulos sonoros ao longo
do teste de registro da resposta de sobressalto potencializada pelo medo. Como notado, 0s
seis diferentes conjuntos de estimulos (som: 90, 95, e 105 dB, e luz/som: 90, 95, e 105 dB)
foram apresentadas aleatoriamente ao longo de cada um dos 10 blocos de tentativas.

3.9.5. Andlise estatistica

Para a analise destes dados foi utilizada uma analise de variancia de dois fatores (two-
way ANOVA): tratamentos (salina, KET 10, e KET 80 mg/kg) x condicao de teste (s6-som

x luz-som). Analises a posteriori foram efetuadas coma utilizacdo do teste HSD Tukey-

Kramer para grupos com o mesmo tamanho amostral.

3.9.6. Resultados

Utilizando os parametros acima, a ANOVA apontou uma diferenca
significativa entre os tratamentos (F22=5,055; p<0,005), e também na condicéo de

teste (resposta ao estimulo s6-som ou luz-som) (F12=103,64; p<0,0001), mas auséncia
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de interacéo entre estes fatores (F2,54=0,86; p>0,05). A aplicacéo do teste HSD Tukey-
Kramer mostrou que estas diferencas se devem basicamente ao desenvolvimento de
uma resposta condicionada ao estimulo luz-som de forma similar em todos os grupos.
Dito de outra forma os grupos apresentam respostas condicionadas similares
(potencializacdo do sobressalto), ndo sendo observado nenhum outro efeito com as
variaveis independentes utilizadas (Figura 11).

Sobressalto Potencializado
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Figura 11. A amplitude e laténcia da resposta de sobressalto potencializada pelo medo ndo
é afetada pelo tratamento com KET, considerando as duas doses utilizadas. Os dados estéo
representados como a média + EPM. Foram utilizados 30 animais, com n=10 para cada
grupo. A amplitude da resposta de sobressalto é apresentada a partir dos dados brutos j&
que os dados passaram nos critérios de normalidade e homocedasticidade. ANOVA de dois
fatores seguida do teste HSD de Tukey-Kramer, com a probabilidade de rejei¢cdo de HO
estabelecida em 5%.
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3.10. Experimento 3 — Analise dos efeitos da modulagdo GLU cortical sobre a resposta
eletrofisiologica condicionada de animais submetidos a administragdo sistémica de duas
doses de KET.

3.10.1. Sujeito experimental

Para este experimento, foram utilizados 96 ratos machos Hannover, com peso inicial
de 220 g (£10 g).

3.10.2. Cirurgia

Conforme descrito no item 3.4.

3.10.3. Administracéo de drogas.

Conforme o descrito em 3.6.

3.10.4. Setup, geragdo de estimulos e registro dos PEAs corticais.

Conforme descrito em 3.7.

3.10.5. Aparato experimental.

Conforme descrito em 3.8.3.

3.10.6. Delineamento experimental

Este experimento objetivou analisar a influéncia da neurotransmissdo GLU no
desenvolvimento da resposta eletrofisiol6gica aprendida relacionada ao contexto em animais
tratados com duas doses de KET, sendo uma delas uma dose subanestésica, e testados
durante a abstinéncia da droga, através da administragéo intra-CA do agonista de receptores
de GLU do tipo NMDA, ou do antagonista desses mesmos receptores AP-7. Grupos
independentes de animais foram utilizados de forma a avaliar o impacto das varidveis

independentes utilizadas sobre os PEASs registrados no CA. Ao final dos experimentos, 0s
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grupos experimentais foram constituidos da forma a seguir (para um N total de 96 animais,

com 7 deles removidos dos experimentos em funcdo de problemas no registro dos sinais,

totalizando + 6% de descarte) (ver Tabela 3 abaixo):

© © N o O

© N o O

Teste com NMDA

Grupo controle AA (animais tratados e testados no contexto A): n=6

Grupo controle AB (animais tratados no contexto A, e testados no contexto B): n=6
Grupo controle NMDAJ/AA (animais tratados e testados no contexto A, ap6s uma
injecdo intra-CA de NMDA): n=5

Grupo controle NMDA/AB (animais tratados no contexto A, e testados no contexto
B, apds uma injecéo intra-CA de NMDA): n=6

Grupo KET 10 NMDA/AA: 5

Grupo KET 10 NMDA/AB: 6

Grupo KET 80 NMDA/AA: n=6

Grupo KET 80 NMDAJ/AB: n=5

Teste com AP7

Grupo controle AA (animais tratados e testados no contexto A): n=5

Grupo controle AB (animais tratados no contexto A, e testados no contexto B): n=6
Grupo controle AP7/AA (animais tratados e testados no contexto A, apds uma
injecéo intra-CA de AP7): n=6

Grupo controle AP7/AB (animais tratados no contexto A, e testados no contexto B,
apos uma injecdo intra-CA de AP7): n=5

Grupo KET 10 AP7/AA: 6

Grupo KET 10 AP7/AB: 5

Grupo KET 80 AP7/AA: n=5

Grupo KET 80 AP7/AB: n=6
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Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Grupos Condicionamento TESTE
Controle Sal AA Cirurgia Habituagdo Salina/Droga no Contexto A NMDA/AP7 == PEA (A)
Sal AB Cirurgia Habituagdo Salina/Droga no Contexto A NMDA/AP7 == PEA (B)
Sal AA Cirurgia Habituacdo Salina/Droga no Contexto A NMDA/AP7 == PEA (A)
Sal AB Cirurgia Habituagdo Salina/Droga no Contexto A NMDA/AP7 == PEA (B)
S KET 10 AA | Cirurgia Habituagdo Salina/Droga no Contexto A NMDA/AP7 == PEA (A)
KET 10 AB | Cirurgia Habituagdo Salina/Droga no Contexto A NMDA/AP7 == PEA (B)
KET 80 AA | Cirurgia Habituagdo Salina/Droga no Contexto A NMDA/AP7 == PEA (A)
KET 80 AB | Cirurgia Habituagdo Salina/Droga no Contexto A NMDA/AP7 == PEA (B)

Tabela 3. Desenho experimental dos procedimentos, totalizando os 9 dias de experimentos:
cirurgia, habituacdo (3 dias), condicionamento (4 dias) e teste, momento em que foram
administrados 0 NMDA ou AP7.

Novamente, a atribuicdo de grupos independentes para os testes nos contextos AA e
AB foi necesséria para evitar o desenvolvimento de aprendizagem aversiva induzida pela
exposicdo continua ao estimulo sonoro utilizado (clicks). O experimento envolveu trés

etapas: habituacdo, condicionamento e teste.

1. Habituagé&o: Ver item 3.8.5.

2. Condicionamento: Idem

3. Teste: O teste foi realizado 24h apds as sessdes de condicionamento. Nesta etapa 0s
animais de cada grupo, controle, controle/NMDA, KET 10/NMDA e KET
80/NMDA, foram divididos em outros dois, perfazendo entdo um total de oito
grupos, metade deles testados no contexto A (0 mesmo contexto em que foram
condicionados), e a outra metade testada no contexto B (o ambiente novo).

3.10.7. Perfuséo e histologia

Como descrito em 3.8.6. Os pontos de estimulacdo estdo representados nas Figuras

12 e 13, abaixo, de acordo com o atlas de Paxinos and Watson (2008).

50



Incrocci R. M.MATERIAIS E METODOS

O CTAxA

@ cTAsB

@ CTNMDAAA
@ CTINMDAAB
@ Ket1ONMDAAXA
@ Ket10/NMDAAXB
@ Ket80/NMDAAXA
@ KetBUNMDAA<B

ImerT L

Bregma -3.96 mm Bregma -4.08 mm Bregma -4.20 mm Bregma -4.36 mm

Figura 12. Representacdo esquematica das areas de inser¢do dos quimitrodos no CA, de
acordo com o atlas Paxinos & Watson (2008). Foram utilizados oito grupos independentes,
testados em duas condi¢des, ap6s uma injecdo intra-CA de NMDA. AA: animais
condicionados no contexto A e testados no contexto A. AB: animais condicionados no
contexto A e testados no contexto B.

O CTAxA

® cras

@ CTAPTAA
@ CT/APT AB
@ Ket10/APT AxA
@ Ket10/AP7 AXB
© KetBO/APT AxA
@ Ket8O/APT AxB

LTS

Bregma -3.96 mm Bregma -4.08 mm Bregma -4.20 mm Bregma -4.36 mm

Figura 13. Representacdo esquematica das areas de insercdo dos quimitrodos no CA, de
acordo com o atlas Paxinos & Watson (2008). Foram utilizados oito grupos independentes,
testados em duas condicdes, ap6s uma injecdo intra-CA de AP7. AA: animais condicionados
no contexto A e testados no contexto A. AB: animais condicionados no contexto A e testados
no contexto B.

3.10.8. Andlise estatistica

Como um todo, os dados coletados ndo passaram nos critérios de normalidade e
homocedasticidade. Portanto, estes foram normalizados com a aplicacéo da a raiz quadrada
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dos valores brutos, e analisados posteriormente com uma Analise de Variancia de trés vias
(three-way ANOVA), considerando os grupos (controle x NMDA ou AP7), os tratamentos
(salina x x KET10 x KET 80), e o contexto de teste (AAXAB) como os fatores principais.
A porcentagem de alteracdes induzidas pelo tratamento (controle x doses de KET) foi
analisada através de uma Anélise de Variancia de um fator (one-way ANOVA). Na auséncia
de interagdo significativa entre os fatores, foram realizadas andlises secundarias com a
utilizacdo de uma two-way ANOVA para cada contexto do teste (AA e AB). Em qualquer
dos casos, em caso de significancia estatistica, analises a posteriori foram realizadas com a
utilizag&o do teste de Tukey-Kramer para N desiguais. Comparagdes por pares (AA x AB)
foram realizadas com o Teste t, bicaudal, para amostras independentes, para cada dose de
KET. Diferencas observadas entre as laténcias foram analisadas com uma two-way ANOVA
seguida do teste de Tukey. Uma probabilidade de < 5% para rejei¢do de HO foi considerada
estatisticamente significativa. A andlise estatistica foi realizada com o pacote estatistico
Statistica (StatSoft, Inc., version 12.5, Palo Alto, CA, USA).

3.10.9. Resultados

Os dados estdo representados como a média + erro padrdo. As Figura 14, 15 e 16
apresentam PEAs tipicos registrados no CA de ratos. Os efeitos da inje¢do local intra-CA de
PBS ou NMDA sobre os PEAs de animais tratados com duas doses KET estdo apresentados
na Figura 17. A ANOVA apontou uma diferenca significativa mostrou que analise de
variancia de dois fatores indicou uma diferenca significativa entre os tratamentos
(F2,1=14,34; p<0,0001) e no fator condicdo do teste (contexto pareado X contexto nado
pareado com a droga: F12=4,29; p=0,057). Nao foi encontrada interacao significativa entre
esses fatores (F2,31=2,03; p=0,15) (Figura 7).

Controle PBS
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Figura 14. Representacdo esquematica de um potencial de campo registrado no CA como
resultado da aplicacdo de um estimulo sonoro. A esquerda, estdo apresentados os PEAS
induzidos em animais do grupo controle. A direita, estdo apresentados os PEAs evocados em
animais do grupo controle, ap6és uma administracdo intra-CA de tampédo fosfato (PBS).
Apesar da aplicacdo de promediacdo dos sinais, nota-se ainda a presenga de ruidos,
provavelmente devido a captagdo de potentes potenciais neuromusculares, ja que 0s animais
foram testados na auséncia de sedacéo.
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Figura 15. Representacdo esquematica de um potencial de campo registrado no CA como
resultado da aplicacdo de um estimulo sonoro. A esquerda, estdo apresentados 0s PEAS
induzidos em animais do grupo controle. Ao centro e a direita os evocados em animais do
grupo KET 10 e KET 80 mg/kg, respectivamente. Em qualquer dos casos, o registro foi
efetuado apds uma injecdo intra-CA de NMDA. Apesar da aplicacdo de promediacdo dos
sinais, nota-se ainda a presenca de ruidos, principalmente nos grupos tratados com KET 10
mg/kg.
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Figura 16. Representacdo esquematica de um potencial de campo registrado no CA como
resultado da aplicacdo de um estimulo sonoro. A esquerda, estdo apresentados os PEAS
induzidos em animais do grupo controle. Ao centro e a direita os evocados em animais do
grupo KET 10 e KET 80 mg/kg, respectivamente. Em qualquer dos casos, o registro foi
efetuado ap6s uma injecéo intra-CA do antagonista de receptores de GLU do tipo NMDA
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Figura 17. A administracdo intracerebral de NMDA no CA aumenta a resposta
eletrofisiologica em ratos previamente condicionados do grupo controle e testados no
ambiente novo (B), e reduz a amplitude desses potencias nos animais tratados com KET 80
mg/kg, testados na mesma condi¢do. AA: condicionamento e teste realizados no mesmo
contexto. AB: condicionamento realizado em A, e teste de abstinéncia em B. Os dados,
normalizados, estdo representados com a média + EPM. Three-way ANOVA seguida pelo
teste HSD Tukey-Kramer, para grupos com N diferentes. Os graficos menores (insets)
mostram a porcentagem das alteragdes nos PEAs registrados no CA para cada grupo
utilizado (x = ABx10 /AA-100). Foi utilizada estatistica comparativa e teste t ndo pareado.
O nivel de probabilidade de rejeicdo de HO foi estabelecido em 5%.

A ANOVA apontou diferencas significativas no fator tratamento (saline x KET 10 x
KET 80) (F2,1=26,85; p=0,001) e no fator drogas (PBS x NMDA) (F1,1=9,00; p=0,005). Nao
foi detectada interacdo significativa entre os fatores (F1,40=0,67; p>0.05). A analise post-hoc

pos-hoc revelou que os efeitos detectados se relacionam a capacidade do NMDA de acentuar
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0s PEAs de animais do grupo controle, quando expostos ao contexto B. Por outro lado, a
administracdo de NMDA diretamente no CA, reduz os mesmos potenciais de campo em
animais do grupo KET 80 testados na mesma condigéo (Figura 17). O teste t mostrou que a
porcentagem média de PEAs corticais no grupo controle testado no contexto nao pareado é

significativamente maior que todos os outros (Figura 17, % Controle).
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Figura 18. A administracdo intracerebral de AP7 no CA aumenta a resposta
eletrofisiol6gica em ratos previamente condicionados do grupo controle e daqueles tratados
com KET 80 mg/kg, testados no ambiente novo (B). AA: condicionamento e teste
realizados no mesmo contexto. AB: condicionamento realizado em A, e teste de abstinéncia
em B. Os dados, normalizados, estdo representados com a média + EPM. Three-way
ANOVA seguida pelo teste HSD Tukey-Kramer, para grupos com N diferentes. Os graficos
menores (insets) mostram a porcentagem das altera¢fes nos PEAS registrados no CA para
cada grupo utilizado (x = ABx10 /AA-100). Foi utilizada estatistica comparativa e teste t
ndo pareado. O nivel de probabilidade de rejeicdo de HO foi estabelecido em 5%.
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4. DISCUSSAO

O registro de potenciais evocados é uma ferramenta bastante util na avaliacdo da
integridade estrutural e fisiologica do SNC. Embora técnicas de imagem, como a ressonancia
magnética, tenham se tornado cada vez mais importantes no diagnostico de doencas
neuroldgicas, nos ultimos 30 anos, muitos neurologistas continuam a empregar o registro de
potenciais de campo em aplicacdes clinicas especificas (Morris et al., 1989; Brasil-Neto,
1992; Lascano et al., 2017). Como exemplo, o0 registro de potenciais decorrentes da
estimulagdo gustativa, olfativa, auditiva, tatil, e dolorosa podem ser utilizados como
marcadores clinicamente relevantes de diversos distdrbios neurodegenerativos, ai incluidos
a doenca de Parkinson (Liu et al., 2017), doenca de Alzheimer (Tachibana et al., 1996),
epilepsia (lwasaki et al., 2010), esclerose multipla (CALUGARU et al., 2016), além de
outras neuropatias (Oh et al., 2015). No campo do transtorno mental o registros dos
potenciais de campo adquire importancia no estudo da ansiedade patoldgica (Drake et al.,
1991), do transtorno depressivo maior (Kim et al., 2021), na esquizofrenia (Li et al., 2013),
e na dependéncia quimica (Garg et al., 2015), incluindo o alcoolismo (Steinhauer et al.,
1987).

Portanto, os potenciais evocados se mostram como biomarcadores confidveis de
progressdo de varias doencas neuroldgicas. Dentre toda a gama de potenciais de campo
passiveis de registro, em nosso estudo utilizamos aqueles de natureza auditiva (PEAS), dada
nossa experiéncia no registro desse tipo de sinal (Nobre et al., 2003; Brandao et al., 2005;
Nobre and Brandao, 2011; Nobre, 2013; Paliarin et al., 2018, 2018). Com este procedimento,
em nosso primeiro experimento, avaliamos os efeitos de duas doses do anestésico
dissociativo KET, uma delas francamente sedativa, sobre o comportamento de ratos de
laboratorio submetidos a procedimentos de condicionamento contextual, usando os
potenciais de campo eletrofisioldgicos do CA como resposta condicionada. Os resultados
mostram que o tratamento com placebo, assim como com a dose de 10 mg/kg, administrada
por via s.c., ndo altera os padrdes de resposta dos animais.

Por outro lado, nos animais tratados com a dose mais alta de KET (80 mg/kg),
observamos uma acentuacéo significativa na amplitude dos PEAs. Dada a existéncia deste
fendmeno, e a inexisténcia de algum viés experimental induzido equivocadamente ao longo
de nossos experimentos, estes dados sugerem que, durante os efeitos da anestesia induzida

com o uso de KET em altas doses, 0s processos de aprendizagem se mantém intactos, neste
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nivel encefalico. Ainda, como este fendmeno nédo foi observado nos animais tratados com
placebo, podemos admitir que ele resulta dos efeitos préprios da KET, na concentracao
utilizada.

Além de induzir alteracGes nas fun¢Ges comportamentais e cognitivas (Malhotra et
al., 1997; Umbricht et al., 2000), a utilizacdo de KET pode alterar os potenciais fisiologicos
de uma maneira consistente com a esquizofrenia (Maxwell et al., 2006). Na verdade, a KET,
quando utilizada em doses altas, pode causar alteracdes na reatividade neural em varias
regibes encefalicas responsaveis pelo processamento de uma variedade de estimulos
sensoriais, incluindo os auditivos; apesar desta droga ndo promover de fato um bloqueio
sensorial efetivo, um efeito que tem sido chamado de anestesia “dissociativa” (Corssen and
Domino, 1966). De fato, é suposto que a KET rompe os processos de personalidade
justamente por induzir uma sobrecarga sensorial resultante de uma quebra homeostéatica de
processos relacionados ao que conhece como filtro sensério-motor (sensorimotor gating),
um controle complexo da regulacdo da informacgdo sensorial que ascende aos sistemas
corticais (bottom-up processes) e que, quando perturbado permite a entrada de estimulos
sensoriais irrelevantes, dificultando entdo o processamento de informacdes relacionadas a
percepcao da realidade como de fato se apresenta (Mansbach and Geyer, 1989; Sandner et
al., 2002; Maxwell et al., 2006). Estas informacdes nos ajudam a entender os resultados
obtidos, e de certa forma desconcertantes, ja que 0s animais de nosso estudo, tratados com
KET 80 mg/kg, foram condicionados ao longo de 4 dias num estado de franca sedacdo, mas
testados na auséncia dos efeitos da droga, no que chamamos de condicdo de abstinéncia.
Dados oriundos de um estudo anterior de nosso laboratorio reforcam estes achados (Incrocci
etal., 2018).

De forma semelhante ao alcool etilico, a KET, sobretudo em altas doses, perturba o
padrdo normal de expressdo dos PEAS registrados no nucleo central do Cl, de tal forma que
um “rebote” sensorial € induzido ap6s a interrup¢do do um tratamento crénico. Dada sua
relacdo importante com areas corticais, incluindo o mPFC, e o CA, esta estrutura também
desempenha um papel importante nas fungdes corticais (Mitani et al., 1983; Markovitz et al.,
2013; Vollmer et al., 2017). Portanto é possivel que as alteracfes induzidas pelo tratamento
com KET 80 mg/kg sejam decorrentes de mudancas promovidas pela droga em sistemas a
montante, particularmente aqueles relacionados ao processamento da informacéo auditiva,
0 que pode nos ajudar a fornecer novas informagdes sobre a compreenséo da fisiopatologia

de alguns sintomas psicoticos, incluidos ai os fenbmenos alucinatdrios auditivos.
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A consolidacdo de tracos de memoria € um fendmeno transformativo continuo
relacionado aos processos de codificacdo e recuperacdo de representagdes mentais, ou de
processos que transformam novas representacfes mentais em memorias duradouras (Dudal
et al., 2015; Squire et al., 2015). A grande maioria dos estudos sobre a aprendizagem e
memaria ocorrem em sujeitos experimentais com o estado de consciéncia preservada. Menos
comumente se encontra trabalhos que avaliam processos de aprendizagem na auséncia de
sedacdo/anestesia. Alguns estudos, entretanto, tem demonstrado que a aquisicdo e
manutencdo de novas memdrias associativas podem ocorrer a revelia desses estados, como
durante o sono (de Lavilléon et al., 2015), e durante anestesia profunda, induzida por uma
variedade de agentes incluindo o pentobarbital (associado a adrenalina) (\Weinberger et al.,
1984), o anestésico de inalacdo halotano (Pang et al., 1996), e a KET (Edeline and
Neuenschwander-ElI Massioui, 1988). Neste Gltimo estudo, o pareamento de um estimulo
condicionado com um chogue nas patas, em animais anestesiados com KET, resultou numa
supressdo significativa da resposta de pressao a barra para obtencdo de alimento quando os
animais foram testados 7 dias ap6s o condicionamento.

Os dados obtidos em nosso segundo experimento onde animais anestesiados com
uma dose alta de KET foram submetidos a condicionamento aversivo, com a utilizacéo de
choques nas patas como estimulo incondicionado em associagdo com um estimulo luminoso
como estimulo condicionado, para induzir a expressao de sobressalto potencializado pelo
medo, se adequam a este resultado.

Os dados acima reforcam uma série de proposicdes. Primeiro, para que 0
condicionamento tenha ocorrido é necessario que a percepc¢do do estimulo estressor tenha
sido mantida. Portanto, animais anestesiados com KET parecem preservar a capacidade de
perceber estimulos sensoriais, a revelia de sua capacidade de conscientemente perceber o
ambiente. Corroborando esta afirmacéo, trabalhos classicos mostram que esta droga ndo €é
eficaz em abolir as respostas neurais evocadas no corso dorsal da medula espinhal a
estimulos periférico nocivos e ndo nocivos, mesmo em doses que blogueiam completamente
os receptores NMDA (Anis, N.A., Headly, P.M., Lodge, D. and West, D.C., 1982; Allen,
A.; Dawkins, S.; Headley, P.M.; Roe, C.; West, D. C., 1983; Headley et al., 1987). Ainda,
ndo apenas parece ser possivel perceber a estimulacdo aversiva, mas também fazer
associacOes destes efeitos com o contexto no qual a estimulacdo acontece. A KET é um

antagonista de receptores de GLU do tipo NMDA, neurotransmissor importante no controle
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da plasticidade sinéptica e dos processos de memoria (Riedel et al., 2003). O bloqueio desses
receptores causa prejuizos na plasticidade sinéptica, além de comprometer o aprendizado e
a memoria. Sendo a KET um antagonista de receptores dessa classe, os efeitos obtidos em
nossos experimentos podem se dever a sua acdo em outros neurotransmissores,
particularmente os receptores opioides (Smith et al., 1987; Haller et al., 2002; Williams et
al., 2018) e serotonérgicos (Martin et al., 1982; Lopez-Gil et al., 2019), ou devido a sua agdo
paradoxal sobre a excitacdo cortical decorrente do aumento dos niveis de glutamato
(Moghaddam et al., 1997; Abdallah et al., 2018; Silberbauer et al., 2020).

Em ensaios clinicos, Thomson et al., (1985) demonstraram que doses subanestésicas
de KET exacerbam sintomas pré-existentes de esquizofrenia (Lahti et al., 1995a, 1995b,
2001), além de eliciar, em individuos saudaveis, um ampla gama de sintomas associados a
este transtorno, sintomas esses sensiveis a funcao do cortex pré-frontal (Ghoneim et al.,
1985; Malhotra et al., 1996). Essas a¢gdes fundamentam atualmente a hipétese GLU da
esquizofrenia (Kim et al., 1980; Deakin et al., 1989; Utas and Cotman, 1993). Em nosso
trabalho, a utilizacdo de uma dose ndo anestésica ndo produziu qualquer efeito tanto sobre o
condicionamento eletrofisiolégico contextual quanto sobre a expressdo da resposta
condicionada de medo de animais condicionados com uma dose anestésica de KET. No
entanto, estes potenciais de campo foram registrados no CA e, até 0 momento, nao esta claro
ainda até que ponto um agente anestésico pode influenciar a resposta neural desta regido a
um estimulo auditivo. Em um estudo comparando as respostas de neurdnios do CA em
animais anestesiados com duas diferentes composicGes de agentes (KET e xilazina, ou
medetomidina, midazolan e butorfanol) (Osanai and Tateno, 2016), embora as duas
condigdes misturas tenham apresentado pouco ou nenhum impacto na transmissao de sinais
da periferia para 0 CA, 0s neurdnios de animais tratados com medetomidina, midazolan e
butorfanol apresentaram significativamente maior inibicdo em compara¢do com aqueles que
recebem KET e xilazina. Isto sugere que, assim como no cortex pré-frontal medial, a KET
carece de uma agéo inibitoria nesta regiéo.

Portanto, também estes resultados corroboram parte dos achados de nossos
experimentos, na medida em que o aumento na amplitude dos PEAs registrados no CA foram
observados nos animais anestesiados, apenas, sendo que este fortalecimento parece resultar
de condicionamento induzido pela associacdo droga/contexto. Vale ressaltar que as laténcias

dos potenciais ndo foram influenciadas pelos tratamentos em nenhum dos grupos, mostrando
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que as alteragdes produzidas ndo se referem a um atraso no processamento, mas na qualidade
das informacGes que chegam até ao CA.

Como informado anteriormente, estudos prévios de nosso laboratério mostram que
0 processamento da informacao sensorial auditiva no coliculo inferior é claramente alterado
por doses anestésicas de KET (Incrocci et al., 2018). O coliculo inferior é a regido do cérebro
conhecida por ser um importante relé sensorial e também de funcdes cognitivas, incluindo
as experiéncias emocionais aversivas (Brandao et al., 1988, 1993; Nobre et al., 2003; Nobre
and Brandao, 2011). No sistema auditivo o CA envia extensas projecoes para varios nucleos
envolvidos com o processamento dos sons, incluindo o corpo geniculado medial do tAlamo
(Alitto and Usrey, 2003; Rouiller and Durif, 2004), e o CI (Saldafia et al., 1996; Bajo et al.,
2007). Apesar disso, 0 bloqueio desta atividade cortico-colicular de retorno (feedback)
produz pouco efeito sobre a atividade do CI (Blackwell et al., 2020). Todas estas
informacgdes parecem indicar que a acdo da KET, em doses anestésicas, sobre os PEAS, e
consequentemente sobre o funcionamento do CA decorre de sua agéo sobre todo o sistema
auditivo. Dessa forma, ao inibir o funcionamento do filtro sensorial mesencefalico, a KET
poderia facilitar o condicionamento em estruturas corticais em fungcdo do aumento da
atividade GLU nesta regido, em animais treinados sobre sedacdo/anestesia. Para entender a
importancia dos receptores de GLU do CA neste processo, em nosso terceiro experimento
realizamos a modulacéo da neurotransmissdo GLU no CA, através da administragdo local
do agonista de receptores de GLU NMDA, e do antagonista destes mesmos receptores AP7.

No presente estudo, nds direcionamos nossa atencdo na avaliacdo do
desenvolvimento de uma resposta eletrofisiolégica condicionada eliciada no CA como
resultado da associacdo entre os efeitos da KET e as pistas contextuais presentes no contexto
de condicionamento. Os dados coletados mostram que a administracio de NMDA
diretamente no CA reduz significativamente os PEAS eliciados no grupo tratado com KET
em alta dose, além de acentuar estes mesmos potenciais nos animais do grupo controle
testados no ambiente n&o utilizado no condicionamento (contexto B).

O aumento nas amplitudes dos PEAs pode resultar de plasticidade neural no CA.
Galambos et al., (1956), mostraram que alteracdes eletrofisiologicas podem ser observadas
no CA de gatos condicionados a um estimulo auditivo. A exemplo disso, destaca-se também
o0 estudo de Carrascal et al., (1990), onde a atividade metabolica desta regido foi medida apés
um processo de condicionamento no qual alimento foi utilizado como reforgo. Os resultados

mostraram que as alteragdes nas atividades do cdrtex auditivo sdo bastante dependentes do
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que os pesquisadores chamaram de “the behavioral meaning of the stimulus”, literalmente,
“o significado comportamental do estimulo”. Neste contexto, cumpre notar que a KET
apresenta potente efeito reforcador. Apesar de ndo estar bem claro de que forma substancias
que induzem sensacdo de dissociacdo podem induzir abuso, sabe-se que animais de
laboratério podem facilmente aprender a autoadministrar KET (Moreton et al., 1977; Strong
et al., 2019). Como em nosso estudo os animais foram condicionados ao longo de quatro
sessOes didrias com KET, é possivel que os efeitos observados no tratamento sejam devidos
a abstinéncia induzida por tolerancia condicionada ao contexto.

Dentre outros caracteristicas farmacoldgicas, a KET apresenta a propriedade de
antagonizar receptores NMDA localizados em interneurdnios inibitorios GABAérgicos no
cortex frontal (Moghaddam et al., 1997; Chatterjee et al., 2012), o que resulta na reducéo da
liberacdo de GABA e consequente desinibicdo de neurbnios piramidais, com elevacédo de
niveis extracelulares de GLU (Moghaddam et al., 1997; Kim et al., 2011). Estas projecGes
GLU corticais exercem um papel modulador do tipo top-down sobre diversas areas
subcorticais, incluindo o ndcleo accumbens, a principal estrutura dos ganglios da base para
a qual aferem informacdes das regides corticais e limbicas responsaveis pela modulacéo de
comportamentos motivados, incluindo o abuso de substancias. Portanto, em nosso estudo, €
possivel também que, ao longo do condicionamento tenha ocorrido uma reducao nos efeitos
da KET sobre a eletrofisiologia dos neurdnios do CA, em funcdo de rapida tolerancia
associada ao contexto. Vale ressaltar que a KET apresenta também profunda acao excitatoria
sobre 0s mecanismos dopaminérgicos. Varias evidéncias sugerem que este efeito é
secundario a sua acao principal sobre 0s neurbnios GABAérgicos na medida em que estas
células regulam eferéncias excitatdrias direcionadas a neurbnios dopaminérgicos
mesencefalicos.

Em nossos experimentos, ao utilizarmos o NMDA, administrado diretamente no CA,
observamos uma reducdo significativa na excitacdo neural desta estrutura, medida pelo
registro dos PEAs. Faz sentido que este efeito ocorra se admitirmos que, durante o teste, a
tolerancia induzida pelo tratamento continuo com KET em alta dose se perde, em funcédo da
exposicdo agora a um ambiente ndo associado com a droga e seus efeitos. Na verdade, sabe-
se que a tolerancia aos efeitos de uma droga psicoativa pode ser mais acentuada em contextos
nos quais a substancia é geralmente utilizada, mais do que em contextos ndo usuais (Siegel,
1975, 1975; Crowell et al., 1981; White et al., 2002). A existéncia de tais processos podem

ter grandes implicacGes, tanto na pesquisa basica, quanto no trabalho clinico e hospitalar.
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Como exemplo, Siegel et al., (1982) argumentaram que o surgimento de tolerancia
condicionada poderia explicar o grande nimero de casos de toxicidade intensa aos efeitos
de opioides em usuarios cronicos. Portanto, ambientes ndo usuais poderiam eliciar no
usuario, o que se chama de “respostas compensatorias condicionadas” (Newlin, 1986;
Duncan et al., 2000), uma resposta autonémica oposta em direcéo aos efeitos da droga, e um
fendmeno chave no desenvolvimento da dependéncia quimica.

Na ultima parte de nossos experimentos, tendo em conta que o condicionamento com
doses anestésicas de KET elicia um descompasso eletrofisiologico resultante da associacdo
efeitos da droga/contexto, e que estes efeitos podem ser modulados pelo agonista de
receptores de GLU NMDA, mostrando o desenvolvimento de aprendizagem associativa,
mesmo em irresponsividade, tentamos reforcar a importancia dos receptores NMDA nestes
processos, através da administracdo, desta feita, do antagonista destes receptores, AP7,
diretamente no CA. N&o foram observadas diferengas significativas nos grupos,
considerando o contexto de teste, exceto no grupo condicionado com a dose de 80 mg/kg de
KET. Na verdade, contrario aos efeitos dos efeitos do NMDA, a administracdo de AP7
aumentou significativamente a amplitude desses potenciais. A luz do que se discutiu até o
presente momento, este aumento pode ser visto como um restauro dos potenciais
eletrofisiol6gicos evocados nesta estrutura a sua condicéo basal. Por certo que a confirmacéo
de tal afirmacdo depende da realizagdo de experimentos adicionais, particularmente
utilizando modelos de autoadministracdo associados ao registro in vivo dos potenciais de
campo, e a modulacdo de outros receptores como os do tipo GABAAa, no CA. Além disso,
ha que se investigar o processamento da informacdo auditiva ao longo dos principais nucleos
desse sistema, particularmente o coliculo inferior e o talamo auditivo. Além disso, torna-se
necessario investigar os efeitos da KET sobre o funcionamento dos neurdnios hipocampais
ja que o condicionamento contextual difere do condicionamento realizado com a utilizacao
de estimulos condicionados explicitos. Como exemplo, lesGes do hipocampo posteriores ao
condicionamento com som/choque nas patas interferem na expressdo da resposta de medo
ao contexto, mas ndo ao som propriamente (Lu and Wehner, 1997; Oler and Markus, 1998).

Os dados discutidos até agora devem ser interpretados com cautela, considerando
algumas peculiaridades de nossos experimentos. Primeiro, as amplitudes dos PEAs podem
ser influenciadas significativamente pela movimentacdo do animal na gaiola de contencéo,
ja que os potenciais neuromusculares tendem a injetar forte ruido nos sinais coletados. Para

reduzir essa influéncia os animais foram habituados regularmente as condig¢fes de
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condicionamento e teste. Segundo, a qualidade do implante afeta, sobremaneira, a coleta
dos sinais, ja que o surgimento de gliose no local de implante do eletrodo aumenta a
resisténcia, reduzindo por sua vez a condutancia dos potenciais. Terceiro, a intensidade e a
frequéncia de utilizacdo dos estimulos utilizados (clicks) podem se somar aos experimentos
como fator aversivo considerando que, apesar do tempo de seus apresentagdo Ser curto
(50ms) a intensidade é alta (95 dB). Ainda, nos estudos de Simpson & Knight (1993) em
ratos, os autores sugerem que os PEAs eliciados no CA sdo amplamente limitados pela
lateral do cranio, com poucas contribui¢cGes do cranio dorsal ou do vertex. O nimero de
animais utilizados foi também motivo de variabilidade j& que os grupos se diferenciaram em
termos neste quesito. O tratamento estatistico, entretanto, visou justamente atenuar este viés,

principalmente utilizando testes mais conservadores, como no teste de Tukey-Kramer.
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5. CONCLUSOES

Concluimos que altas dosagens de KET sdo capazes de causar uma acentuagdo na amplitude
dos potenciais auditivos, pode-se inferir que este aumento significativo € proveniente do
condicionamento induzido pela associacdo droga/contexto, sugerindo que o0 processo de

aprendizagem se mantém intactos, sobretudo no nivel encefalico do CA.

A utilizacdo de dosagem ndo anestésica, de 10mg/kg, ndo ocasionou nenhuma alteracéo
eletrofisiologica, mostrando -se similar ao grupo controle. O mesmo ocorreu no experimento

comportamental sobressalto potencializado pelo medo. J& na dosagem de 80 mg/kg,

Os efeitos comportamentais e eletrofisioldgicos da KET foram observados com poucos dias
de condicionamento, 0 que sugere que a tolerancia farmacologica aos efeitos da KET €

rapida.
O achado mais importante foi a observacdo de que a percepgdo dos animais a estimulos

sensoriais ainda que submetidos a uma dosagem que impedisse que este processo seja

realizado de forma consciente.
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Abstract

In the present report, our focus is on the effects of one low and one higher dose of
ketamine on the field potentials recorded in the primary auditory cortex (AC) of rats,
measured as changes in latency and auditory evoked potentials (AEPS). For this, one
bipolar stainless-steel enameled wire twisted electrode was aimed at the primary auditory
cortex (AC) to determine the influence of drug effects-context pairing on the expression of
a physiological response. We found that an anesthetic dose of ketamine (but no a low dose)
can induce associative learning when the animals are tested twenty-four hours after the last
conditioning session. On the other hand, a rebound enhancement of AEPs following
exposure to the non-related drug environment ensues, probably due to the loss of tolerance
to ketamine effects promoted by exposure to novelty. The findings of the present study are
in agreement with previous research demonstrating that the repeated pairing of ketamine
effects with contextual cues can lead to an enhancement of the response, with tolerance to

drug effects being expressed when such cues are not present.

82



Incrocci R. M.6. ANEXOS

1. Introduction

Seventy years ago, Parke-Davis industries were looking for an ultimate anesthetic
agent with analgesic properties combined with hypnotic-producing effects, in the absence
of significant cardiovascular and respiratory depression and behavioral toxicity, as well
(Corssen and Domino, 1966). From these drugs, CI-400 also known as ketamine (N-ethyl-
1-phenyl-cyclohexamine chlorhydrate) showed to be preferred over its precursor C1-395
also known as phencyclidine or PCP (phencyclidine or N-1-phenyl-cyclohexyl-piperidine
[PCP] chlorhydrate). Overall, although both drugs induce severe psychodysleptic
disturbances, including vivid dreams, hallucinations — sometimes involving outer space
experiences —, ketamine showed lower and shorter outcomes than PCP. Since then, due to
its reinforcing and rewarding side-effects, the non-medical use of ketamine has grown
progressively worldwide with the drug becoming increasingly popular (\Weiner et al.,
2000; Sassano-Higgins et al., 2016).

Pharmacologically, ketamine is a non-competitive N-Methyl-D-aspartate (NMDA)
receptors antagonist with strong dissociative and sedative anesthetic properties whose
administration elicits sensory, cognitive, and motor disturbances, and memory deficits
(Tricklebank et al., 1989; Carlsson, 1993; Imre et al., 2006; Kos et al., 2006; Morgan and
Curran, 2006), besides the severe risk of drug misuse (Lim, 2003; Trujillo et al., 2011,
Sassano-Higgins et al., 2016). Aside from the effect on behavior and cognitive function, it
has been shown that ketamine can disturb auditory evoked potentials (AEPS) in a way
consistent with schizophrenia (Maxwell et al., 2006); an effect probably related to the
sensory overload resulting from the weakening of the inhibitory cortical top-down control
on the mesencephalic bottom-up processes, resulting in the induction of psychotic-like
symptoms (Powers et al., 2015). In humans, these auditory hallucinations are reputed to be

due to functional and/or structural abnormalities in several regions of the brain auditory
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system, among them the inferior colliculus (Martinez-Granados et al., 2014), and the
frontal and temporal cortex (Lennox et al., 2000).

In the midbrain, it has been suggested that ketamine changes primarily auditory
signaling by disrupting electrophysiological responses recorded in the auditory colliculi
(Incrocci et al., 2018), the most important relay involved in several aspects of behavior as
sound-oriented action (Blackwell et al., 2020), emotionality (Brandao et al., 2003), and
personality (Martinez-Granados et al., 2014). The influence of the inferior colliculus on
ascending auditory information seems to be under modulation of the auditory cortex (AC)
(Blackwell et al., 2020) and the primary AC undergoes neuroplasticity that modulates the
emotional features of auditory information (Recanzone et al., 1993; McGann, 2015).
Therefore, it is expected that context-dependent changes on cortical AEPs ensue following
associative learning induced by repeated ketamine administration, a drug that shares the
ability to increases the risk of dependence by eliciting unconditioned craving and
withdrawal responses (Chatterjee et al., 2011; Walgren et al., 2014; Chen et al., 2020).
Notably, impairments in learning and memory processing have long been associated with
chronic ketamine use (Liu et al., 2016). Therefore, given that the ability of ketamine to
induce electrophysiological impairments in the auditory system, in the present report we
drive our efforts to the study of the electrophysiological responses induced downstream the
inferior colliculus, precisely at the primary auditory cortex of albino rats, following
exposure of the subjects to an associative learning procedure using ketamine effects and
environmental cues as main independent variables. In this regard, auditory conditioning to
a tone predicting rewarding or punishing has been previously reported (Recanzone et al.,
1993; Rutkowski and Weinberger, 2005; Bieszczad and Weinberger, 2012; Leon et al.,

2017). However, in the present study, our focus is on the learned conditioned tolerance to
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the effects of ketamine, measured as changes in latency and AEPs amplitude, recorded in
the AC of rats previously submitted to a drug/context association.

2. Materials and methods

2.1. Animals and housing conditions

Forty-four male Sprague-Dawley rats, weighing 220 g (+10 g) at the beginning of
the experiments, were used. From this total, 7 animals were discarded from the AEPs
experiment due to problems in the assessment of electrophysiological signals. They were
retained in groups of four animals per cage under controlled conditions (22+ 1 °C, 12 h
light/12 h dark cycles) and fed with standard diet pellets (Labmix, Brazil) and tap water.
The study was reviewed and approved by the Committee on Animal Research and Ethics
(CEUA) of the University of Sdo Paulo (protocol no. 18.5.300.59.0). To keep with
accepted practice, animal stress and suffering were minimized through averting social
isolation, the maintenance of adequate low levels of ambient light and noise, preventing
fluctuations of temperature and humidity, besides periodic facility cleaning. We use the
subcutaneous injection considering that animal wellbeing is enhanced by this route of
administration because it may cause less distress and does not involve turning the animal
on its back. Besides, using the subcutaneous route, we obviate the risk of puncture of
abdominal organs (Turner et al., 2011; Levin-Arama et al., 2016).

2.2. Drugs.

Drugs used were ketamine hydrochloride (10 and 80 mg/kg, Cetamin-Syntec,
Brasil), the voltage-gated Na* channels blocker lidocaine (10 mg/kg - Lidostesim, Densply,
Brazil), the a2 adrenergic receptor agonist xylazine (10 mg/kg — Calmiun, Agener, Brazil),
the nonsteroidal anti-inflammatory, analgesic, and antipyretic drug flunixin (2.5 mg/kg -
Banamine (meglumine salt), MSD, Brazil). Phosphate-buffer saline served as a vehicle.

The doses of drugs used were based on a previous study (Incrocci et al., 2018).
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2.3. Implant surgery.

For the recording of the extracellular field potentials, one bipolar twisted electrode
(12.0 mm length), made of stainless-steel enameled wires (Plastic-One products, Roanoke,
VA, USA), 150um in diameter, insulated except at the cross-section of the tip, was aimed
at the primary AC (—4.16 mm anteroposterior, £ 3.0 mm lateral, —=5.0 mm deep, relative to
bregma) (Paxinos and Watson, 1986), using an angulation of 30°.

Animals were anesthetized with a mix of 100 mg/kg ketamine + 4.5 mg/kg xylazine
and fixed in a digital stereotaxic frame. Lidocaine (20 mg/ml) was injected around the
surgical field as a local complement to general anesthesia. A 1.5 mm diameter craniotomy
was made at the stereotaxic coordinates informed and sealed with acrylic resin and the
three stainless steel screws. At the end of the surgery, each animal received an
intramuscular injection of a veterinary pentabiotic (120.000 Ul, 0.2 ml) followed by an
intraperitoneal injection of the anti-inflammatory and analgesic drug Banamine (flunixin
meglumine, 2.5 mg/kg). The animals were allowed four days of post-surgery recovery.
2.4. Set-up, stimulus generation, and AEPSs recording

An experimental cage (external dimensions: 19 cm x 9 cm x 9 cm; internal
dimensions: 16 cm x 6 cm x 7 cm) located inside a Faraday insulated system fitted at the
interior walls of a ventilated plywood sound-attenuating chamber (64 x 60 x 40 cm) was
used. The floor of the cage consisted of six 3.0 mm diameter stainless steel bars spaced 1.0
mm apart. A 7.5W red LED, positioned at the ceiling of the chamber, was switched on
during test sessions. A fan, located behind the cage, 20 cm above the floor, delivered
continuous background noise (55 dB sound pressure level). Acoustic stimuli were
delivered via two piezoelectric speakers (12€Q2, 200 W, LeSon, Brazil) mounted on each
side of the lateral walls of the sound-insulating chamber (20 cm above the floor and 22 cm

distant from the experimental cage), placed orthogonal to the bottom wall. Software and an
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appropriate interface (Lynx, S&o Paulo, Brazil) controlled the presentation and sequencing
of the acoustic stimuli. Sound pressure levels were measured at the level of the ears of the
animals using a 0.125-in. microphone and a type 2636 measuring amplifier DK-2580
(Bruel and Kjaer, Naerum, Denmark). The animals were previously habituated to the
behavioral restraining of the experimental cage — which limited their movements except
for a small gap — until that the aversive effects of the restriction ceased. The experimental
cage was placed in the middle of the Faraday cage, centered exactly between the two
piezoelectric speakers to ensure equivalent sensitivities during sessions. This assembly was
named context A. When necessary, context A was converted into context B through
insertion into the Faraday cage of a black/white Plexiglas striped square-like structure (40
cm) that just partially covered the interior walls of the apparatus; to avoid blocking sound
emission by tweeters, the camera vision, the red-light bulb, and the stimulation cable
hanging from the ceiling of the cage. The methods used in the present experiment were
based on previous studies using context variations to examine some features of the context-
drug effects association on rat’s behavior (Crombag et al., 2008; George and Koob, 2011;
Khoo et al., 2017; Incrocci et al., 2018; Paliarin et al., 2018; Silva-Cardoso and Nobre,
2021).

Ketamine administration and AEPSs recording parameters were comparable to
previous studies (Nobre, 2013; Incrocci et al., 2018). Briefly, the very small electrical
voltage AEPs were recorded from electrodes unilaterally implanted in the AC. Stimuli
were pure tone clicks (50 ms duration; 3000 Hz square-wave pulses, 95 dB sound pressure
level). AEPs were recorded after each of the 50 auditory stimuli as the voltage difference
between the tips of the bipolar electrode (150um). This voltage difference was fed into an
amplifier (TX001, Lynx, Sdo Paulo, Brasil) through two noiseless shielded cables linked to

a double-brush electric swivel (SL2C, Plastics-One, USA) going through a hole in the roof
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of the Faraday cage. The output of the amplifier was connected to an analog/digital
converter (CAD 12/36) plugged into a PC. Local field potentials were sampled at a rate of
0.33 kHz and filtered (high-pass filter, 20 Hz, low-pass filter, 200 Hz). Filtering,
amplification, and digitalization of the signals were performed by Sysdin system software
(Lynx, Sdo Paulo, Brazil). Sysdin software was set to sum up individual AEPs amplitudes.
Average values were obtained at the end of the sessions. The data-acquisition sweep began
10 ms before the onset of the sound stimulus (latency to switch on the sound plus sound
propagation) and continued until 100 ms after its termination. During the experiments, the
animals were monitored via a video camera system mounted in the experimental room.
Amplitudes were measured as the voltage between successive peaks (the negative (N1) and
the positive (P1) potentials), based on the study of Hidisoglu and Yargicoglu (2020). Data
recording was checked on the computer screen. The computer output was graphically
displayed on an XY plotter (Hewlett-Packard 1100, Palo Alto, CA, USA). AEPs data were
stored on a computer hard disc and transferred to Microsoft Excel (Microsoft Corp.,
Mountain View, CA, USA) tables for offline visualization and analysis.
2.5. Experimental Procedure

This experiment aims to determine the influence of drug effects-context pairing on
the expression of learned conditioned tolerance of a physiological response. Independent
groups of rats were used to evaluate the impact of short-term ketamine administration on
the AEPs recorded in the AC. This was necessary to avoid possible learned aversive
arousal induced by exposure to continuous AEP stimuli. Groups were as follows: Control
AA (n=6), Control AB (n=5), ketamine 10 AA (n=6), ketamine 10 AB (n=7), ketamine 80
AA (n=8), and ketamine 80 AB (n=5). Overall, the experiment was divided into three

phases: a) habituation to the experimental apparatus, b) conditioning (context-drug effects
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association, and c) the test phase, where the influence of conditioning on cortical AEPS
was put to the test.

Habituation: To avoid the influence of the testing-room environment on the
electrophysiological response, the animals were submitted, one at a time, to three daily
sessions of 60 minutes of a habituation period. Habituation was initiated one day after the
surgery.

Conditioning: Training started one day after ended habituation. Animals received a
subcutaneous injection of vehicle or ketamine (10 or 80 mg/kg). Soon after, the animal was
placed in context A. Conditioning sessions were 60 minutes in duration along four days.
At the end of each session urine and feces were removed and the apparatus was cleaned
with a damp cloth (20% ethyl alcohol) followed by a dry tissue.

Test session: Twenty-four hours after the last conditioning trial, three groups of
animals were tested in the same context where conditioning was performed (control,
ketamine 10, and ketamine 80 — conditioning in context A, and test in context A). Three
additional groups were tested in a different environment from that one of conditioning
(control, ketamine 10, and ketamine 80 — conditioning in context A, and test in context
B). Therefore, tests were performed in the absence of drug effects.

2.6. Euthanasia and histology

Upon completion of the experiments, the animals were deeply anesthetized with an
overdose of ketamine (225 mg/kg) + Xylazine (30 mg/kg) and perfused intracardially with
PBS (0.1 M) followed by a paraformaldehyde solution (4%). Brains were removed and
maintained in paraformaldehyde for 4 h, and later immersed in sucrose solution (30%).
After 7 days, the brains were frozen. Serial 60um frontal brain sections were collected and
stained with neutral red to localize the actual recording sites, which were drawn on

corresponding planes of the Paxinos and Watson’s atlas (2008) (Figure 1).
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2.8. Statistics

A representative cortical AEPs amplitude averaged across 50 trials is showed in
Figure 2. The data are exhibited as mean + SEM. Due to problems in normality criteria,
AEPs data were standardized using the square root of the raw values and analyzed with a
two-way analysis of variance (ANOVA), in a treatment (vehicle/ketamine dosages) x
condition (AA/AB) design. The percentage of changes induced by treatments (control x
ketamine dosages) was evaluated with a one-way ANOVA. In the absence of significant
interaction between factors, follow-up analyses were conducted with a two-way ANOVA
for each condition of the test (AA, and AB). In the case of a statistically significant
difference have been found, we performed a Tukey post-hoc comparisons for unequal N.
Pairwise comparisons (AA x AB) were done with a two-tailed independent t-test, for each
dose of ketamine. Main differences in latency were analyzed with a two-way ANOVA
followed by HSD-Tukey for unequal N. A probability of < 5% was considered statistically
significant. The statistical analysis was performed using STATISTICA Application

(StatSoft, Inc., version 12.5, Palo Alto, CA, USA).

3. Results

Waves of AEPs recorded from AC of rats submitted to two doses of ketamine are
represented in Figure 3. Two-way ANOVA points out a significant difference between
treatments (F2,1=14.34; p<0.0001), and significant differences on factor condition of test
(drug pairing x non-drug pairing context: F1,.=4.29; p=0.057). A significant interaction
between these factors was not found (F2,3:=2.03; p=0.15) (Figure 4). One-way ANOVA
showed that ketamine 80 mg/kg significantly increase the percentage of cortical AEPs
(F2,14=3.09; p=0,47) (Figure 4, inset). Post-hoc analysis revealed that ketamine 80 mg/kg

increases the AEPs amplitude, compared with the other groups. In follow-up comparisons,
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two-way ANOVA stressed the main difference between treatments, considering the dose of
10 mg/kg of ketamine (F11=12.72; p<0.005) (Figure 5A). No changes were found on
condition (F1,1=0.33; p=0.57) and even interaction between factors, as well (F1,20=0.05;
p=0.82). A two-tailed t-test revealed that the mean percentage of cortical AEPs between
control and ketamine 10 groups was similar (t11=0,22; p=0.87) (Figure 5A, inset).
Considering the dose of 80 mg/kg of ketamine, two-way ANOVA revealed significant
differences on treatment factor (F1,1=32.14; p<0.0001), and condition (F1,1=5.10; p=0.035),
in the absence of significant interaction (F1,20=3.69; p=0.069) (Figure 5B). Two-tailed t-
test showed that the percentage of cortical AEPs is increased by ketamine 80 mg/kg in the
AXxB context, comparing with the data found in the AXA context (t11=2.25; p=0.046)
(Figure 5B, inset). Two-way ANOVA applied on data from latency pointed out significant
differences among groups (F2,1=6.76; p<0.005) but not on condition of test (F1,1=0.029;
p=0.87), or interaction between factors (F2,3:=1.95; p=0.16). Tukey post-hoc showed that
exposure to a novel environment (B) decreases P2 peak latency of KET 80 mg/kg pre-

treated group, compared with data from the control group.

4. Discussion

Auditory-evoked potentials (AEPs) are used in a broad range of pharmacological,
neuropharmacological, physiological, and behavioral studies in laboratory animals and
humans (Schlor et al., 1985; Boutros et al., 1997; Brandao et al., 2001; Plourde, 2006;
Stone et al., 2009; Washnik et al., 2019; Hidisoglu and Yargicoglu, 2020). We had
previously demonstrated that the auditory sensory processing, at the level of the inferior
colliculus, is clearly disturbed by ketamine effects and withdrawal (Incrocci et al., 2018).
The inferior colliculus is the first great relay of the auditory information that travels toward

the auditory cortex, a brain region reputed to be central to sensory and cognitive functions,
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including those that parallel the animal’s emotional experience with sound, as the auditory
learned response following conditioning (Diamond and Weinberger, 1986; Bakin and
Weinberger, 1990; Kisley and Gerstein, 1999; Gao and Suga, 2000; Tzounopoulos and
Ledo, 2012).

It has been proved that the dose of 10 mg/kg of ketamine easily induces conditioned
place preference (Suzuki et al., 1999, 2000; Gao et al., 2003) since ketamine, like other
drugs of abuse, can control behavior in the same way as natural reinforcers do (Di Chiara
and North, 1992; Koob, 1992; Grigson, 2002). On the other hand, little has been shown
concerning the development of overt and covert learned responses following conditioning
with higher ketamine dosages; including those related to cortical electrophysiology. In the
present study, we drove our efforts to evaluate the possible development of conditioned
learned electrophysiological responses in the ultimate brain region of the auditory system,
the primary auditory cortex (AC), following short-term context/drug effects association
induced by one lower stimulatory dose, and one higher anesthetic dose of ketamine. It was
expected that, with the use of such a conditioning procedure, where contextual cues were
associated with the most effective dose of ketamine to favor conditioning, an increase in
the electrophysiological response of the auditory cortex ensued. Our data highlight that
ketamine enhances AEPs amplitude, mainly with the dose of 80 mg/kg, as revealed by the
increase in the percentage of AEPs amplitude; although the dose of 10 mg/kg has also
increased electrophysiological potentials, it proved to be non-significant. Moreover,
changes in AEPs induced by ketamine 80 mg/kg were greatly facilitated when auditory
stimulation was performed in a non-drug effect-related environment.

Besides acts as a reinforcer (Lim, 2003; Liu et al., 2016), ketamine administration
is also considered a valid human model of psychosis since it elicits psychotic-like

symptoms in normal controls and exacerbates specific symptoms of schizophrenia in
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psychotic patients (Lahti et al., 1995, 2001). Therefore, identifying the neural substrates of
learning and memory is essential in the study of the neuroscience of several mental
disorders as drug abuse and schizophrenia.

Ketamine 10 mg/kg lightly enhances AEPs but this increase is similar no matter the
test session was performed in context A or B. Hence, contrary to noticeable conditioned
behavioral responses elicited by low doses of ketamine (Xu et al., 2006; Li et al., 2008; Du
etal., 2017; Silva-Cardoso and Nobre, 2021), at the electrophysiological level the
influence of the same doses on the potentials evoked in the auditory cortex was
insignificant. This ability of ketamine to induce preference behavior but not changes on the
AEPs amplitude following Pavlovian conditioning may establish the limits between the
behavioral reinforcing per se, and the physiological changes responsible for the compulsive
maintenance of drug-oriented behaviors. This assumption sounds plausible since sensory
systems, including the auditory cortex, have usually been recognized as mere ‘stimulus
analyzers’ (Weinberger, 2004). Indeed, early studies have consistently described learning-
induced plasticity in this brain region. For instance, electrophysiological changes can be
observed in the brain of cats when animals are conditioned and extinguished to an auditory
stimulus. In other words, larger evoked auditory responses related to conditioning can be
reliably recorded in several brain regions, as the primary auditory cortex (Galambos et al.,
1956). More importantly, the study of Carrascal et al. (1990), — where the metabolic
activity in the auditory cortex was measure after associative learning using food as
reinforcer —, showed that changes in the activity in the AC are quite dependent on what
they call “the behavioral meaning of the stimulus”. This is in line with our findings where
the amplitude, and latency, of AEPs, are increased after a conditioning procedure where
contextual cues previously paired with the effects of an anesthetic dose of ketamine were

used as the conditioned stimuli. Therefore, the previous association of a higher dose of
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ketamine with environmental cues was able to enhance AEPSs in the AC when the animals
were later tested in the absence of the ketamine effects.

Our data points out that an anesthetic dose of ketamine can change the cortical
electrophysiology of the AC through associative learning. At this step, one main point to
take into consideration is how ketamine can induce associative learning in rats under
sedation, supposing that be awake is a condition necessary for someone to learning
something. With regard to this point, studies on this subject highlight that, a subset of
neurons in the medial prefrontal cortex have increased activity during CS+ but not CS-
presentation after olfactory discrimination learning under anesthesia (Laviolette et al.,
2005; Laviolette and Grace, 2006). This increase is only observed in neurons that receive
functional input from the basolateral nucleus of the amygdala, being blocked by BLA
inactivation, suggesting that BLA is involved in mediating discrimination learning under
anesthesia (McDonald, 1991; Mcdonald et al., 1996).

About the AC, less has been discussed but our data support its role on
discriminative learning considering that stimuli that acquire behavioral significance (as
drug-related cues) gain increased representation in the cortex, including the AC. Therefore,
the influence of basolateral amygdala nuclei on the AC function may be on the
strengthening of memory, accomplished in part by increasing the representation of an
environmental stimulus (Weinberger, 2007). This memory strengthening can be attributed
to the influence of the auditory thalamic nuclei in the cholinergic neurons of the nucleus
basalis which in turn releases acetylcholine in the AC, promoting the long-term storage of
information (Chavez et al., 2009). Indeed, acetylcholine release is a critical component for
plasticity in the AC (Leach et al., 2013), and auditory classical conditioning causes a
specific increase in acetylcholine in the AC (Butt et al., 2009). Importantly for the present

report, ketamine is a singular anesthetic agent that does not share the mechanistic
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frameworks of other anesthetic-induced unconsciousness since it enhances higher
frequency electrophysiological activity (Maksimow et al., 2006; Lee et al., 2013).
Moreover, ketamine-induced unconsciousness is followed by an increased cholinergic tone
in the prefrontal cortex. Although nothing has been proved regarding the AC, a possible
role of acetylcholine on the learned AEPs rebound in this cortical region, as saw in our
study, cannot be ruled out.

Overall, our data point out that an anesthetic dose of ketamine (but no a low dose)
can induce associative learning in rats, When tested twenty-four hours after the last
conditioning session, an enhancement in the evoked potentials amplitude is noted in the
AC of rats conditioned with 80 mg/kg of ketamine. However, a rebound enhancement of
AEPs following exposure to the non-related drug environment ensues, probably due to the
loss of tolerance to ketamine effects promoted by exposure to novelty. This form of
compensatory response has already been described in a previous study (Incrocci et al.,
2018) in other structures of the auditory system and seems to be on the basis for the
appearance of withdrawal symptoms induced by drug-related cues (\WWoods and Ramsay,
2000). Therefore, the findings of the present study are in agreement with previous research
demonstrating that the repeated pairing of drug effects with contextual cues can lead to a
tolerance to drug effects that are maximally expressed when such cues are present (Le et
al., 1979; Thiele et al., 1998).

The data discussed so far can be interpreted with care, considering some drawbacks
of our experiments. First, the AEPs amplitude can vary significantly according to the
position of the electrode tip. In the pivotal study of Simpson & Knight (1993). In rats, the
authors suggest that the AEPs produced by AC are largely circumscribed to the lateral
skull, with fewer contributions from the dorsal skull or vertex. Although we have only

considered for the present study the data collected from electrodes localized inside the
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lateral field of the AC, the same is not true regarding the depth of the electrode tip which
strongly influences the amplitude of field potentials. The number of animals used was also
a source of variability since the groups are not equal; nonetheless, the treatment of data
before statistical analysis aims to reduce such a bias. Finally, we are comparing the data
collected from awake animals with those under sedation and this is also a source of bias
considering the high amplitude of noise-induced muscle potentials can mask the low

amplitude of AEPs.
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FIGURES AND LEGENDS
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Figure 1. The figure represents the sites of placements of electrodes in the primary
auditory cortex (Aul) according with the atlas of (Paxinos and Watson, 2008). Six
independent groups were used, with two doses of ketamine being challenged with vehicle
in two conditions: AXA - drug training in A, test in A. AxB: drug training in A, test in B.
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Figure 2. Representative auditory evoked potentials (AEPS) averaged across 50 trials were
a square wave 3kHz auditory stimuli (95 dB intensity, 50 ms in duration, 0.33 Hz
frequency of stimuli presentation) was presented. Arrows identify the auditory stimuli
onset, and the peaks of N1 and P2 components. Calibration bars: 10 ms (X-axis) and 20

uV (Y-axis).
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Figure 3. The amplitude of AEPs in ketamine pre-treated rats recorded in awake animals

tested in the absence of the drug effects in two conditions: AxA means that the drug

training was performed in context A, with the test occurring in the same context. AxB

means that the drug training was performed in context A, while the test trials have been

realized in context B. Amplitudes are shown as the average of 50 auditory stimuli (3 kHz,

50 ms, 0.33 Hz frequency of presentation). Amplitudes were measured as the voltage

between successive peaks. Measurements were made on one negative (N1) and two

positive (P1, P2) potentials. Eight independent groups and two doses of ketamine were

used. Raw (left) and superimposed (right) AEPs recorded in the AC are shown.
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Figure 4. Exposure to a non-experienced drug-effects environment increases the
electrophysiological response in the AC of rats previously conditioned with ketamine in a
context-drug effect pairing procedure. Data were normalized before submitted to a two-way
ANOVA and are presented as the Mean £ SEM. Insets: percentage of changes in cortical AEPs
induced by two ketamine dosages. In this case, one-way ANOVA was used. Post-hoc

comparisons were performed with the HSD Tukey-Kramer test for unequal N. Probability of
significance was settled at 5%.
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Figure 5. Exposure to a non-experienced drug-effects environment increases the
electrophysiological response in the AC of rats previously conditioned with ketamine in a
context-drug effects pairing procedure. Above is shown the influence of ketamine 10 mg/kg on
later assessment of the cortical AEPs. Below, is the data related to the effects of ketamine 80
mg/kg. AxB: drug training in A, test in B. AXA: drug training in A, test in A). Data were
normalized before submitted to one-way ANOVA and are presented as the Mean £ SEM. Insets:
percentage of changes in cortical AEPs induced by ketamine. Statistical comparisons were
performed with the t-test (unpaired). Post-hoc analysis was realized with the HSD Tukey-Kramer

test for unequal N. Probability of significance was settled at 5%.
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Figure 6. Exposure to a non-experienced drug-effects environment decreases the P2 peak
latency response in the AC of rats previously conditioned with ketamine in a context-drug effects
pairing procedure. AxB: drug training in A, test in B. AxA: drug training in A, test in A). Raw
latency measures were submitted to a two-way ANOVA and are presented as the Mean + SEM,
followed by HSD Tukey-Kramer test for unequal N. The level of P was settled at 5%.
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