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RESUMO

O medo e a ansiedade desempenham um papel fundamental na garantia da sobrevivéncia.
Ambas sdo reacOes adaptativas que 0s organismos exibem em resposta a situagoes
ameacadoras. Embora sejam adaptativas, podem se tornar clinicamente relevantes e se revelar
como transtornos de ansiedade. Os tratamentos farmacol6gicos comumente empregados para
esses transtornos aumentam os sintomas de ansiedade na fase terapéutica inicial, caracteristica
que pode dificultar a adesdo ao tratamento. O sistema glutamatérgico desempenha um papel
central no condicionamento aversivo e na patogénese da ansiedade. Assim, agentes
farmacologicos capazes de modular essa neurotransmissdo podem ser efetivos para o
tratamento de transtornos relacionados a ansiedade. Estudos recentes tém demonstrado que a
cetamina, um antagonista do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), tem potencial de atuar
sobre sintomas ansiosos, de forma rapida e efetiva quando administrada em doses sub-
anestésicas. O objetivo desse trabalho foi avaliar os potenciais efeitos da cetamina, em
diferentes doses e momentos de administracdo, sobre a aquisi¢do, consolidacdo, expresséo e
extincdo do medo condicionado. Foram utilizados 192 ratos Wistar machos. A cetamina foi
administrada por via intraperitoneal, em doses de 0, 10, 20 e 30 mg/kg. O farmaco foi
administrado 30 minutos antes do treino (experimento 1), imediatamente apds o treino
(experimento 2), 30 minutos antes do teste (experimento 3) ou imediatamente apos o teste
(experimento 4). A cetamina na dose de 30 mg/kg, administrada 30 minutos antes do treino,
atenuou a resposta de congelamento na sessdo treino e nas sessOes teste e reteste seguintes, 24
e 48 horas ap0s o treino. O mesmo efeito nao foi observado para as doses de 10 mg/kg ou 20
mg/kg. A cetamina administrada imediatamente apds o treino de medo condicionado néo
apresentou efeito significativo nas sessbes teste e reteste seguintes. A administracdo de
cetamina nas doses de 20 mg/kg e 30 mg/kg, 30 minutos antes do teste, prejudicou a extincao,
efeito observado na sessao reteste. Por Gltimo, a cetamina administrada imediatamente apds a
sessdo teste de medo condicionado ndo alterou o congelamento na sessdo reteste. De maneira
geral, esses resultados indicam que a cetamina interfere no processamento de memdrias
aversivas e, consequentemente, na expressdo comportamental do medo. Tanto a dose quanto o
momento de administracdo parecem ser fatores importantes para os efeitos da cetamina no
medo condicionado. Estudos adicionais sdo necessarios para replicar os achados do presente
estudo e para investigar processos moleculares subjacentes aos efeitos da cetamina na
aquisicao e extingdo de memorias aversivas.

Palavras-Chave: Cetamina. Congelamento. Condicionamento aversivo classico. Ansiedade.

Aquisigéo. Extincao.
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ABSTRACT

Fear and anxiety play a key role in ensuring survival. Both are adaptive reactions that
organisms exhibit in response to threatening situations. Although they are adaptive, they can
become clinically relevant and turn out on anxiety disorders. The pharmacological treatments
commonly used for these disorders increase anxiety symptoms in the initial therapeutic phase,
a characteristic that can make treatment adherence difficult. The glutamatergic system plays a
central role in aversive conditioning and the pathogenesis of anxiety. Thus, pharmacological
agents capable of modulating this neurotransmission can be effective for the treatment of
anxiety-related disorders. Recent studies have shown that ketamine, an antagonist of the N-
methyl-D-aspartate (NMDA\) receptor, has the potential to act on anxiety symptoms quickly
and effectively when administered in sub-anesthetic doses. The objective of this work was to
evaluate the potential effects of ketamine, at different doses and times of administration, on
the acquisition, consolidation, expression, and extinction of conditioned fear. For this, 192
male Wistar rats were used. Ketamine was administered intraperitoneally, at doses of 0, 10,
20 and 30 mg/kg. The drug was administered 30 minutes before training (experiment 1),
immediately after training (experiment 2), 30 minutes before the test (experiment 3) or
immediately after the test (experiment 4). Ketamine at a dose of 30 mg/kg, administered 30
minutes before training, attenuated the freezing response in the training session and in the
following test and retest sessions, 24 and 48 hours after training. The same effect was not
observed for the 10 mg/kg or 20 mg/kg doses. Ketamine administered immediately after fear
conditioning training had no significant effect on the following test and retest sessions. The
administration of ketamine at doses of 20 mg/kg and 30 mg/kg, 30 minutes before the test,
impaired extinction, an effect observed in the retest session. Finally, ketamine administered
immediately after the test session did not alter freezing in the retest session. Overall, these
results indicate that ketamine interferes with the processing of aversive memories and,
consequently, with the behavioral expression of fear. Both dose and timing of administration
appear to be important factors in the effects of ketamine on conditioned fear. Additional
studies are needed to replicate the findings of the present study and to investigate molecular
processes underlying the effects of ketamine on aversive memory acquisition and extinction.

Keywords: Ketamine. Freezing. Classic aversive conditioning. Anxiety. Acquisition.

Extiction.
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1. INTRODUCAO

1.1  Medo e ansiedade

O medo e a ansiedade desempenham um papel fundamental na garantia da
sobrevivéncia. Ambas sdo reacOes adaptativas que 0s organismos exibem em resposta a
situacbes ameacadoras que podem comprometer sua sobrevivéncia ou integridade fisica
(Darwin, 1897). Assim, 0 medo e a ansiedade funcionam como um sinal de perigo, ameaca,
ou conflito motivacional, o que produz respostas adaptativas apropriadas (Steimer, 2002).
Embora sejam considerados constructos teoricos intercambidveis e indistinguiveis por alguns
autores (Beck & Emery, 2005; Wolpe, 1987), outros teoricos e pesquisadores tém fornecido
explicagdes que diferenciam esses dois fendbmenos (Steimer, 2002; Sylvers, Lilienfeld &
LaPrairie, 2011).

O medo € comumente definido como uma reacgéo eliciada pela percepgédo ou deteccao
de um estimulo ameacador especifico (Sylvers, Lilienfeld & LaPrairie, 2011; Adolphs, 2013).
Entende-se que ele é evocado por ameacas bem definidas. A ansiedade, por outro lado, ocorre
em situacGes em que o evento ameacador € incerto ou indeterminado (Craig, Brown & Baum,
2000; Rigoli, Ewbank, Dalgleish, & Calder, 2016). Portanto, 0 medo seria uma resposta que
ocorre em face de um perigo real e a ansiedade uma reacdo a uma ameaca potencial, em que 0
perigo ndo é claramente iminente (Barlow, 2000; Grillon, 2008).

Duas condicGes para que 0 medo e a ansiedade sejam considerados eventos diferentes
sdo levantadas por Perusini e Fanselow (2015) em uma revisdo na qual discutem a utilidade
da distincdo entre esses dois constructos. A primeira condicdo é a de que eles devem ser
causados por condi¢bes antecedentes diferentes. A segunda condicdo esta relacionada a
manifestacdo comportamental do medo e da ansiedade. Eles devem se manifestar como

comportamentos diferentes. De acordo com o0s autores, a teoria da iminéncia predatoria
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(Fanselow & Lester, 1988) é a que melhor capta a diferenca entre medo e ansiedade, assim
como panico, tanto em termos de causa quanto de efeito.

A teoria da iminéncia predatoria sugere que diferentes padrées de comportamentos
defensivos especificos de cada espécie serdo adotados em funcdo de alteragfes na percepcao
da presa em relacdo a sua localizagdo em um continuum. Esse continuum corresponde ao
ponto em que ndo ha potencial predatério até o ponto em que a presa € morta pelo predador.
Entre o ponto inicial e final desse continuum encontram-se trés fases: o potencial predatério, a
deteccdo do predador e 0 momento em que o predador faz contato direto com a presa. Para
cada uma dessas fases, haveria um comportamento defensivo correspondente (Fanselow &
Lester, 1988; Mobbs & Kim, 2015).

Os comportamentos defensivos sdo divididos em trés estadgios. O primeiro estagio,
denominado pré-encontro, ocorre quando algum risco é associado ao padrdo de atividade
preferida do animal, como a procura por alimento, automanuten¢do, manutengdo do ninho e
atividades reprodutivas. Se houver um aumento na probabilidade de encontrar um predador
enquanto estiver engajado em uma dessas atividades, entdo o animal ird modificar o seu
comportamento de forma a diminuir a probabilidade de tal encontro (Fanselow, Hoffman &
Zhuravka, 2019). As reacOes de pré-encontro sdo caracterizadas por padrdes de respostas
como aumento da vigilancia e avaliacdo de risco. Sdo comportamentos relacionados a
percepcao de uma ameaca potencial, mas distante ou em baixa probabilidade. Respostas como
essas caracterizariam melhor a ansiedade (Perusini & Fanselow, 2015).

O estagio de pds-encontro produz modificacdes drasticas no comportamento. Esse
modo de defesa é acionado quando ocorre a deteccdo de um predador ou uma ameaca
iminente. Diferente do estagio de pré-encontro, que acontece diante de um perigo potencial, o
pos-encontro envolve a percepgdo de um estimulo ameacador real (Mobbs et al., 2009).

Portanto, o estado que melhor caracterizaria 0s comportamentos consequentes do pds-
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encontro € o medo. Uma vez que o perigo esta presente, o comportamento muda em direcdo a
principal funcdo desse modo defensivo, que é diminuir a probabilidade de deteccdo e ataque
(Fanselow, Hoffman & Zhuravka, 2019). As reacBes desse estdgio compreendem
comportamentos como congelamento, fuga ou postura ameacadora (Bolles, 1970).

O congelamento parece ser a estratégia dominante do comportamento defensivo pés-
encontro em ratos, pois mesmo diante da oportunidade de se engajarem em outra resposta
defensiva, o congelamento continua sendo sua resposta de primeira escolha. E uma reagao que
aumenta as chances de sobrevivéncia, visto que diminui a possibilidade da presa ser detectada
e atacada pelo predador (Fanselow & Lester, 1988). Estudos de laboratério demonstram que
roedores expressardo intensa resposta de congelamento quando expostos a um predador
potencial, como gato (Halonen, Zoladz, Park, & Diamond, 2016; Lester & Fanselow, 1985).

A resposta de congelamento, caracteristica da defesa pds-encontro, é abandonada
conforme a iminéncia predatoria aumenta. Esse aumento leva ao padrdo defensivo
denominado “circa-strike”, que ¢ adotado quando o predador faz contato direto com a presa.
Esse terceiro estdgio é caracterizado por tentativas de fuga vigorosas, ataques de salto,
vocalizages e luta (Fanselow, 1991). A funcdo desse modo defensivo é sobreviver ao contato
direto com o predador, e 0 estado associado é o panico (Fanselow, Hoffman & Zhuravka,

2019).

1.2  Emocdo, aprendizagem e memoria

As emocdes, de forma geral, desempenham um papel muito importante na modulacéo
de vérios aspectos da cognicdo, incluindo atencdo, aprendizagem e memoria (Tyng, Amin,
Saad & Malik, 2017). Quando um individuo recorda fatos de sua historia passada, é muito
comum que as emocgBes se manifestem com o contedo da memdria. Além disso, € mais

provavel que a experiéncia emocional lembrada produza sensagdes diferentes no ato da
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recordacdo do que seria produzido se o individuo lembrasse de fatos comuns, sem cunho
emocional significativo. Assim, as emoc¢0es sdo importantes para a retencdo seletiva da
memoria e para sua experiéncia subjetiva (LaBar, 2007).

Um campo de pesquisa que tem sido bastante investigado é aquele que busca
compreender quais mecanismos neurais e psicoldgicos estdo envolvidos na influéncia que as
emocdes exercem sobre a aprendizagem e memoria (Heidig, Miller & Reichelt, 2015; LaBar,
2007; Martijena & Molina, 2012). Muito dessa investigacao envolve o estudo de uma emogéo
particular: o medo. Eventos e estimulos especificos, em conjunto com experiéncias e
aprendizagens individuais, contribuem para evocar o estado de medo. O encéfalo molda como
formamos memorias de medo e esse processo € chamado de memoria emocional (LeDoux,
1994; Liu et al., 2016).

Grande parte do que se conhece sobre as bases neurais subjacentes a relagdo memoria
e emocgdo deve-se aos estudos envolvendo o condicionamento aversivo classico (LeDoux,
1994; Myers & Davis, 2007). Nesse paradigma, que tipicamente utiliza roedores, um estimulo
neutro, como uma luz, um som ou um contexto especifico, é pareado a um estimulo aversivo
incondicionado (US), como choque nas patas. O estimulo neutro, entao, se torna um estimulo
aversivo condicionado (CS) e a sua apresentacéo € suficiente para desencadear respostas de
medo condicionadas (Bouton & Bolles, 1980; Lissek et al., 2005; Sigmundi, Bouton &
Bolles, 1980). Processos componentes distintos da aprendizagem associativa podem ser
investigados utilizando os principios do condicionamento classico ou pavloviano (Pavlov,
1927; Clifton, Thomas & Hall, 2018). Esses processos incluem, por exemplo, aquisi¢do,
consolidacéo, expressao e extingdo (Suzuki et al., 2004).

A aquisicdo é o processo inicial da aprendizagem. No condicionamento aversivo
classico, diz respeito a0 momento em que o estimulo neutro torna-se associado a uma

consequéncia aversiva e obtém a capacidade de eliciar uma resposta defensiva condicionada
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(Garakani, Mathew & Charney, 2006; Sun, Gooch & Sah, 2020). Uma éarea do cérebro
fortemente implicada na criacdo de memaorias emocionais € o complexo amigdaloide (Paré,
Quirk & Ledoux, 2004). Especificamente, o complexo basolateral da amigdala é essencial
para o condicionamento do medo (Curzon, Rustay & Browman, 2009), processo mediado por
mecanismos de plasticidade sinéptica, como a potenciacao de longa duracdo (LTP — do inglés
Long Term Potentiation) (Maren, 1996). Estudos em animais e em humanos fortalecem o
envolvimento dessa area nesse processo (Bechara et al., 1995; Rosen & Donley, 2006; LaBar,
LeDoux, Spencer & Phelps, 1995). Além da amigdala, o cdrtex cingulado anterior, homélogo
a area pré-limbica no roedor, juntamente com a insula, parece desempenhar uma fungéo
importante na fase de aquisi¢cdo do medo (Maeng & Milad, 2017).

Uma vez que a associacdo entre 0 CS e o US é formada, ela sera entdo consolidada. A
consolidacdo é o processo delimitado no tempo que estabiliza a memoria de curto prazo,
tornando-a mais estavel e mais duradoura (Inda, Delgado-Garcia & Carrion, 2005; Suzuki et
al, 2004). A ativacdo do complexo basolateral da amigdala modula a consolidacdo da
memdaria emocional através da sua associacdo com varias regides envolvidas na memoria de
longa duracdo, como hipocampo, nucleos da base e cortex (McGaugh, 2002; McGaugh,
Cahill & Roozendaal, 1996). O trabalho de Gallagher e colaboradores (1977) foi o primeiro a
demonstrar que antagonistas beta-adrenérgicos injetados no complexo amigdaloide de ratos
compromete a consolidacdo em uma tarefa de esquiva passiva. Os bloqueadores beta-
adrenérgicos injetados imediatamente ap0s o treino causaram déficit significativo na retencdo,
mas isso ndo foi observado quando as drogas foram injetadas com um atraso de 6 horas ap0s
o0 treino. Esses achados apontaram para o papel neuromodulador de sistemas especificos da
amigdala atuando sobre a formacdo da memoria de longa duracao.

A consolidagdo sustenta a expressdo posterior da aprendizagem. No caso da

aprendizagem aversiva pavloviana, 0 medo € expresso através de uma variedade de



17

comportamentos defensivos adaptativos semelhantes aqueles observados quando o animal
detecta um predador (Lester & Fanselow, 1985; Steimer, 2002). Em laboratério, a principal
medida utilizada para avaliar o medo no condicionamento classico é o congelamento (Bolles,
1970; Davis, 1998). Ele é definido como a supressdo de todos 0s movimentos, exceto 0s
necessarios para a respiracdo (Davis, 1998; Fanselow & Bolles, 1979). Na expressdao do
congelamento, a apresentacdo do CS provoca intensa ativacdo na amigdala lateral que, através
de suas projecOes para 0 nucleo central, evoca respostas condicionadas de medo (Paré, Quirk
& Ledoux, 2004). Isso porque o ndcleo central é a principal regido de saida da amigdala para
o0 hipotalamo e tronco encefélico, os quais medeiam respostas de medo, como congelamento
(Maren, 2001).

A exposicdo repetida e/ou prolongada ao CS, na auséncia do US, resultard em
extincdo, que consiste na diminuicdo gradual da resposta condicionada (VanElzakker,
Dahlgren, Davis, Dubois & Shin, 2014). A extin¢do ndo implica “apagamento” ou quebra na
associacdo antiga. O que ocorre € uma nova aprendizagem, ou uma nova associacdo de nédo
ameaca, que ira competir com a aprendizagem anterior e se tornar dominante (Jacoby &
Abramowitz, 2016). A amigdala e o cortex pré-frontal ventromedial (vmPFC), homdlogo ao
cortex infra-limbico no roedor, desempenham papel importante na extincdo do medo (Quirk,
Russo, Barron, & Lebron, 2000). Durante o estagio inicial da extingdo, a apresentacdo
repetida do som ou da luz, na auséncia do US, causa diminuicdo na taxa de disparos de alguns
neurdnios da amigdala (Sotres-Bayon, Cain & LeDoux, 2006). Posteriormente, na fase de
recuperacdo da extingdo, o vmPFC exerce controle inibitorio sobre a amigdala, o que resulta

na regulacdo das respostas de medo (Craske et al., 2008).
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1.3 Transtornos de ansiedade
Além de contribuir para o entendimento dos mecanismos subjacentes a relagdo memoria-
emogdo, os modelos animais de condicionamento aversivo tém viabilizado o estudo e
compreensdo de uma série de transtornos mentais e contribuido significativamente para o
desenvolvimento de tratamentos efetivos (Grillon, 2008; King, Scott, Graham & Richardson,
2017; Morgan, Romanski & Ledoux, 1993). Embora o medo condicionado seja uma resposta
adaptativa a estimulos potencialmente perigosos, ele pode se transformar em um medo
clinicamente relevante. 1sso acontece quando a reatividade emocional e comportamental ao
CS persiste na auséncia do US, levando ao desenvolvimento de transtornos de ansiedade
(Michael, Blechert, Vriends, Margraf & Wilhelm, 2007). Disfuncfes neurais podem levar a
uma distorcdo ou maior percepcdo de ameacas, de forma que o individuo pode apresentar
comportamentos defensivos mesmo em atividades cotidianas (Perusine & Fanselow, 2015).

Os transtornos de ansiedade estdo entre os quadros psicopatoldgicos com maiores
taxas de prevaléncia na populacdo em geral, impondo uma sobrecarga intensa as pessoas
afetadas e a sociedade (Wittchen, 2003). Os transtornos de ansiedade séo caracterizados por
medo e/ou ansiedade excessivos, preocupacdo e pensamentos de perigo imediato, além de
perturbacdes comportamentais associadas a fuga e esquiva. Esses transtornos ocasionam um
comprometimento de funcgdes psicoldgicas, bioldgicas e de desenvolvimento, o que resulta em
intenso sofrimento e dano significativo em areas sociais, profissionais e em outras atividades
relevantes (APA, 2013). De acordo com o Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-5), os principais transtornos de ansiedade incluem Transtorno de Ansiedade
Social, Transtorno de Ansiedade Generalizada, Transtorno do Panico, Agorafobia e Fobias
Especificas (APA, 2013).

Ao longo das ultimas trés décadas tem crescido de forma significativa o debate a

respeito da desregulacdo de mecanismos neurais subjacentes a neurobiologia do medo e a sua
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relacdo com variados tipos de transtornos de ansiedade (Branddo & Lovick, 2019). As
principais estruturas envolvidas na neuroanatomia funcional de respostas de medo adaptativas
sdo as mesmas envolvidas no quadro patologico. Dentre elas é possivel destacar amigdala,
hipocampo, regifes corticais, talamo e substancia cinzenta periaquedutal (Del-Bem & Graeff,
2009; Garakani, Mathew & Charney, 2006; McNaughton, 2011; Shin & Liberzon, 2010).

Os transtornos de ansiedade envolvem anormalidades na aprendizagem e extin¢do do
medo, e essa € considerada uma caracteristica transdiagnostica dessas desordens (Maeng &
Milad, 2017; Rabinak, Mori, Lyons, Milad, & Phan, 2017). Resultados indicam que pacientes
com transtorno do péanico exibem maiores respostas de condutancia da pele aos estimulos
aversivos condicionados durante a extingdo (Michael et al., 2007). Além disso, pacientes com
fobia especifica apresentam aprendizagem do medo aumentada quando comparados a
individuos saudaveis (Schweckendiek et al., 2011). Desregulacdo na aprendizagem aversiva
também é uma caracteristica transdiagnostica observada nos transtornos relacionados ao medo
e ansiedade, como o Transtorno de Estresse Pos-Traumatico (TEPT) e o Transtorno
Obsessivo-Compulsivo (TOC). Apesar de ndo mais pertencerem a categoria dos transtornos
de ansiedade, existe uma forte associacao entre esses transtornos e alteragdes nos mecanismos
neurobioldgicos do medo e da ansiedade (Diniz et al., 2012; Sherin & Nemeroff, 2011).

O TEPT pode resultar de experiéncias e eventos traumaticos, especialmente aqueles
em que um individuo testemunha ou sofre diretamente uma situacdo extrema que ameaca a
Sua propria vida, ou a vida de outros, ou que representa potencial de lesGes corporais graves.
Essas experiéncias podem induzir ou acompanhar respostas de medo intenso, desamparo e
horror (Pitman et al., 2012; Sherin & Nemeroff, 2011). Os sintomas caracteristicos desse
transtorno incluem memorias e pensamentos intrusivos recorrentes a respeito do trauma,
reacOes fisicas e emocionais exacerbadas a pistas que simbolizam algum aspecto do trauma,

esquiva, ansiedade aumentada e hipervigilancia. O estado emocional negativo e persistente
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também é um dos sintomas chave (APA, 2013). A aprendizagem do medo alterada no TEPT €
uma das caracteristicas que levam a uma falha na extin¢cdo de respostas emocionais e
comportamentais a estimulos associados ao evento traumatico (Kirkpatrick & Heller, 2014).
Além do TEPT, o TOC ¢é outro transtorno que possui 0 medo e a ansiedade como
componentes importantes (Diniz et al., 2012). Ele é constituido por duas caracteristicas
principais: obsessdes e compulsGes. Pensamentos intrusivos indesejados e perturbadores
fazem parte das obsessfes, enquanto as compulsdes sdo comportamentos repetitivos e acgoes
mentais que o individuo se sente compelido a realizar em resposta as obsessdes (Goodman,
Grice, Lapidus & Coffey, 2014; Veale & Roberts, 2014). Embora as caracteristicas clinicas
do TOC sejam diferentes daquelas observadas nos transtornos de ansiedade, pacientes que
sofrem com o transtorno apresentam graus mais elevados de ansiedade quando comparados a
controles saudaveis (Jahangard et al, 2018). As obsessdes podem chegar ao ponto de panico
quando os rituais compulsivos sdo impedidos (Nutt & Malizia, 2006; Stein et al., 2010).
Intervencbes baseadas na exposicdo continua e prolongada ao estimulo temido ou
desencadeador de ansiedade, com prevencédo de respostas, se mostraram eficazes para o0 TOC
(Foa et al, 2005; Sousa, Isolan, Oliveira, Manfro & Cordioli, 2006).

Uma caracteristica que esta fortemente associada a manutencdo dos transtornos que
tém como base 0 medo € a esquiva fébica (Spurr & Stopa, 2003). Ela é uma resposta emitida
pelo sujeito que tem como principal objetivo eliminar ou amenizar o contato com o estimulo
temido e preditor de ameaca (Zamignani & Banaco, 2005). No entanto, essa estratégia
interfere na extincdo do medo, pois limita as possibilidades do sujeito de se expor a contextos
de ndo ameaca e formar uma nova aprendizagem (Kirkpatrick & Heller 2014). Um tratamento
adequado para esses transtornos deve levar a remissdo completa dos sintomas, diminuir a

ansiedade antecipatoria, a evitacdo situacional e o medo (APA, 2009).
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O tratamento medicamentoso para Varios transtornos de ansiedade e transtornos
relacionados, de forma geral, envolve a utilizacdo de farmacos inibidores seletivos de
recaptacdo de serotonina (ISRS) (Alexander, 2012; Fenske & Schwenk, 2009; Ravindran &
Stein, 2010; Weisberg, Dyck, Culpepper & Keller, 2007). No entanto, a terapia com ISRS
apresenta limitacOes. Alguns pacientes experimentam aumento dos sintomas de ansiedade na
fase inicial e os efeitos terapéuticos podem ser observados apenas ap0s varias semanas de
tratamento ininterrupto. Aspectos como esses podem dificultar a adeséo ao tratamento (Nadal-
Vicens, Chyung & Turner, 2009). Achados pré-clinicos fortalecem as observaces clinicas a
respeito do aumento dos sintomas notado em alguns pacientes na fase terapéutica inicial.
Enquanto o tratamento crénico com ISRS prejudicou a aquisicdo do medo por
condicionamento auditivo, a administracdo aguda aumentou a aquisicdo e as respostas de
medo (Burghardt, Sullivan, McEwen, Gorman & LeDoux, 2004). Outros efeitos colaterais
dos ISRS incluem perturbacbes no sono, ganho ou perda de peso e disfuncdo sexual
(Ferguson, 2001). Além disso, apenas cerca de 60% dos pacientes respondem ao tratamento
em um grau significativo e muitos desses ainda apresentam sintomas residuais (Bystritsky,
2006). Todos esses fatores relacionados a ndo resposta ao tratamento tornam urgente o
desenvolvimento e estudo de farmacoterapias que tenham capacidade de reduzir, de forma

rapida e persistente, a sintomatologia dos transtornos de ansiedade e transtornos relacionados.

1.4 Neurotransmissdo glutamatérgica e cetamina

O sistema glutamatérgico desempenha um papel central no condicionamento aversivo
e na patogénese dos transtornos de ansiedade. O glutamato é o neurotransmissor excitatério
mais amplamente distribuido do sistema nervoso central e tem envolvimento direto na
formacdo de memorias emocionais e na resposta ao estresse (Feder et al., 2014). A

hiperatividade na neurotransmissdo glutamatérgica esta associada ao desenvolvimento de
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sintomas patolégicos como pénico e excitotoxicidade, o que resulta em danos aos dendritos
(Bergink, van Megen & Westenberg, 2004). A sua disfuncdo na amigdala basolateral pode
levar a hiperexcitabilidade comportamental, aumento da ansiedade e desregulagcdo emocional
(Jie et al., 2018). Assim, agentes farmacoldgicos capazes de modular essa neurotransmissdo
podem ser efetivos para o tratamento de transtornos relacionados a ansiedade (Simon &
Gorman, 2006; Averill et al., 2017).

A cetamina é um antagonista do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) e ativador dos
receptores  4cido  a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propiénico  (AMPA), ambos
receptores glutamatérgicos (McGowan et al., 2017) envolvidos diretamente na formacdo da
mem©aria do medo (Choi, Berman, Zhang, Spencer & Radford, 2020). Estudos recentes tém
demonstrado os efeitos da cetamina e revelado o seu potencial de atuar sobre sintomas de
depressdo, de forma rapida e efetiva em pacientes, quando administrada em doses sub-
anestésicas. Os efeitos de uma unica dose de cetamina puderam ser notados em poucas horas
apos a administracdo e foram sustentados por aproximadamente duas semanas (Berman et al.,
2000; Xu et al., 2016). O mesmo efeito benéfico vem sendo observado em transtornos de
ansiedade e TEPT (Feder, et al., 2014; Glue, et al., 2017).

Os receptores NMDA e AMPA sdo canais idnicos controlados por ligantes. Os
receptores NMDA, especificamente, sdo encontrados em grandes quantidades na amigdala
(Ledoux, 1994). Para que a abertura dos canais do receptor NMDA ocorra é necessario que
haja a ligacdo do glutamato e da glicina, juntamente com a despolarizacdo da membrana pos-
sinaptica (Amiel & Mathew, 2007). Assim, a ativacdo desse receptor requer tanto a atividade
pré-sinaptica quanto pos-sinaptica (Tsien, Huerta & Tonegawa, 1996). Sob ativacdo, o ion
Mg*™*, que bloqueia o poro central do receptor NMDA, é liberado, o que permite um maior
influxo de Na™ e de Ca™ dentro da célula (Nasir et al., 2020). Esse ultimo tem um papel

fundamental na plasticidade sinaptica, aprendizagem e memoria (Dingledine, Borges, Bowie
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& Traynelis, 1999). Por outro lado, para que 0 AMPA seja ativado é necessario que pelo
menos dois dos quatro sitios de ligagdo do glutamato estejam ocupados, mecanismo que
permitird o influxo de Na*, K*e Ca*™ (Amiel & Mathew, 2007).

De acordo com a hip6tese da desinibicdo, a cetamina atua bloqueando seletivamente
os receptores NMDA dos interneurdnios inibitorios GABAérgicos. Tal blogqueio leva a
desinibicdo dos neurdnios piramidais e aumento dos disparos glutamatérgicos, o que causa
uma ativacdo dos receptores AMPA pds-sinapticos. Essa ativacdo resulta na liberacdo
aumentada do fator neurotrofico derivado do cérebro, ativacdo do receptor de tropomiosina
quinase B e sintese protéica atraves do alvo mecanistico do complexo 1 de rapamicina (Zanos
& Gould, 2018). Portanto, embora antagonista NMDA, os efeitos da cetamina estdo
relacionados ao aumento na liberagdo de glutamato, mecanismo que parece contribuir
significativamente para a plasticidade em areas importantes, como o cortex pre-frontal medial
(Li et al., 2010; Girgenti, Ghosal, LoPresto, Taylor & Duman, 2017).

Grande parte dos avangos alcancados na compreensdao dos efeitos e mecanismos de
acdo da cetamina deve-se aos modelos pré-clinicos em roedores. Os seus efeitos na memaria
do medo e comportamentos semelhantes ao TEPT tém sido amplamente investigados (Choi et
al., 2020). Uma Unica dose de cetamina administrada 24 horas antes da extingdo aumentou a
recuperacdo da extingdo em ratos, resultado que foi associado ao aumento da funcéo sinaptica
no coértex pré-frontal medial (Girgenti et al.,, 2017). A administracdo da cetamina
imediatamente ap0s a exposi¢cdo a um evento traumatico, como observar coespecificos
recebendo choques elétricos, foi capaz de prevenir o aumento da aprendizagem de esquiva
passiva em camundongos (Ito, Erisir & Morozov, 2015).

Além da sugestdo de que a cetamina poderia facilitar a extingdo e prevenir
consequéncias patolégicas decorrentes de eventos traumaticos, seus efeitos também sdo

observados quando administrada antes do condicionamento aversivo (Calzavara et al., 2009;
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McGowan et al., 2017). O uso profilatico de uma Unica dose de cetamina, administrada uma
semana antes do condicionamento, foi capaz de reduzir a memoria aversiva no primeiro treino
de extingdo (McGowan et al., 2017). Assim como esse resultado, outras pesquisas tém
apontado a eficicia da cetamina em atenuar respostas condicionadas de medo (Duclot, Perez-
Taboada, Wright & Kabbaj, 2016; Bolton et al., 2012); no entanto, outros estudos tém
apresentado um efeito oposto (Clifton, Thomas & Hall, 2018; Yang, Ju, Zhang & Sun, 2018).
Em um deles, foi demonstrado que a cetamina prejudicou seletivamente a extingdo em ratos
quando administrada 30 minutos antes da extin¢do (Clifton, Thomas e Hall, 2018). Ao que
parece, tanto a dose quanto o tempo séo importantes para os efeitos da cetamina.

Conforme apresentado, os modelos animais neurobiolégicos tém fornecido uma
alternativa para a avaliacdo dos efeitos de medicamentos e demonstrado capacidade em
detectar tratamentos efetivos (Graeff & Zangrossi, 2002; Bourin, Petit-Demouliéere, Nic
Dhonnchadha, & Hascoet, 2007). Uma vez que o medo desempenha um papel proeminente,
direta ou indiretamente, em uma variedade de transtornos mentais (Johansen, Cain, Ostroff &
LeDoux, 2011), avaliar os efeitos da cetamina no condicionamento aversivo pode ajudar a
encontrar um tratamento mais promissor. Tal avaliagdo também contribuird para fortalecer as
hipdteses existentes a respeito dos efeitos da cetamina nas diversas etapas do
condicionamento aversivo.

E importante observar que grande parte dos estudos realizados até 0 momento n&o
administrou a cetamina em diferentes doses ou analisou os seus efeitos nas variadas fases do
medo condicionado. Por esse motivo, o presente trabalho utilizou as doses de cetamina que
foram mais frequentes entre os estudos anteriores, assim como variou 0s momentos em que a
droga foi administrada. Além disso, investigacBes prévias a respeito dos efeitos da cetamina
tém utilizado, na maioria das vezes, o condicionamento aversivo ao contexto, aprendizagem

mediada pelo hipocampo. Por outro lado, o condicionamento aversivo a estimulos explicitos,
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como uma luz ou um som, uma aprendizagem fortemente mediada pela amigdala, tem sido
menos explorado (Phillips & Ledoux, 1992; Sotres-Bayon, Cain & LeDoux, 2006).

Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar os potenciais efeitos da cetamina, em
diferentes doses e momentos de administracdo, sobre 0 medo condicionado a luz, supondo
que a cetamina interferiria no processamento de memorias aversivas e, consequentemente, na

expressdo comportamental do medo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar os efeitos de doses sub-anestésicas de cetamina sobre o0 medo condicionado a

luz em ratos.

2.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar os efeitos da cetamina nas doses de 10, 20 e 30 mg/kg, administrada antes do
treino de medo condicionado a luz-CS, sobre a aquisicdo do comportamento de
congelamento em ratos.

e Avaliar os efeitos da cetamina nas doses de 10, 20 e 30 mg/kg, administrada
imediatamente apos o treino de medo condicionado a luz-CS, sobre a consolidagdo do
comportamento de congelamento em ratos.

e Auvaliar os efeitos da cetamina nas doses de 10, 20 e 30 mg/kg, administrada antes do
teste de medo condicionado a luz-CS, sobre a expressdo e aquisicdo da extin¢do do
comportamento de congelamento em ratos.

e Avaliar os efeitos da cetamina nas doses de 10, 20 e 30 mg/kg, administrada
imediatamente apds o treino de medo condicionado a luz-CS, sobre a consolidacdo da

extincdo do comportamento de congelamento em ratos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Nesse estudo, foram utilizados 192 ratos Wistar machos, da unidade animal do campus
da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar). Os animais tinham aproximadamente 8
semanas de idade e peso médio de 320 g quando foram submetidos aos experimentos. Eles
foram alojados em grupos de 4 a 6, por caixa, em gaiolas de polipropileno (24 x 39 x 30,5
cm), forradas com maravalha. Alimento e agua estiveram livremente disponiveis, exceto
durante as sessdes experimentais. Os animais foram mantidos sob condi¢fes controladas, com
temperatura média de 23 °C e ciclo claro/escuro de 12 x 12 horas, iniciando a fase clara as
7:00 h. Os experimentos aconteceram durante a fase clara do ciclo, no periodo da tarde. O

projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSCar, sob o

protocolo n® 9189160919 (ANEXO A).

3.2 Drogas

A cetamina, antagonista do receptor NMDA, foi o farmaco utilizado. A administracédo
se deu por via intraperitoneal, em doses de 10, 20 e 30 mg/kg. O farmaco foi administrado 30
minutos antes do treino (experimento 1), imediatamente apds o treino (experimento 2), 30
minutos antes do teste (experimento 3) ou imediatamente apos o teste (experimento 4). As
injecBes sistémicas foram administradas em um volume constante de 1 ml/kg. O grupo
controle foi tratado com um volume equivalente de salina fisioldgica. As doses e o tempo de
espera foram baseados em estudos anteriores (Clifton, Thomas e Hall 2018; Duclot et al.,

2016; McGowan et al., 2017).
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3.3 Equipamentos

Na sesséo treino, os ratos foram condicionados a uma luz-CS, em uma caixa de
condicionamento padrdo (20 x 20 x 25 cm), constituida por teto, paredes laterais e traseira de
aco inoxidavel branco e Plexiglas transparentes na porta da frente (Figura 1A). O piso da
caixa é formado por hastes de aco inoxidavel, espacadas por 1,0 cm, que foram eletrizadas por
um gerador de choques. A caixa ficou localizada dentro de uma camara ventilada e com
atenuacdo acustica (66 x 43 x 45 cm). A caixa foi higienizada com alcool na concentracdo de
20%. Para as sessOes teste e reteste, a mesma caixa de condicionamento foi utilizada. Nessas
sessOes, porém, foi adicionado ruido de fundo, produzido pelo exaustor presente na camara
ventilada, e uma base de plastico, a qual foi acoplada a caixa experimental, acima das hastes
de aco inoxidavel (Figura 1B). Além disso, a caixa foi higienizada com &cido acético na
concentragdo de 5%. Essas modificacbes foram realizadas com o objetivo de diminuir
potenciais interferéncias do contexto. Uma camera de video foi utilizada para registrar todas

as sessOes experimentais.

Figura 1. A) Fotografia da caixa experimental que foi utilizada na sess&o treino do medo condicionado & luz. B)
Fotografia da caixa experimental que foi utilizada nas sessdes teste e reteste do medo condicionado a luz. Nessa
imagem, € possivel visualizar a base de pléstico acoplada & caixa, acima das hastes de aco inoxidavel. Fonte:
Proprio autor.
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3.4 Procedimentos

Sesséo treino: Antes de iniciar o treino, os ratos passaram por uma fase de habituacdo
e exploracdo da caixa de condicionamento, que teve duracdo de 5 minutos. Logo apds,
ocorreu a apresentacdo da primeira luz, seguida do choque. A luz de 6-W foi apresentada por
20 segundos e coterminou com o choque de 0,6 mA nas patas, o qual teve duracdo de 1
segundo. As apresentacdes dos estimulos foram controladas por um microprocessador e uma
placa de entrada/saida. No total, os sujeitos receberam 10 pares de CS-US. O intervalo entre
as apresentacOes variou, aleatoriamente, entre 60 e 90 segundos. Os ratos foram removidos
imediatamente ap0s o Ultimo pareamento e retornaram para as gaiolas moradia. A sessdo teve
duracéo de 20 minutos, aproximadamente.

Sessdo teste e sessao reteste: Vinte e quatro e quarenta e oito horas apos o treino, as
sessOes teste e reteste foram realizadas, respectivamente. O tempo de habituacdo a caixa foi
de 5 minutos. Apos esse periodo, os sujeitos receberam 10 apresentacdes de CS (luz: 20 s, 6
W), sem o0 US, em intervalos que variaram entre 60 e 90 segundos, aleatoriamente. As sessdes
teste e reteste tiveram duracdo de 20 minutos, aproximadamente. Todo o procedimento foi
baseado em estudo anterior do nosso laboratorio (de Vita, Zapparoli, Reimer, Branddo & de
Oliveira, 2021). A medida comportamental utilizada para avaliar o medo condicionado foi 0
tempo de congelamento durante a apresentacdo da luz. O congelamento foi operacionalmente
definido como auséncia total do movimento do corpo e das vibrissas, exceto movimentos
respiratorios, conforme observado em estudos anteriores (de Oliveira, Reimer, Reis &

Branddo, 2013; de Vita, et al., 2021).

3.5 Delineamento Experimental
Os animais chegaram ao biotério setorial e, apds o periodo de habituagdo minimo de

trés dias, os procedimentos experimentais foram iniciados. Os sujeitos foram divididos em 4
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grupos, com n = 12 para cada grupo: salina, cetamina 10 mg/kg, cetamina 20 mg/kg e

cetamina 30 mg/kg. Foram realizados 4 experimentos.

3.5.1 Experimento 1: Efeitos da cetamina administrada antes do Treino de medo

condicionado a luz

O experimento 1 teve a finalidade de investigar os efeitos da cetamina sobre a

aquisicdo do medo condicionado. Os sujeitos receberam as respectivas doses determinadas

para cada grupo 30 minutos antes da sessdo treino de medo condicionado a luz. Apds esse

periodo, a sessao treino foi iniciada. 24 e 48 h apos a sessao treino, ocorreram as sessoes teste

e reteste de medo condicionado, respectivamente. Todas as sessdes tiveram uma duracao

aproximada de 20 minutos. A representacdo esquematica abaixo torna possivel visualizar o

experimento 1 (Figura 2).

Experimento 1 — Cetamina administrada antes do treino de medo condicionado a luz

Controle E 17 10 10 10
Chegada Cetamina 10 Treino de medo Teste de medo Reteste de medo
Habituagdo — 3 dias Cetamina 20 condicionado a luz condicionado a luz condicionado 2 luz
| 4, Cetamina 30 ’ ’ ‘
| V4 PR ‘ P— ’ " ‘
30 min 24h 24 h
Dia1 Dia 2 Dia 3

Figura 2. Delineamento do experimento 1. Fonte: Proprio autor.

3.5.2 Experimento 2: Efeitos da cetamina administrada imediatamente ap0s o Treino

de medo condicionado a luz

No experimento 2, as respectivas doses para cada grupo foram administradas

imediatamente apds a sessdo treino. O objetivo foi investigar os efeitos da cetamina sobre a

consolidacdo da aprendizagem aversiva. As sessoes teste e reteste ocorreram 24 e 48 h ap0s o
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treino, respectivamente, e duraram aproximadamente 20 minutos. Esse delineamento pode ser

visualizado no esquema abaixo (Figura 3).

Experimento 2 — Cetamina administradaimediatamente apds o treino de medo condicionado aluz

. ﬁd 10 q Controle 10 .10
Chegada Tiengideamedo Cetamina 10 Teste de medo Reteste de medo
Habituacdo — 3dias  condicionado a luz Cetamina 20 condicionado 3luz  condicionado a luz
| /7 ‘ Cetamina 30 | ‘
| “ ‘ : 24h ‘ 24h ‘
Dia 1 Imediatamente Dia 2 Dia 3

apos o treino

Figura 3. Delineamento do experimento 2. Fonte: Proprio autor.

3.5.3 Experimento 3: Efeitos da cetamina administrada antes do Teste de medo
condicionado a luz

No experimento 3, 0s animais foram submetidos ao treino do medo condicionado a luz
e passaram pela sesséo teste 24 h depois. A cetamina foi administrada 30 minutos antes do
teste, conforme as doses determinadas. O proposito desse experimento foi avaliar os efeitos
da cetamina sobre a expressao do congelamento condicionado e aprendizagem de extingdo. A
sessao reteste ocorreu 24 h apds o teste, ou seja, 48 apds o treino. O delineamento pode ser

analisado mais detalhadamente na figura 4.

Experimento 3 — Cetamina administrada antes do teste de medo condicionado aluz

: g 10 Controle 10 10
thegada . Trem.o _de medo Cetamina 10 Teste de medo Reteste de medo
Habituagdo — 3 dias condicionado a luz Cetamina 20 condicionado 2 luz eonidiconsda iz
| 7/ ‘ Cetamina 30 | l
| 4 \ —_— S ’ P ’
. 24h 30 min 24h
Dial Dia 2

Figura 4. Delineamento do experimento 3. Fonte: Prdprio autor.
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3.5.4 Experimento 4: Efeitos da cetamina administrada imediatamente apds o Teste de
medo condicionado a luz

No experimento 4, os animais foram submetidos ao treino de medo condicionado a luz
e, 24 h depois, passaram pela sessdo teste. Imediatamente apOs a sessdo teste 0s grupos
receberam as respectivas doses previamente especificadas. O reteste ocorreu 24 h apos o teste,
totalizando 48 h da sesséo treino. O objetivo desse experimento foi avaliar os efeitos da
cetamina sobre a consolidacdo da memdria de extin¢do. A representacdo esquematica pode ser

analisada abaixo (Figura 5).

Experimento 4 — Cetamina administrada imediatamente apds o teste de medo condicionado a luz

7 10 10 %

5 Controle .10
Chegada Treino de medo Teste de medo Cetamina 10 Reteste de medo
Habituagdo — 3dias ~ condicionado a luz condicionado 3luz  cetamina 20 condicionado 3 luz
| . ‘ ‘ Cetamina 30 ‘
| 4 ‘ 24h ‘ -‘ 24h ‘
Dia 1 Dia 2 Imediatamente Dia 3

apos o teste

Figura 5. Delineamento do experimento 4. Fonte: Préprio autor.

3.6 Analise de dados

Os dados séo apresentados como média + EPM. Para analise dos dados, foram
utilizadas andlises de variancia (ANOVASs) de duas vias com medidas repetidas. Um fator
correspondeu aos tratamentos (Controle x Cet 10 x Cet 20 x Cet 30) e 0 outro a fase ou
sessdo do protocolo (L1 x L2 x L3 x L4 x L5 x L6 x L7 x L8 x L9 x L10 ou Teste x
Reteste). Apos as ANOVAs, em caso de significancia estatistica, foi utilizado o teste post hoc

de Tukey. Valores de p inferiores a 0,05 foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 Experimento 1: Efeitos da cetamina administrada antes do Treino de medo
condicionado a luz

A figura 6 apresenta os efeitos da cetamina, administrada 30 minutos antes do treino,
sobre a resposta de congelamento em ratos expostos ao protocolo de medo condicionado a
luz. Na figura 6A podem ser observadas as porcentagens médias de congelamento, por grupo,
em relacdo aos 20 segundos de cada apresentacdo de luz durante o inicio e final do Treino,
durante o Teste e 0 Reteste. Para o0 Treino, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas
revelou efeito significativo para o fator fase (L1 x L10; F144 = 103,20; p < 0,05), para o
tratamento (Controle x Cet 10 x Cet 20 x Cet 30; Fz44 = 3,36; p < 0,05) e interacdo entre os
fatores (fase x tratamento; Fz 44 = 3,04; p < 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou aumento
do congelamento ao final do treino, para todos os grupos, em relacdo ao congelamento
observado antes do pareamento da luz com os choques (p < 0,05). O teste também revelou
uma diminuicdo do congelamento do grupo Cet 30, em relacdo ao grupo Controle, ao final do
treino (p < 0,05).

Para a sessdo Teste, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeito
significativo para os fatores fase (L1 x L2 X L3 x L4 x L5 x L6 x L7 x L8 x L9 x L10; Fo 396
=28,64; p < 0,05) e tratamento (Controle x Cet 10 x Cet 20 x Cet 30; Fs44 = 6,90; p < 0,05).
Néo foi observada interacdo entre os fatores (fase x tratamento; F2739 = 0,82; p > 0,05). O
teste post hoc de Tukey indicou diminui¢do do congelamento do grupo Cet 30 em relacdo ao
grupo controle (p < 0,05). A andlise também apontou diminui¢do do congelamento em L4-
L10 em relacdo ao pico de congelamento observado em L2 (p < 0,05), independente do

tratamento utilizado.
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Para a sessdo Reteste, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas apontou efeito
significativo para o fator fase (L1 x L2 x L3 x L4 x L5 x L6 x L7 x L8 x L9 x L10; Fo 39 =
16,00; p < 0,05) e interacdo entre os fatores (fase x tratamento; F27396 = 2,29; p < 0,05). Néo
houve efeito significativo para o fator tratamento (Controle x Cet 10 x Cet 20 x Cet 30; F3.44=
2,68; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey revelou diferenca para o grupo Controle na fase L7
em relacdo a fase L1 e nas fases L7-L10 em relacdo a L2 e L3 (p < 0,05). O grupo Cet10
diminuiu o congelamento nas fases L7, L8 e L10 em relagdo a L1, em L7 em relagdo a L2 e
em L7 e L8 em relacdo a L3 (p <0,05).

Na figura 6B estdo apresentadas as porcentagens medias de congelamento em relacéo
ao tempo total de apresentacdo da luz durante as sessdes Teste e Reteste, realizadas 24 e 48
horas ap6s o Treino. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas apontou efeito
significativo para o fator sessdo (Teste x Reteste; F144 = 62,06; p < 0,05) e para o fator
tratamento (Controle x Cet 10 x Cet 20 x Cet 30; F344 = 4,93; p < 0,05). N&o houve interagédo
significativa entre os fatores (sessdo x tratamento; Fz4s = 1,78; p > 0,05). O teste post hoc de
Tukey indicou menor congelamento no grupo Cet30 em relacédo ao grupo Controle (p < 0,05).
Houve também uma diminuicdo significativa do congelamento na sessdo Reteste em relacdo a

sessdo Teste (p < 0,05).
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Figura 6. Efeitos da administracdo de cetamina, 30 minutos antes do treino, sobre 0 medo condicionado & luz.
A) Porcentagem média de congelamento em relacdo aos 20 segundos de cada apresentacdo do estimulo
condicionado nas fases de Treino, Teste e Reteste. A seta vermelha indica 0 momento da administragdo de salina
ou cetamina nas diferentes doses. B) Porcentagem média de congelamento em relagcdo ao tempo total de
apresentacdo do estimulo condicionado nas sessdes Teste e Reteste. + p < 0,05: diferente do inicio do treino
(L1); * p < 0,05: diferente do grupo Controle na mesma sesséo; $ p < 0,05: diferente da fase L2 na sessdo teste; #
p < 0,05: diferente da sessdo Teste; Média £+ EPM. ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo
teste de Tukey. n = 12 para todos 0s grupos.
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4.2 Experimento 2: Efeitos da cetamina administrada imediatamente apds o Treino de
medo condicionado a luz

A figura 7 apresenta os efeitos da cetamina administrada imediatamente ap0s o treino,
sobre a resposta de congelamento em ratos expostos ao protocolo de medo condicionado a
luz. Na figura 7A podem ser observadas as porcentagens médias de congelamento, por grupo,
em relacdo aos 20 segundos de cada apresentacdo de luz durante o inicio e final do Treino,
durante o Teste e 0 Reteste. Na sessdo Treino, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas
apontou efeito significativo para o fator fase (L1 x L10; F144 = 15,35; p < 0,05), mas néo para
o tratamento (Controle x Cet 10 x Cet 20 x Cet 30; Fs44 = 2,75; p > 0,05) ou interagéo entre
os fatores (fase x tratamento; Fs44 = 0,09; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou
aumento do congelamento ao final do treino, em relacdo ao congelamento observado antes do
condicionamento (p < 0,05).

Em relagcdo a sessdo Teste, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou
efeito significativo para o fator fase (L1 x L2 x L3 x L4 x L5 x L6 x L7 x L8 x L9 x L10;
Fo306 = 19,19; p < 0,05), mas ndo para o fator tratamento (Controle x Cet 10 x Cet 20 x Cet
30; Fs44 = 1,52; p > 0,05). N&o foi observada interagdo entre os fatores (fase x tratamento;
F27306 = 0,83; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou diminui¢do do congelamento nas
fases L5-L.10 em relacdo ao pico de congelamento observado em L2 (p < 0,05), independente
do tratamento utilizado. Para a sessdo Reteste, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas
apontou efeito significativo apenas para o fator fase (L1 x L2 x L3 x L4 x L5 x L6 x L7 x L8
x L9 x L10; Fg396 = 18,83; p < 0,05). Nao houve efeito significativo para o fator tratamento
(Controle x Cet 10 x Cet 20 x Cet 30; F34s = 1,15; p > 0,05) ou interagdo entre os fatores
(fase x tratamento; F27306 = 0,98; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey revelou diferenca do

congelamento, independente do grupo, nas fases L2 e L7-L10 em relagdo a L1, L4-L10 em
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relacdo a L2, L7-L10 em relacdo a L3, L8-L10 em relagdo a L4, e L8 e L10 em relagéo a L5
(p < 0,05).

Na figura 7B estdo apresentadas as porcentagens médias de congelamento em relagéo
ao tempo total de apresentacdo da luz durante as sessdes Teste e Reteste, realizadas 24 e 48
horas ap6s o Treino. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas apontou efeito
significativo para o fator sessdo (Teste x Reteste; F144 = 70,39; p < 0,05), mas néo para o
fator tratamento (Controle x Cet 10 x Cet 20 x Cet 30; Fz4s = 1,50; p > 0,05) ou interagdo
entre os fatores (sessdo x tratamento; Fs4s = 0,42; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey
indicou diminuicéo significativa do congelamento na sessdo Reteste em relagéo a sessdo Teste

(p < 0,05).
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Figura 7. Efeitos da administracdo de cetamina, imediatamente apds o treino, sobre 0 medo condicionado a luz.
A) Porcentagem média de congelamento em relacdo aos 20 segundos de cada apresentacdo do estimulo
condicionado nas fases de Treino, Teste e Reteste. A seta vermelha indica 0 momento da administragdo de salina
ou cetamina nas diferentes doses. B) Porcentagem média de congelamento em relacdo ao tempo total de
apresentacdo do estimulo condicionado nas sessdes Teste e Reteste. + p < 0,05: diferente do inicio do treino
(L1); $ p < 0,05: diferente da fase L2 na sessdo teste; # p < 0,05: diferente da sessdo Teste; Média + EPM.
ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo teste de Tukey. n = 12 para todos 0s grupos.
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4.3 Experimento 3: Efeitos da cetamina administrada antes do Teste de medo
condicionado a luz

A figura 8 apresenta os efeitos da cetamina administrada 30 minutos antes do Teste
sobre a resposta de congelamento em ratos expostos ao protocolo de medo condicionado a
luz. Na figura 8A estdo apresentadas as porcentagens médias de congelamento, por grupo, em
relacdo aos 20 segundos de cada apresentacdo de luz durante o inicio e final do Treino,
durante o Teste e 0 Reteste. Na sesséo Treino, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas
apontou efeito significativo para o fator fase (L1 x L10; F144 = 52,20; p < 0,05), mas ndo para
o0 tratamento (Controle x Cet 10 x Cet 20 x Cet 30; Fs44 = 0,63; p > 0,05) ou interagdo entre
os fatores (fase x tratamento; Fs44 = 1,08; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou
aumento do congelamento ao final do treino em relagdo ao congelamento observado antes do
condicionamento (p < 0,05).

Para a sess@o Teste, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeito
significativo para o fator fase (L1 x L2 x L3 x L4 x L5 x L6 x L7 x L8 x L9 x L10; Fo 396 =
14,44; p < 0,05), mas ndo para o fator tratamento (Controle x Cet 10 x Cet 20 x Cet 30; F3.44=
1,70; p > 0,05). Néo foi observada interacdo entre os fatores (fase x tratamento; F27,306 = 1,04;
p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou diminuicdo do congelamento nas fases L6-L10
em relacdo a L2 e L3, fases com pico da resposta de congelamento durante o teste (p < 0,05),
independente do tratamento utilizado. Na sessdo Reteste, a ANOVA de duas vias com
medidas repetidas apontou efeito significativo para o fator fase (L1 x L2 x L3 x L4 x L5 x L6
x L7 x L8 x L9 x L10; Fo396 = 33,70; p < 0,05) e para o fator tratamento (Controle x Cet 10 x
Cet 20 x Cet 30; Fz4s = 4,62; p < 0,05). Nao houve interacdo entre os fatores (fase x
tratamento; Fz7306 = 0,99; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey revelou um aumento
significativo no congelamento dos grupos Cet20 e Cet30 em relagéo ao grupo Controle (p <

0,05). A andlise também indicou diferenca do congelamento nas fases L2 e L7-L10 em
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relagcdo a L1, L4-L10 em relagdo a L2, L6-L10 em relagéo a L3 e L4, L9 e L10 em relagéo a
L5eL6,elL9emrelacdoa L7 (p <0,05).

Na figura 8B estdo apresentadas as porcentagens médias de congelamento em relagéo
ao tempo total de apresentacdo da luz durante as sessdes Teste e Reteste, realizadas 24 e 48
horas ap6s 0 Treino. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas apontou interacdo entre
os fatores (sessdo x tratamento; Fz44 = 7,23; p < 0,05), mas néo revelou efeito significativo
para os fatores sesséo (Teste x Reteste; F1,44 = 0,82; p > 0,05) e tratamento (Controle x Cet 10
x Cet 20 x Cet 30; Fz44 = 1,74; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou diminuicéo
significativa no congelamento do grupo Controle no Reteste em relacdo ao Teste (p < 0,05).
Na sessdo Reteste houve um aumento no congelamento do grupo Cet20 em relacdo ao grupo

Controle (p < 0,05).
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Figura 8. Efeitos da administracdo de cetamina, 30 minutos antes do Teste, sobre 0 medo condicionado & luz. A)
Porcentagem média de congelamento em relacdo aos 20 segundos de cada apresentacdo do estimulo
condicionado nas fases de Treino, Teste e Reteste. A seta vermelha indica 0 momento da administragdo de salina
ou cetamina nas diferentes doses. B) Porcentagem média de congelamento em relagcdo ao tempo total de
apresentacdo do estimulo condicionado nas sessdes Teste e Reteste. + p < 0,05: diferente do inicio do treino
(L1); * p < 0,05: diferente do grupo Controle na mesma sessdo; $ p < 0,05: diferente das fases L2 e L3 no teste;
# p < 0,05: diferente da sessdo Teste; Média + EPM. ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo
teste de Tukey. n = 12 para todos 0s grupos.



42

4.4 Experimento 4: Efeitos da cetamina administrada imediatamente apds o Teste de
medo condicionado a luz

A figura 9 apresenta os efeitos da cetamina administrada imediatamente ap6s o Teste,
sobre a resposta de congelamento em ratos expostos ao protocolo de medo condicionado a
luz. Na figura 9A é possivel observar as porcentagens médias de congelamento, por grupo,
em relacdo 20 segundos de cada apresentacdo de luz durante o inicio e final do Treino,
durante o Teste e 0 Reteste. Na sessédo Treino, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas
apontou efeito significativo para o fator fase (L1 x L10; F144 = 61,00; p < 0,05), mas nédo para
o tratamento (Controle x Cet 10 x Cet 20 x Cet 30; Fs44 = 1,79; p > 0,05) ou interagdo entre
os fatores (fase x tratamento; Fs44 = 0,67; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou
aumento do congelamento ao final do treino, para todos os grupos, em relacdo ao
congelamento observado antes do condicionamento (p < 0,05).

Em relagcdo a sess@o Teste, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou
efeito significativo apenas para o fator fase (L1 X L2 x L3 x L4 X L5 x L6 x L7 x L8 x L9 x
L10; Fo396 = 16,63; p < 0,05). Ndo houve efeito para o fator tratamento (Controle x Cet 10 x
Cet 20 x Cet 30; Fs344=2,74; p > 0,05) ou interacéo entre os fatores (fase x tratamento; F27,396
= 1,41; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou diminui¢do do congelamento nas fases
L5-L10, em relacdo a L2 (p < 0,05). Para a sessdo Reteste, a ANOVA de duas vias com
medidas repetidas apontou efeito significativo para o fator fase (L1 x L2 x L3 x L4 x L5 x L6
x L7 x L8 x L9 x L10; Fg 396 = 17,50; p < 0,05), mas ndo para o fator tratamento (Controle x
Cet 10 x Cet 20 x Cet 30; Fs4s4 = 1,30; p > 0,05) ou interacdo entre os fatores (fase x
tratamento; F27306 = 0,59; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey revelou diferenca do
congelamento nas fases L2 e L8-L10 em relacdo a L1, L5-L10 em relacdo a L2, L6-L10 em

relacdo a L3 e L4, e L8 e L10 em relagdo a L5 (p < 0,05).
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Na figura 9B estdo apresentadas as porcentagens médias de congelamento em relacéo
ao tempo total de apresentacdo da luz durante as sessOes Teste e Reteste, realizadas 24 e 48
horas ap6s o Treino. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas apontou efeito
significativo para o fator sessdo (Teste x Reteste; F144 = 112,71; p < 0,05), mas ndo para o
fator tratamento (Controle x Cet 10 x Cet 20 x Cet 30; Fs4s = 1,97; p > 0,05) ou interagédo
entre os fatores (sessdo x tratamento; Fsas = 1,62; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey
indicou diminuicdo significativa do congelamento na sessdo Reteste em relacéo a sessdo Teste

(p < 0,05).
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Figura 9. Efeitos da administracdo de cetamina, imediatamente ap6s o Teste, sobre 0 medo condicionado a luz.
A) Porcentagem média de congelamento em relacdo aos 20 segundos de cada apresentacdo do estimulo
condicionado nas fases de Treino, Teste e Reteste. A seta vermelha indica 0 momento da administragdo de salina
ou cetamina nas diferentes doses. B) Porcentagem média de congelamento em relagcdo ao tempo total de
apresentacdo do estimulo condicionado nas sessdes Teste e Reteste. + p < 0,05: diferente do inicio do treino
(L1); $ p < 0,05: diferente da fase L2; # p < 0,05: diferente da sessdo Teste; Média + EPM. ANOVA de duas
vias com medidas repetidas seguida pelo teste de Tukey. n = 12 para todos os grupos.
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5. DICUSSAO

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de diferentes doses sub-anestésicas
de cetamina em diferentes momentos de administracdo sobre o medo condicionado a luz em
ratos. NO6s mostramos que uma Unica dose de cetamina de 30 mg/kg, administrada 30 minutos
antes do condicionamento aversivo, atenuou a resposta de congelamento na sesséo treino e
nas sessdes teste e reteste seguintes, 24 e 48 horas ap6s o treino. O mesmo efeito ndo foi
observado para as doses de 10 mg/kg ou 20 mg/kg. A cetamina administrada imediatamente
apos o treino de medo condicionado ndo apresentou efeito significativo nas sessdes teste e
reteste seguintes. A administracdo de cetamina nas doses de 20 mg/kg e 30 mg/kg, 30 minutos
antes do teste, prejudicou a extingdo, efeito observado na sess@o reteste. Por dltimo, a
cetamina administrada imediatamente ap0s a sessdo teste de medo condicionado néo alterou o
congelamento na sessdo reteste. Assim, tanto a dose quanto o momento de administracao
foram fatores importantes para os efeitos da cetamina no medo condicionado.

Em relacdo ao protocolo de medo condicionado utilizado, as analises gerais e a analise
temporal para cada apresentacdo da luz (20 s) permitem notar a sua efetividade. Para essa
observacdo, serdo consideradas apenas as respostas dos grupos controle, em que nao ha
interferéncia dos tratamentos. Na fase de treino, em todos os experimentos, houve um
aumento consideravel da porcentagem de tempo de congelamento ao final da sessdo em
comparagdo ao inicio. Isso indica que o estimulo inicialmente neutro (luz) foi associado ao
US (choque) e se tornou um CS, o que demonstra aprendizagem. Na fase inicial do teste, 0s
grupos controle de todos 0s experimentos apresentam congelamento maior do que aquele
observado no inicio do treino, outra manifestacio da aprendizagem que ocorreu
anteriormente. Essa € uma evidéncia de que houve consolidacdo da memoria da associacdo

CS-US. Além disso, ao longo da sesséo teste, nota-se uma diminui¢do gradual das respostas
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de congelamento, o que indica aprendizagem de que o CS ndo mais prediz o US, uma
evidéncia de extingdo. No reteste, as respostas de congelamento continuaram diminuindo
gradualmente ao longo da sessdo. A andlise comparativa entre teste e reteste, em todos os
experimentos, demonstra que 0s grupos controle apresentaram congelamento menor na sessao
reteste em relacdo a sessdo teste, o que também indica a ocorréncia de extingdo. Assim, de
forma semelhante a estudos anteriores, demonstramos que o protocolo utilizado é valido para
0 estudo do medo condicionado em suas diferentes fases (Radford et al., 2018; de Vita et al.,
2021; de Oliveira, Reimer e Brandao, 2009).

Conforme observado no experimento 1, as doses de 10 e 20 mg/kg de cetamina nédo
afetaram a aprendizagem aversiva quando administradas 30 minutos antes do treino de medo
condicionado. No entanto, estudos prévios demonstram que doses de 8, 10 e 16 mg/kg de
cetamina, administradas antes do treino, foram suficientes para bloquear a aprendizagem
aversiva em diversas modalidades do medo condicionado (Pietersen et al., 2006; Pietersen et
al., 2007; Calzavara et al., 2009; Bolton et al., 2012; Ali et al., 2020). Essa divergéncia entre
os resultados parece depender do tipo de protocolo de condicionamento aversivo, das doses
utilizadas, do momento de administragdo e/ou do periodo para a avaliagdo da memoria
aversiva (Choi et al., 2020; Silote et al., 2020). Por exemplo, doses de 8 e 10 mg/kg de
cetamina, administradas 30 e 15 minutos antes do treino, no paradigma de condicionamento
de traco, blogquearam a resposta condicionada ao som, avaliada 24 h depois (Bolton et al.,
2012; Ali et al., 2020). No entanto, esse efeito ndo foi observado no procedimento padrdo de
condicionamento com atraso (Bolton et al., 2012; Ali et al., 2020). Ainda, a dose de 10 mg/kg
de cetamina, administrada 1 h antes do treino de medo condicionado ao som, ndo afetou a
aquisicdo da memdria aversiva, avaliada em um teste 10 dias depois (Kulyk, 2017). Além
disso, Yang et al., (2018) demonstraram que a dose de 5 mg/kg de cetamina, administrada 1

dia antes do condicionamento, aumentou a memoéria do medo contextual. Contudo, esse
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aumento foi um indicativo de que a cetamina atenuou o comprometimento da memoria
causado pelo estresse cronico de derrota social em camundongos que expressavam um
fendtipo tipo depressivo. Logo, diferentes caracteristicas dos estudos podem influenciar nos
efeitos produzidos pela cetamina administrada antes do condicionamento aversivo.

Ainda no experimento 1, todos os grupos apresentaram aumento do congelamento ao
final da sessdo treino em comparacdo ao inicio. Porém, o grupo tratado com cetamina na dose
de 30 mg/kg apresentou congelamento substancialmente menor em relacéo ao grupo controle,
indicativo de que a cetamina prejudicou a aquisicdo da memdria aversiva. Uma hipotese
alternativa é de que a cetamina tenha afetado a locomog¢éo na sesséo treino, visto que é bem
estabelecido que antagonistas NMDA podem alterar a atividade locomotora (De Leonibus,
Mele, Oliverio & Pert, 2001; Lorrain, Baccei, Bristow, Anderson & Varney 2003). Contudo, a
diminuicdo do congelamento, notada 24 e 48 h depois no teste e reteste, ndo pode ser
atribuida aos efeitos da cetamina na locomogdo. E improvéavel que esses efeitos tenham
durado 24 h (Imre, Fokkema, Boer & Ter Horst 2006). Estudos mostram que a cetamina
possui uma meia vida de aproximadamente 1 h a 1,3 h em ratos (Wang et al., 2012; Veilleux-
Lemieux, Castel, Carrier, Beaudry & Vachon, 2013). Uma outra questdo a ser levantada é o
potencial da cetamina para indugdo de analgesia (Zanos et al., 2018). Visto que na sessdao
treino o grupo cetamina 30 mg/kg apresentou um menor congelamento em relacdo ao grupo
controle, ha a sugestdo de que essa dose tenha interferido na responsividade ao choque devido
a potenciais efeitos analgésicos. Em funcdo disso, a associacdo entre estimulo neutro e US
estaria prejudicada, o que explicaria a diminuicdo do congelamento desse grupo, observada no
treino, no teste e no reteste. Essa possibilidade ndo pode ser descartada, mas uma das
principais caracteristicas da analgesia € o aumento da imobilidade (Sonner et al., 2003;

Brosnan & Thiesen, 2012; Petrenko, Yamakura, Sakimura & Baba, 2014).
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Diferente dos nossos achados, o estudo de McGowan et al. (2017) mostrou que a
cetamina administrada 1 h antes do condicionamento, na dose de 30 mg/kg, aumentou o
congelamento durante a sessdo treino. Além disso, diminuiu a distancia percorrida durante a
apresentacdo do choque. No entanto, na extingdo, que ocorreu 4 dias depois do
condicionamento, 0s grupos controle e de tratamento exibiram niveis iguais de congelamento
durante quase toda a sessdo (McGowan et al., 2017). Em outra investigacdo, a dose de 30
mg/kg de cetamina, administrada 1 h e 1 semana antes do condicionamento aversivo, ndo
amenizou a generalizacdo do medo ou diminuiu o congelamento em relagdo ao estimulo
condicionado, com teste realizado 24 h depois (Asim et al., 2020). Porém, a dose de 30
mg/kg, administrada 1 semana antes do medo contextual, amenizou expressivamente 0
congelamento na extincéo, realizada 4 dias depois (McGowan et al., 2017).

Mais proximo dos nossos resultados, o trabalho de Clifton, Thomas e Hall (2018)
demonstrou que a dose de 25 mg/kg de cetamina, administrada 30 minutos antes do treino de
medo condicionado ao contexto, diminuiu significativamente o congelamento numa sesséo de
recall realizada 48 h depois. Contudo, quando a droga foi administrada novamente em uma
sessdo subsequente, a resposta condicionada foi restabelecida. A sugestdo fornecida pelos
autores € de que a cetamina atuaria para ajudar na recuperagdo da memoria do medo
condicionado, de modo que essa expressdo dependeria tanto de pistas exteroceptivas quanto
interoceptivas, um efeito dependente de estado. Além desse estudo, outros demonstram o
potencial da cetamina para dependéncia de estado (Jackson, Koek & Colpaert 1992; Aguado,
Antonio, Pérez, Valle & GoOmez 1994). Em nosso trabalho, utilizamos varios grupos e
avaliamos os efeitos da cetamina em diferentes momentos, o que permite que os seus efeitos
sejam explorados em diversos fenbmenos relacionados a memdria. Apesar disso, n6s nao
exploramos detalhadamente a dependéncia de estado. Mas, especificamente para os resultados

do experimento 1, esse fendbmeno pode ser descartado, uma vez que a diminuicdo do
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congelamento foi observada tanto na sessdao em que houve o tratamento com cetamina (treino)
quanto nas sessdes subsequentes (teste e reteste), sem droga.

Embora alguns achados apontem outros mecanismos, que nao processos de memoria
mediando os efeitos da cetamina observados no experimento 1, outras evidéncias sugerem
que a diminuicdo do congelamento pode estar, de fato, relacionada ao carater da cetamina
como antagonista NMDA. Durante a aquisicdo do medo, a ativacdo do receptor NMDA é o
primeiro passo para a cascata bioquimica que resultara em plasticidade sinaptica (Maren,
2001). Os receptores NMDA estdo altamente expressos na amigdala. Especialmente na
amigdala basolateral, centro de mudangas associativas durante o condicionamento, 0S
receptores NMDA atuam mediando a LTP (Maren, Aharonov, Stote & Fanselow, 1996). A
sugestdo é de que a LTP, produzida pela ativacdo desse receptor, aumenta a eficacia das
sinapses, 0 que culmina em aprendizagem (Pare, Quirk & Ledoux, 2004). O antagonismo do
receptor NMDA, nesse sentido, prejudica esse mecanismo, o que resulta em falha na
aquisicao e estabelecimento da aprendizagem aversiva (Lee & Kim, 1998). Microinjecdo de
outros antagonistas NMDA, como o AP5, diretamente no complexo basolateral da amigdala,
prejudica a aquisicdo da memoria aversiva em diversas modalidades do medo condicionado
(Campeau, Miserendino & Davis, 1992; Lee & Kim, 1998; Roesler et al., 2000; Laurent &
Westbrook, 2009). Além disso, a diminuicdo do medo condicionado, resultado da
administracdo de AP5 na amigdala basolateral, ndo foi devida a uma insensibilidade ao
choque (Miserendino, Sananes, Melia & Davis, 1990).

Em doses mais baixas, € provavel que antagonistas NMDA atuem de forma
preferencial em neurdnios GABAérgicos, acdo que levaria a uma desinibicdo de neurbnios
excitatorios e resultaria em plasticidade sinaptica (Cohen, Tsien, Goff & Halassa, 2015; Ali et
al., 2020). Porém, a hipotese é de que em concentracdes mais altas, essa acdo seria menos

restrita e inibiria, também, neurbnios excitatérios glutamatérgicos (Lisman, et al., 2008).
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Assim, é possivel que a diminui¢do do congelamento com a dose 30 mg/kg de cetamina, no
protocolo utilizado em nosso estudo, esteja relacionada ao bloqueio dos receptores NMDA na
amigdala, e consequentemente, inibi¢do da plasticidade sinaptica subjacente aos processos de
memoria e aprendizagem aversiva. Complementarmente, quando a cetamina foi administrada
imediatamente ap6s o condicionamento aversivo, no experimento 2, ndo foram notados
efeitos em nenhuma das doses utilizadas. Esses resultados sugerem que, em nossa pesquisa, a
cetamina deve ter interferido em mecanismos neurobiol6gicos necessarios para a aquisicao da
memoria aversiva durante o condicionamento, e ndo na consolidacdo dessa aprendizagem.
Pesquisas futuras poderiam avaliar processos moleculares relacionados aos efeitos da
cetamina durante a aquisicdo do medo condicionado.

A ndo observacédo de efeitos significativos da cetamina no experimento 2, em que a
administracdo ocorreu imediatamente ap0s o treino de medo condicionado, indica que a
cetamina ndo interferiu na consolidacdo da memdria aversiva. O congelamento dos grupos
tratados com cetamina ndo diferiu do grupo controle na sessdo teste seguinte. Resultados
anteriores demonstram que doses de 25 e 30 mg/kg de cetamina, administradas imediatamente
apos o condicionamento aversivo ao contexto e ao som, ndo interferiram no comportamento
de congelamento, avaliado 24 e 48 h depois (Clifton, Thomas e Hall; Asim et al., 2020). Uma
outra investigacdo ndo encontrou efeito significativo da dose de 30 mg/kg de cetamina
administrada 1 h depois do condicionamento. Na sessdo de extin¢do, que ocorreu 4 dias
depois, os grupos salina e cetamina expressaram niveis iguais de congelamento (McGowan et
al., 2017). Contudo, a administracdo de 10 mg/kg de cetamina, logo ap6s o condicionamento,
atenuou a expressdo da resposta condicionada ao som na primeira metade da extingdo,
avaliada 10 dias depois. Ainda, a cetamina ndo influenciou a expressdo da extingdo em um
reteste seguinte (Kulyk, 2017). Ao que parece, um atraso mais longo entre a administracdo

imediata da cetamina e a extingdo pode exercer um efeito na consolidagdo da aprendizagem
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aversiva. Em nosso estudo, a avaliagdo dos efeitos da cetamina na consolidacdo do medo
condicionado ocorreu 24 e 48 h apos as injecdes. Assim, ndo observamos se a cetamina
poderia ter interferido em fases mais tardias da consolidacdo da memdria aversiva. Além
desses achados, resultados sugerem que os efeitos da cetamina no medo condicionado podem
ser diferentes em funcéo da via e duracdo da administracdo. Radford et al. (2018) encontrou
que a dose de 10 mg/kg de cetamina, administrada imediatamente ap6s o condicionamento,
mas por via intravenosa durante 2 h, aumentou a expressdo da memoria aversiva, avaliada 2
dias depois. Por outro lado, a mesma dose administrada por via intraperitoneal, apds o
condicionamento, ndo teve efeito na recuperagdo do medo condicionado, avaliado 2 dias mais
tarde.

Existe a premissa de que a cetamina administrada apds uma experiéncia traumatica
poderia aumentar a probabilidade de desenvolver TEPT devido aos seus efeitos psicoativos
(McGhee, Maani, Garza, Gaylord & Black 2008). McGhee et al. (2008) encontraram um
efeito contrario em seu estudo. Foi demonstrado que soldados do servico americano que
haviam sofrido queimaduras, e que receberam cetamina durante cirurgias, tiveram uma menor
prevaléncia de TEPT do que aqueles que ndo receberam. Contudo, em um segundo estudo,
ndo foi encontrada uma menor incidéncia de TEPT entre os soldados. Também n&o foi
observado um aumento na prevaléncia decorrente da administracdo de cetamina (McGhee et
al., 2014). Portanto, é possivel notar que divergéncias nos resultados dos estudos que utilizam
a cetamina imediatamente ap0s uma experiéncia traumatica ndo se limitam apenas as
pesquisas pre-clinicas. Em concordancia com o estudo conduzido por McGhee e com achados
pré-clinicos, nés também ndo observamos efeitos da cetamina na memdria aversiva quando
administrada imediatamente ap6s o condicionamento.

No experimento 3, 0 objetivo foi avaliar os efeitos da cetamina na expressdo do medo

condicionado e na aprendizagem da extingdo. Mostramos que a cetamina administrada 30
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minutos antes do teste de medo condicionado ndo interferiu na expressdo da memoria
aversiva e ndo afetou a extingdo da resposta condicionada dentro da propria sessdo teste.
Pesquisas anteriores tém encontrado achados inconsistentes a respeito dos efeitos da cetamina
na expressdo do medo condicionado. Uma investigacdo mostrou que a dose de 30 mg/kg de
cetamina, administrada 4 dias apds o condicionamento e 1 h antes do teste de extin¢do, ndo
alterou a expressao da memdria aversiva e ndo afetou a extingdo dentro da sessdo (McGowan
et al, 2017). Por outro lado, Radford et al. (2018) reportaram que a dose de 10 mg/kg de
cetamina, administrada 24 h antes da extincédo, e por via intravenosa durante 2 h, aumentou a
expresséio do medo condicionado, e consequentemente, prejudicou a extingéo.
Contrariamente, o tratamento com 10 mg/kg de cetamina, 1 h antes do teste de exting&o,
atenuou a expressdo inicial do medo condicionado, avaliado 10 dias depois (Kulyk, 2017).
Efeitos a longo prazo da cetamina foram notados por Asim et al. (2020) em um protocolo de
generalizacdo do medo. A administracdo de 30 mg/kg de cetamina 22 h depois do
condicionamento, e 2 h antes do teste, ndo atenuou a expressdo do congelamento ao estimulo
condicionado, mas diminuiu a generalizacdo do medo, efeito que se estendeu por duas
semanas.

Embora a cetamina nédo tenha afetado a expressdo do congelamento condicionado em
nosso estudo, e ndo tenha interferido na extingdo dentro da sessdo teste, foi notado um
comprometimento da extingcdo na sessao reteste, 24 h depois. As doses de 20 e 30 mg/kg
aumentaram o congelamento na sessdo reteste. Esse prejuizo na extingdo pode estar
relacionado a uma falha na aprendizagem da extincdo, pois quando a cetamina foi
administrada imediatamente apds o teste, no experimento 4, ndo houve comprometimento na
expressdo da extincdo no reteste. Esse resultado €, de certa forma, similar ao obtido no
experimento 1, em que a cetamina na dose de 30 mg/kg parece ter comprometido a aquisigéo

da memoria aversiva quando administrada 30 minutos antes do treino. Mais uma vez, o efeito
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visto no experimento 3 ndo pode ser atribuido a um comprometimento na atividade
locomotora, pois foi observado 24 h ap6s a administragdo da cetamina. Logo, a administracéo
da cetamina nas doses de 20 e 30 mg/kg, 30 minutos antes do teste, pode ter prejudicado a
aquisicdo da memoria de extingao.

Uma explicagdo potencial para o aumento do congelamento notado no reteste, quando
a cetamina foi administrada antes do teste, é que 0 seu uso prejudicou a aquisi¢do da extincao
através da sua acdo como antagonista dos receptores NMDA na amigdala. Como uma nova
forma de aprendizagem, a extingdo implica processos de plasticidade sinaptica que envolvem
o fortalecimento de determinadas conexdes neurais (Davis & Myers, 2007; Laurent,
Marchand & Westbrook, 2008; Davis, 2011). O estabelecimento da plasticidade sinaptica
relacionado a extin¢do necessita de excitacdo, ao inves de inibi¢do das células alvo (MakkKar,
Zhang & Cranney, 2010). Esse mecanismo envolve a despolarizacdo da membrana do
neurdnio e ativacéo dos receptores NMDA por meio do glutamato, o que permite o influxo de
Ca*™" e desencadeia processos que levardo ao fortalecimento das sinapses em regides
especificas (Dingledine et al., 1999). A amigdala e o vmPFC, dentre outras estruturas,
desempenham papel importante na extincdo e inibicdo do medo condicionado a estimulos
explicitos, como uma luz ou um som (Sotre-Bayon, Cain & LeDoux, 2006). Os receptores
NMDA na amigdala parecem estar envolvidos com a iniciacdo da extincdo, enguanto no
vmPFC estdo envolvidos com a consolidacdo da extingdo (Davis, 2011). Dentre os circuitos
de inibicdo dentro da amigdala, as células intercaladas desempenham um papel fundamental
na extingdo do medo condicionado (Quirk & Mueller, 2007). Esse conjunto de neurbnios
GABAEérgicos recebe transmissdo glutamatérgica da amigdala basolateral (Royer & Parg,
2002) e limita a transmissao excitatoria entre os nucleos basolateral e central, o que resulta em
supressdo das respostas de medo (Maren, 2015). A agéo do glutamato nos receptores NMDA

tem uma fungdo importante na plasticidade neural que permite aos neurdnios GABAérgicos
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mediarem a inibicdo quando apropriado (Davis & Myers, 2002). A nossa sugestdo é de que a
cetamina em doses mais altas, e administrada em um tempo relativamente préximo a
extin¢do, pode ter interferido na atividade excitatoria inicial do glutamato na amigdala
basolateral. Isso consequentemente pode ter prejudicado processos de plasticidade sinaptica
necessarios para a extincdo do medo condicionado em &reas inibitérias. Em apoio a esta
possibilidade, estudos mostram que antagonistas NMDA administrados sistemicamente ou
diretamente no complexo basolateral da amigdala, antes da extin¢gdo, impedem a extingdo do
congelamento e do sobressalto potencializado pelo medo (Falls, Miserendino & Davis, 1992;
Baker & Azorlosa, 1996; Lin, Yeh, Lu & Gean, 2003; Suzuki et al., 2004).

O fato de ndo termos observado efeito no congelamento quando a cetamina foi
administrada imediatamente apos a extin¢do, no experimento 4, indica que a sua atuacdo foi
inicialmente na aquisicdo dessa aprendizagem, quando a administracdo ocorreu 30 minutos
antes da sessdo teste, no experimento 3. Porém, ndo notamos interferéncia da cetamina na
expressdo do congelamento durante a extingdo, no experimento 3, 0 que sugere que 0
envolvimento dos receptores NMDA na extingdo também é dependente do tempo. A
consolidacdo da extincdo envolve forte ativacdo mediada pelos receptores NMDA no cortex
infralimbico, regido do vmPFC (Burgos-Robles, Vidal-Gonzalez, Santini & Quirk 2007;
Quirk & Mueller, 2009). Infusdo de CPP, um antagonista NMDA, no vmPFC, antes ou
imediatamente apos a extingdo, comprometeu a recuperacdo da extingdo, avaliada 24 h depois
(Burgos-Robles et al., 2007). Além disso, o bloqueio sistémico dos receptores NMDA reduziu
a ativacdo de alta frequéncia em neurénios do vmPFC. Em um experimento posterior, animais
que apresentaram ativacdo diminuida no cértex infralimbico, 30 minutos apds a extingéo,
falharam em recuperar a extin¢do 24 h depois (Burgos-Robles et al., 2007). A sugestdo é de
que a ativacdo produzida pelos receptores NMDA no cortex infralimbico desencadeia

correntes de calcio necessarias para a iniciacdo de processos moleculares que estabilizam a



55

memoria de extingdo (Quirk, Garcia & Gonzalez-Lima, 2006). Semelhante ao nosso estudo,
Clifton, Thomas e Hall (2018) demonstraram que doses de 8 e 25 mg/kg de cetamina,
administradas 30 minutos antes do teste, ndo afetaram a expressdo do medo condicionado.
Além disso, a extin¢do dentro da sessdo ndo foi influenciada pelo tratamento. No entanto, em
um teste subsequente, realizado 48 h ap0és, as doses utilizadas prejudicaram a recuperagdo da
extingdo, mas esse efeito ndo foi notado quando a cetamina foi administrada imediatamente
apos o primeiro teste (Clifton, Thomas & Hall, 2018). Em conjunto, esses resultados sugerem
que a ativacao inicial dos receptores NMDA durante a aquisicdo da extingdo é necessaria para
a posterior estabilizagdo e consolidacdo dessa memoria. Estudos mostram que a D-cicloserina,
um agonista parcial dos receptores NMDA, facilita a extingdo do medo condicionado
(Gabriele & Packard, 2007; Bouton, Vurbic & Woods, 2008).

Estudos anteriores apresentam resultados controversos a respeito dos efeitos da
cetamina na extin¢cdo de memorias aversivas. Em algumas investigacdes a cetamina atua para
facilitar a extincéo (Girgenti et al., 2017; Kulyk, 2017), e em outras pesquisas, assim como no
nosso estudo, a sua acdo parece prejudicar essa aprendizagem (Clifton, Thomas e Hall, 2018;
Radford et al., 2018). Os efeitos terapéuticos da cetamina sdo atribuidos, em grande parte, ao
bloqueio seletivo que ela exerce nos receptores NMDA dos interneurénios GABAErgicos no
cortex pré-frontal (Ali et al., 2020). Tal blogueio leva a desinibicdo de neurdnios piramidais e
aumento dos disparos glutamatérgicos, o que causa uma ativacdo dos receptores AMPA pos-
sinapticos. Essa ativacdo resulta na liberacdo aumentada do fator neurotrofico derivado do
cérebro, ativacdo do receptor de tropomiosina quinase B e sintese protéica através do alvo
mecanistico do complexo 1 de rapamicina (Zanos & Gould, 2018). Uma unica dose de
cetamina, administrada 24 horas antes da extin¢do, aumentou a recuperacdo da extingdo em
ratos, resultado que foi associado ao aumento da funcao sinéptica no cortex pré-frontal medial

(Girgenti et al., 2017).
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N&o notamos facilitagdo da extingdo com a menor dose, mas grande parte dos estudos
que demonstram que a cetamina atua para aumentar a extincdo do medo condicionado
utilizam doses mais baixas do que 10 mg/kg. Caracteristicas metodoldgicas e resultados
obtidos a respeito dos efeitos da cetamina na memaria aversiva sdo muito diversos, o que
torna a comparacdo direta entre os estudos algo dificil. Esses dados demonstram que existem
estagios especificos em que a cetamina pode influenciar a memdria aversiva. Além disso, a
administracdo da cetamina muito préximo ao momento da extingdo parece problemaética, ja
que esse fator pode ter contribuido para o prejuizo na exting¢do, observado no experimento 3.
Esses achados possuem implicacdes clinicas. Para 0 nosso conhecimento, o presente estudo é
0 primeiro a investigar os efeitos da cetamina em diferentes estagios do medo condicionado a
luz e em um ndmero variado de doses. No entanto, 0 nosso trabalho apresenta limitacoes.
Primeiro, os efeitos da cetamina foram avaliados apenas a nivel comportamental, sem
investigar mecanismos neurais subjacentes aos resultados obtidos. Segundo, diferencas
sexuais ndo foram consideradas, pois foram utilizados apenas ratos machos.

Visto que uma grande dificuldade de individuos que sofrem com transtornos de
ansiedade, e transtornos relacionados, € extinguir e recuperar a extincdo de memorias
aversivas, administrar a cetamina em um momento muito proximo de terapias de exposicao,
por exemplo, pode comprometer a aprendizagem de extingdo. Em estudos com humanos, 0s
efeitos da cetamina na ansiedade foram medidos através de escalas de avaliacdo de
sintomatologia (Feder et al., 2014; Glue et al., 2017). Apesar desses efeitos terem sido
notados com o tratamento agudo e em poucas horas apds a administracdo, o que nao é
observado com os tratamentos disponiveis atualmente, os efeitos da cetamina na extincao de
mem@rias aversivas em humanos ainda ndo foram explorados. Nesse sentido, a pesquisa pré-
clinica poderd contribuir significativamente para nortear possiveis investigacdes dessa

natureza.
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6. CONCLUSOES

Em conclusdo, doses sub-anestésicas de cetamina interferiram na aquisicdo e exting¢ao
do medo condicionado, dependendo da dose utilizada e momento de administracdo. Nossos
resultados demonstram que a cetamina interfere no processamento de memorias aversivas e,
consequentemente, na expressdao comportamental do medo. Estudos adicionais s&o
necessarios para replicar os achados do presente estudo e para investigar processos
moleculares subjacentes aos efeitos da cetamina na aquisicdo e extincdo de memodrias

aversivas.
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