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RESUMO

A cetamina é um antagonista ndo competitivo de receptores glutamatérgicos amplamente
utilizado como anestésico dissociativo. Cada vez mais estudos pré-clinicos e clinicos indicam
que a cetamina apresenta efeito tipo-antidepressivo. Paralelamente, muitas evidéncias tém
sugerido que a neurotransmissdo glutamatérgica pode participar dos mecanismos biol6gicos
subjacentes as respostas ao estresse e nos transtornos de ansiedade. Assim, é plausivel que a
cetamina, além de efeito tipo-antidepressivo, possa apresentar efeito ansiolitico e/ou
panicolitico. O presente estudo objetivou investigar os efeitos comportamentais induzidos pela
administracdo de doses subanestésicas de cetamina em ratos expostos aos testes do labirinto em
cruz elevado (LCE), labirinto em T elevado (LTE), preferéncia/aversdo condicionada ao lugar
e catalepsia. Para tanto, foram utilizados 145 ratos machos da linhagem Wistar, pesando em
média 340 g. Para cada teste, os sujeitos foram aleatoriamente alocados em quatro grupos: 1-
Salina (salina fisiologica 0,9%), 2- Cet10 (cetamina 10 mg/kg), 3- Cet20 (cetamina 20 mg/kg)
e 4- Cet30 (cetamina 30 mg/kg). No LCE, a dose de 10 mg/kg de cetamina diminuiu o numero
de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos, sem afetar as entradas nos bracos
fechados, sugerindo um efeito tipo-ansiogénico. Nenhum outro efeito significativo da cetamina
foi observado nos testes de LTE, preferéncia/aversdo condicionada ao lugar ou catalepsia.
Embora o efeito tipo-antidepressivo rapido e sustentado da cetamina pareca ser uma descoberta
robusta na literatura, efeitos tipo-ansiolitico e tipo-panicolitico ndo foram observados no
presente estudo. A diversidade de resultados observados para a cetamina em modelos animais
para ansiedade e panico indicam a necessidade de mais investigacdes.

Palavras-Chave: Medo, Ansiedade, Labirinto em Cruz Elevado, Labirinto em T Elevado,
Preferéncia/Aversdo Condicionada ao Lugar, Catalepsia.



FELICIO, H. K. S. (2022) Ketamine effects on defensive behaviors in Wistar rats. Master’s
Thesis in Psychology, Federal University of Sao Carlos, Séo Carlos, SP. pp. 56.

ABSTRACT

Ketamine is a non-competitive glutamatergic receptor antagonist widely used as a dissociative
anesthetic. Preclinical and clinical studies have indicated that ketamine exhibits antidepressant-
like effects. Concurrently, much evidence has suggested that glutamatergic neurotransmission
may participate in the underlying biological mechanisms of stress responses and anxiety
disorders. Thus, it is plausible that ketamine, in addition to its antidepressant-like effects, may
also have anxiolytic-like and/or panicolytic-like effects. The present study aimed to investigate
the behavioral effects induced by subanesthetic doses of ketamine in rats exposed to the
elevated plus-maze (EPM), elevated T-maze (ETM), conditioned place preference/aversion,
and catalepsy tests. For that, 145 male Wistar rats weighing on average 340 g were used. For
each test, the subjects were randomly allocated into four groups: 1- Saline (0.9% physiological
saline), 2- Ket10 (10 mg/kg ketamine), 3- Ket20 (20 mg/kg ketamine) and 4- Ket30 (30 mg/kg
ketamine). In the EPM, the dose of 10 mg/kg ketamine decreased the number of entries and the
time spent in the open arms, without affecting entries into the closed arms, suggesting an
anxiogenic-like effect. No other significant effect of ketamine was observed in the ETM,
conditioned place preference/aversion, or catalepsy tests. Although the rapid and sustained
antidepressant-like effects of ketamine appear to be a robust finding in the literature, anxiolytic-
like and panicolytic-like effects were not observed in the present study. The diversity of results
observed for ketamine in animal models for anxiety and panic indicates the need for further
investigation.

Keywords: Fear, Anxiety, Elevated Plus Maze, Elevated T Maze, Conditioned Place
Preference/Aversion, Catalepsy.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Labirinto €m Cruz eleVado...........cccciiieiiiiiiieieiee s 23
Figura 2. Labirinto emM T eleVado..........cocoiiieiiee e 23
Figura 3. Arena para teste de Preferéncia/ Aversao condicionada ao lugar.............ccccccevvvennnne. 24
Figura 4. Aparato para teste de CatalepsSia..........cccveveiieiieni i 24

Figura 5. Efeitos da cetamina no teste de labirinto em cruz elevado — medidas tradicionais.

Figura 6. Efeitos da cetamina no teste de labirinto em cruz elevado — medidas
COMPIEBIMENTAIES. ...ttt b bbbttt et et e bbbt b e seeneenees 33

Figura 7. Efeitos da cetamina no  teste de labirinto em T
[V 1o o F RSSO PR PRSPPI 35

Figura 8. Efeitos da cetamina nos testes de preferéncia/aversdo condicionada ao lugar e
(o= 1 2= L[] 01T U PSSRSO 37



LISTA DE SIGLAS

LCE: Labirinto em Cruz Elevado

LTE: Labirinto em T Elevado

APA: American Psychiatric Association

ISRS: Inibidores Seletivos de Recaptacdo de Serotonina
IRSN: Inibidores da recaptacdo da serotonina e noradrenalina

NMDA: N-metil D-Aspartato

AMPA: Amino-3-hidroxi-5-metil-4isoxazolproprionato

GABA: Acido gama-aminobutirico

BDNF: Fator neurotrofico derivado do cérebro

TrKB: Receptor de tropomiosina quinase B

MTORC1: Complexo 1 da proteina alvo mecanistico de rapamicina

TP: Transtorno do Péanico
TAG: Transtorno de Ansiedade Generalizada

LPA: Laboratorio de Psicologia e Aprendizagem
CEUA: Comisséo de Etica no Uso de Animais
UFSCar: Universidade Federal de S&o Carlos
ip: Intraperitoneal

BFs: Bracos fechados

BAs: Bracos Abertos

Cet10: Cetamina 10 mg/kg

Cet20: Cetamina 20 mg/kg

Cet30: Cetamina 30 mg/kg

ANOVA: Analise de Variancia

im: Intramuscular



SUMARIO

1. INTRODUGAD.........oooeiceceeeeeeeee ettt nae s 12
1 1. Transtornos de ANSIEAAAE. .........ccueieieieriiie e 12

R O - o] - PRSP 14

1 3. TeSteS COMPOIAMENTAIS. ......cuveueeeeterteitesie sttt eneas 18

13 1. Teste do labirinto em cruz elevado (LCE)........ccccoevvivivieericie e 18

1 3 2. Teste do labirinto em T elevado (LTE).......ccccoceiveviiievieece e 18

1 3 3. Teste de preferéncia/aversdo condicionada ao lugar.............cc.cceeevvnenne, 19

1 3 4. Teste de CAtalEPSIA. ......cveverieieiiiiieeeee s 19

2. OBUIETIVOS.... .ottt b ettt b et e b e be bt r e et st neenenne e 21
2 1. ODJELIVOS GEIAIS......ecviiiieitieie ettt re e st e e te s e saeesaeennesneenaeens 21

2 2. ODJetiVOS ESPECITICOS. ...c.viuietiieieieiiesie et 21

3. MATERIAL E METODOS.........coiitoteeeee ettt ettt en st en s 21
3 L. ANIMEIS. ..ttt bbbttt et bbb bt a et bbb reenes 21

I B (0 - LT PRSP 22

3 3. EQUIPAMENTOS. ....etiiiiiiieiieie ettt 22

B e (0000 110 1= 1 0 1SS 25

3 5. Delineamento eXperimental............c.covoiiiiiiciisic e 27

3 6. ANALISE 08 UAADS. ... ettt et eneas 29

A, RESULTADOS ...ttt e st e st e st e e st e e e saa e e e sae e e e nseeeaneaeaneeeanneeeanns 29
4 1. Labirinto em Cruz EIEVAUO............ooiveiiee e 29

4 2. Labirinto @M T leVado.........cccoviiiiiiiiiceee s 33

4 3. Preferéncia/aversdo condicionada ao lugar............ccccevvveiveiciicse e, 36

A 4, CALAIEPSIA. ... ettt 36

5. DISCUSSAD. ..ottt 38
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ooovieeeiieeeieeeee e seeesser s 47

ANEXO A - Certificado da Comissio de Etica no Uso de Animais da UFSCar.............ccou...... 56






12

1. INTRODUCAO

1.1 Transtornos de Ansiedade

Os transtornos de ansiedade possuem caracteristicas de ansiedade e/ou medo excessivos
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). A ansiedade € uma resposta emocional
antecipada relacionada a uma ameaca futura e frequentemente associada a tensdo muscular,
comportamentos de cautela ou esquiva e vigilancia para um perigo potencial. Ja 0 medo é uma
resposta emocional a ameaca real e iminente, associado aos comportamentos de fuga (APA,
2013; LEDOUX, 2016). Os transtornos de ansiedade se diferem da ansiedade ou do medo
adaptativos por serem excessivos em duracao e/ou intensidade, geralmente persistindo por mais
de 6 meses (APA, 2013).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, 3,6% da populacdo mundial em 2015
apresentava algum transtorno de ansiedade, sendo que nas Américas o indice era de 5,8%. O
Brasil, com incidéncia de 9,3% da populacdo com algum transtorno de ansiedade, é o pais com
maior indice desses transtornos no mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).
Ademais, os transtornos de ansiedade estdo entre as condi¢Bes de salde mais incapacitantes
(FERNANDES et al., 2018). Com a pandemia de COVID-19, vérios estudos investigaram o
aumento da prevaléncia de ansiedade no contexto pandémico dos ultimos anos (WANG et al.,
2020; SHI et al., 2020; LU et al., 2020; ROSSI et al., 2020; GOULARTE et al., 2021). Esses
estudos mostraram aumento da prevaléncia de casos de ansiedade inclusive no Brasil, onde
81,9% dos entrevistados relataram estar com sintomas de ansiedade moderada ou severa
(GOULARTE etal., 2021).

Dentre os transtornos de ansiedade estdo: transtorno de ansiedade de separacéo,
mutismo seletivo, fobia especifica, transtorno de ansiedade social (fobia social), transtorno de

panico (TP), agorafobia, transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e transtorno de ansiedade
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induzido por substancia/medicamento (APA, 2013). Dentre os transtornos de ansiedade mais
prevalentes estdo o TAG e o TP (VICENTE et al., 2006). O TAG ¢ caracterizado por
preocupacOes persistentes e excessivas em relacdo a varios estimulos, onde o individuo
apresenta dificuldade em controlar essas preocupacdes, irritabilidade e/ou dificuldade de
concentracdo e experimenta sintomas fisicos como inquietacao, fatigabilidade, tensdo muscular
e perturbacdes do sono (APA, 2013). Ja o TP caracteriza-se por sintomas como ataques de
panico recorrentes acompanhados de sintomas fisiologicos gerais, apreensdo persistente e
preocupacdo com a possibilidade de sofrer novos ataques de panico. Assim, os individuos com
esse transtorno se esquivam de locais que ndo sejam familiares (APA, 2013).

O TAG e o TP podem ser tratados com psicoterapia, farmacos ou a combinacdo de
ambos (BANDELOW et al.,, 2017). Os farmacos mais utilizados para o tratamento de
transtornos de ansiedade, incluindo TAG e TP, tém sido os antidepressivos e 0s
benzodiazepinicos (BANDELOW et al., 2017; CRASKE et al., 2017; KOEN, STEIN, 2011).
Sao considerados como tratamentos farmacolégicos de primeira linha os antidepressivos
inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina (ISRS) e os inibidores da recaptacdo da
serotonina e noradrenalina (IRSN) (BANDELOW et al, 2017; KATZMAN et al., 2014). Os
benzodiazepinicos tém sido considerados tratamentos de segunda ou terceira linha por estarem
frequentemente associados a efeitos adversos graves, como sedagdo, comprometimento da
memodria, potencial de abuso e dependéncia (KATZMAN et al., 2014; LADER,1994). Cerca de
30-50% dos pacientes que usam o0s ISRS experimentam efeitos colaterais transitorios como
nauseas, diarreia, dor de cabeca, insbnia e nervosismo. Outros efeitos comuns séo diminuicéo
do interesse, desempenho ou satisfacdo sexual. Além disso, os ISRS levam entre 4 e 6 (ou mais)
semanas para produzir um efeito ansiolitico (RAVINDRAN, 2010). Ensaios controlados e
randomizados de farmacoterapia para transtornos de ansiedade relataram taxas de remisséo de

20-47% com os tratamentos tradicionais (POLLACK, 2008). Sendo assim, torna-se relevante a
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investigacdo de tratamentos alternativos mais eficazes para pacientes refratarios, ou que nédo

toleram os efeitos adversos dos tratamentos disponiveis.

1.2 Cetamina

Dentre os farmacos estudados como tratamentos alternativos para transtornos de
ansiedade esta a cetamina, que é um antagonista ndo competitivo de receptores glutamatérgicos
do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) (DERAKHSHANIAN et al., 2021). A cetamina foi
sintetizada pela primeira vez pelo farmacéutico americano Calvin Stevens em 1962, em uma
pesquisa que objetivava a substituicdo dos anestésicos de fenciclidina (KORS, DURIEUX,
1998; SMITH, LARIVE et al., 2002; MACHADO-VIERA et al., 2009). Nomeada
primeiramente como C1581, a cetamina tem sido largamente utilizada como um anestésico
dissociativo, por induzir um estado cataléptico, o que parece ser resultado da dissociacdo
funcional e eletrofisioldgica entre os sistemas tdlamo-neocortical e limbico (DA SILVA et al.,
2010; QUIBELL et al., 2015).

Em razdo de seu efeito dissociativo, a cetamina pode causar efeitos psicoldgicos
adversos, principalmente no poés-operatorio, nomeados de reacGes emergenciais. As mais
comuns sdo estado dissociativo, pesadelos, experiéncias extracorporeas (sensacdo de flutuar
fora do corpo), ilusGes vividas e alucinacbes (JANSEN, 2000; FREESE et al., 2002).
Outrossim, a cetamina ndo tem sido restringida a clinica e pesquisa, sendo amplamente utilizada
em festas, caracterizando uma droga de abuso (FREESE et al., 2002). O uso recreativo deste
farmaco (‘K’, ‘Ket’, ‘Special K”) tem aumentado mundialmente nos ultimos anos (MORGAN,
CURRAN, 2011).

Estudos pré-clinicos tém indicado a cetamina como um farmaco com efeito tipo-
antidepressivo, que se diferencia dos demais por ter um efeito de inicio rapido e persistente com
uma unica dose (YILMAZ et al., 2002; GARCIA et al., 2008; MAENG et al., 2008; KOIKE et

al., 2011, LI et al., 2011). Este efeito pdde ser visualizado em varios modelos animais, como
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por exemplo nos testes de desamparo aprendido (AUTRY et al., 2011; KOIKE et al., 2011;
MAENG et al., 2008), suspenséo pela cauda (KOIKE et al., 2011), nado forcado (AUTRY et
al., 2011; MAENG et al., 2008; SUN et al., 2016) e estresse cronico moderado (AUTRY et al.,
2011; SUN et al., 2016). Estudos clinicos revelaram melhora da depressdo logo apos a
administracdo aguda de cetamina, que se manteve uma a duas semanas ap0s a administracdo
(ZARATE et al., 2006; LAl et al., 2014; FEDER et al., 2014; LOO et al., 2016; DALY et al.,
2018; MILAK et al., 2020; GLUE et al., 2020). Tal achado € extremamente interessante uma
vez que 0s antidepressivos comumente utilizados demoram semanas para comecar a apresentar
seus efeitos terapéuticos (RAVINDRAN, 2010).

Existem algumas hipoteses para explicar o mecanismo de acdo da cetamina como
antidepressivo e a maioria deles envolve o papel essencial da inibicdo do receptor NMDA e
ativacdo dos receptores amino-3-hidroxi-5-metil-4isoxazolproprionato (AMPA) para as acdes
antidepressivas da cetamina. Uma das hipoteses mais aceitas € a de inibicdo dos receptores
NMDA presentes nos interneurdnios GABAEérgicos — hipotese da desinibicdo. Essa hipdtese se
apoia na evidéncia de uma inibicdo preferencial da cetamina em interneurénios GABAérgicos
(MOGHADDAM et al., 1997; FARBER et al., 1998). Assim, com a inibicdo de receptores
NMDA seletivamente nos interneurdnios inibitérios GABAérgicos ha uma desinibi¢do e um
aumento da neurotransmissdo glutamatérgica excitatéria no cortex pré-frontal
(MOGHADDAM et al., 1997). A seguir, o glutamato liberado na fenda sinéptica se liga e ativa
receptores AMPA pos-sinépticos, amentando a liberagdo do fator neurotréfico derivado do
cérebro — BDNF, e ativando o receptor de tropomiosina quinase B — TrKB, e consequentemente
causando a sintese de proteinas por meio da ativacdo do complexo 1 da proteina alvo
mecanistico de rapamicina mTORCL. Todo esse processo, por sua vez, resulta na plasticidade
sinaptica que estaria envolvida no efeito tipo-antidepressivo da cetamina (ZANOS, GOULD,

2018).
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E sabido que, ap6s tratamento cronico, alguns antidepressivos apresentam efeito tipo-
ansiolitico e/ou tipo-panicolitico em algumas psicopatologias como TAG e TP (ANDREATINI
etal., 2001; STRAWN et al., 2018; GARAKANI et al., 2006). Dessa maneira, é plausivel que
a cetamina, além de efeito tipo-antidepressivo, possa apresentar um efeito tipo-ansiolitico e/ou
tipo-panicolitico (BERMUDO-SORIANO et al., 2012).

Ademais, muitas evidéncias tém sugerido que a neurotransmissao glutamatérgica pode
participar dos mecanismos bioldgicos subjacentes as respostas ao estresse a nos transtornos de
ansiedade (MILLAN, 2003; BERGINK et al., 2004; GARAKANI et al., 2006; VAQUERO-
LORENZO et al., 2009). A administracdo de antagonistas glutamatérgicos de receptores
NMDA e ndo-NMDA produziram efeitos tipo-ansioliticos em diversos modelos animais
(WILLETTS et al., 1993; MENARD, TREIT, 2000; WALKER, DAVIS, 2000; ELVANDER-
TOTTIE et al., 2006). Dessa forma, novos farmacos direcionados a neurotransmissdo
glutamatérgica parecem constituir um alvo atraente e promissor para o tratamento dos
transtornos de ansiedade (BERMUDO-SORIANO et al., 2012).

Nos ultimos anos, estudos clinicos tém apontado efeito tipo-ansiolitico de doses
subanestésicas de cetamina no TAG e na fobia social (GLUE et al., 2017; GLUE et al., 2018;
SHADLI etal., 2018; TAYLOR etal., 2018; GLUE et al., 2020). Por exemplo, no estudo duplo-
cego de Glue e colaboradores (2020), a cetamina produziu efeito ansiolitico em pacientes
refratarios, ndo deprimidos, com TAG e/ou fobia social. Estudos pré-clinicos também tém
apontado que a cetamina produz um efeito tipo-ansiolitico em roedores (ENGIN et al., 2009;
KILIC et al., 2014; ZHANG et al., 2015; DUCLOT et al., 2016; FRAGA et al., 2018,
DOLZANI et al., 2018; WU et al.,, 2019). Um exemplo é a investigacdo de Engin e
colaboradores (2009) com o teste do LCE que mostrou que doses subanestésicas de cetamina
reduziram 0s comportamentos tipo-ansiosos. Outro estudo demonstrou que doses

subanestésicas de cetamina reduziram a frequéncia da resposta de congelamento no teste de



17

medo condicionado, caracterizando efeito tipo-ansiolitico (PIETERSEN et al., 2006). Contudo,
outros estudos pré-clinicos tém revelado efeito tipo-ansiogénico para a cetamina (SILVESTRE
etal., 1997; BABAR et al., 2001; LOSS et al., 2012; JUVEN-WETZLER et al., 2014; SAUR
et al., 2017; CLIFTON et al., 2018;). Um exemplo é o estudo de Silvestre e colaboradores
(1997) que, também com doses subanestésicas de cetamina, apresentou efeito tipo-ansiogénico
em ratos submetidos aos testes de interacdo social e ao LCE. Vale, ainda, ressaltar os resultados
da pesquisa de Wu e colaboradores (2019), realizada com camundongos, que mostrou que
efeitos tipo-ansioliticos ou tipo-antidepressivos variam de acordo com a dose subanestésica
utilizada, enquanto doses anestésicas resultaram em efeito tipo-depressivo e tipo-ansiogénico.

Assim, parece haver uma heterogeneidade nos resultados de experimentos que
avaliaram os efeitos da cetamina nos comportamentos relacionados a ansiedade/medo. E
possivel que essa variabilidade de efeitos se deva as diferencas de métodos, intervencdes
anteriores, espécie estudada, bem como, idade e sexo, tipo de cetamina usada, grande variedade
de doses de cetamina, a via de administracdo e o intervalo variavel entre a administracdo de
cetamina e avaliacdo comportamental (SILOTE et al., 2020). Desse modo, os resultados
contraditérios no tocante a cetamina sugerem a necessidade de mais investigacdes acerca dos
efeitos que esta droga pode causar sobre 0 medo e a ansiedade em roedores. Além disso, ha
uma lacuna importante na literatura a respeito dos efeitos da cetamina nos comportamentos
relacionados ao medo associado ao TP. Até o momento, apenas dois estudos exploraram 0s
efeitos da cetamina no teste do labirinto em T elevado (LTE). O estudo de Silote e colaboradores
(2020) néo apontou efeito tipo-panicolitico ou tipo-panicogénico da cetamina nas doses de 10
e 30 mg/kg. Chirico e colaboradores (2021), por outro lado, encontraram efeito tipo-panicolitico
da cetamina com doses de 40 e 80 mg/kg e efeito tipo-ansiogénico com a dose de 80 mg/kg.
Sendo assim, mais estudos sdo importantes para investigagdo de um potencial efeito tipo-

panicolitico da cetamina.


https://www-sciencedirect.ez31.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0278584619308371#bb0340
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Para investigar os efeitos da cetamina em comportamentos relacionados a ansiedade e
ao panico, controlando potenciais efeitos reforcadores e déficits motores, realizamos os testes

do LCE, LTE preferéncia/aversao condicionada ao lugar e catalepsia.

1.3 Testes comportamentais

1.3.1 Teste do labirinto em cruz elevado (LCE)

O teste do LCE se prop0e a verificar comportamentos relacionados ao medo e ansiedade
em roedores. O teste se baseia no “conflito de aproximagdo-esquiva” dos roedores em relagao
a ambientes desconhecidos, abertos e potencialmente perigosos (LISTER, 1990; FILE, 1993;
HOGG, 1996; RODGERS et al., 1997; CAROBREZ, BERTOGLIO, 2005). Desse modo, 0
LCE foi validado para ratos a fim de verificar se farmacos apresentavam efeitos tipo-ansiolitico
ou tipo-ansiogénico (PELLOW et al., 1985). Nesse teste, ha dois bracos abertos e dois fechados;
o0 animal € colocado no centro do labirinto e é analisada a frequéncia de entradas, bem como o
tempo de permanéncia em cada um dos bragos, além de outros comportamentos como levantar-
se, esticar-se ou deslocar-se. Assim, a evitacdo dos animais dos bracos abertos (entradas e
tempo de permanéncia) indica maiores niveis de ansiedade, enquanto a preferéncia pelos bracgos

abertos indica efeito do tipo-ansiolitico (HANDLEY, MITHANI, 1984; PELLOW et al., 1985).

1.3.2 Teste do labirinto em T elevado (LTE)

O teste do LTE se propde a verificar comportamentos em roedores que seriam
correspondentes aqueles observados no TAG e no TP (GRAEFF et al., 1993). Este modelo €
baseado na concepcédo de que os roedores tendem a fugir ou se esquivar de locais elevados e
abertos (ZANGROSSI, GRAEFF, 2014). Um aspecto que distingue o LTE do LCE é que no
LTE a avaliagdo doo medo condicionado e incondicionado é separada (GRAEFF et al., 1993).

Sendo assim, é verificada a laténcia para respostas de fuga (relacionadas ao medo
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inato/incondicionado) quando o animal é colocado na extremidade do braco aberto, ou de
esquiva (relacionadas a ansiedade condicionada/aprendida) quando € colocado na extremidade
do braco fechado. Os comportamentos de fuga foram relacionados ao TP, enquanto 0s
comportamentos de esquiva relacionados ao TAG (GRAEFF et al, 1993; ZANGROSSI,

GRAEFF, 1997; ZANGROSSI et al., 2001).

1.3.3 Teste de preferéncia/aversdo condicionada ao lugar

O teste de preferéncia/aversdo condicionada ao lugar consiste na técnica do
condicionamento classico, onde um estimulo inicialmente neutro (quadrante do campo aberto)
é pareado a um estimulo incondicionado (farmaco, neste estudo, a cetamina) e, entdo, torna-se
um estimulo condicionado. Posteriormente, com a apresentacdo apenas do estimulo
condicionado, podem ser evocadas respostas condicionadas de preferéncia ou aversdo ao
quadrante pareado a droga (HASENOHRL et al., 1989). Logo, se a droga tiver efeito reforcador
para o sujeito, espera-se que este apresente preferéncia pelo lugar em que sentiu os efeitos da
droga, entretanto, se a droga tiver efeito aversivo para o sujeito, este apresentara aversdo pelo

lugar se esquivando/fugindo deste.

1.3.4 Teste de catalepsia

A catalepsia em animais de laboratério é definida como uma falha ao corrigir uma
postura imposta externamente. O teste de catalepsia se propde a verificar a catalepsia dos
animais colocando-0s com uma ou duas patas dianteiras sobre uma superficie horizontal (barra,
bloco ou haste) posicionada acima do assoalho, onde ficam as patas traseiras do animal testado.

Entdo é medida a laténcia de descida da superficie (WAKU et al., 2021).
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O presente trabalho investigou os efeitos comportamentais induzidos pela cetamina em
ratos Wistar expostos aos testes de LCE, LTE, aversdo/preferéncia condicionada ao lugar e
catalepsia. Esperdvamos que: 1- no LCE as respostas de ansiedade diminuiriam apos a
administracdo de cetamina, 2- no LTE, as respostas de ansiedade e/ou panico dos ratos
diminuiriam apds a administracao de cetamina, 3- no teste de preferéncia/aversao condicionada
ao lugar, a administracdo de cetamina ndo teria efeito reforcador ou aversivo, néo
caracterizando uma droga de abuso ou possibilitando adic¢do em seus usuarios nas doses aqui
empregadas, 4- no teste de catalepsia, 0s animais ndo apresentariam alteragdes motoras, ndo

exibindo estado cataléptico apds a administracao de cetamina.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais
Investigar os efeitos da administracdo aguda de doses subanestésicas de cetamina sobre

comportamentos defensivos em ratos Wistar machos.

2.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar os efeitos da cetamina sobre comportamentos defensivos e exploratorios
exibidos no LCE;

e Avaliar os efeitos da cetamina sobre comportamentos de fuga e esquiva exibidos no
LTE;

e Verificar eventuais efeitos reforcadores ou aversivos da cetamina no teste de
preferéncia/aversao condicionada ao lugar;

e Verificar eventuais alteracbes motoras induzidas pela cetamina no teste de

catalepsia.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Neste trabalho foram utilizados 145 ratos machos da linhagem Wistar, com
aproximadamente nove semanas de vida e peso médio de 340 g. Os sujeitos foram provenientes
do biotério central da Universidade Federal de Sdo Carlos, campus Sédo Carlos, e mantidos no
Laboratorio de Psicologia da Aprendizagem (LPA). Os animais foram alojados em caixas de

polipropileno (30 x 32 x 18 cm), em grupos de 4 animais por caixa. Durante todo o periodo de
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alojamento os ratos tiveram acesso ad libitum a agua e racdo (exceto durante as sessdes
experimentais). Os sujeitos foram mantidos sob temperatura média de 23°C, ciclo claro-escuro
de 12 horas com inicio da fase clara as 7:00 h, com todas as sessdes experimentais ocorrendo
no periodo claro do ciclo, no turno matutino. Todos 0s animais e procedimentos, neste trabalho,
foram utilizados a partir da aprovagio pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-

UFSCar, protocolo no. 6822010420, ANEXO A).

3.2 Drogas

Foi usado o farmaco cloridrato de cetamina, mistura racémica (Syntec do Brasil, Cotia,
SP, Brasil) que € um antagonista ndo competitivo de receptores de glutamato do tipo N-metil-
D-aspartato (NMDA\), nas doses subanestésicas de 10, 20 e 30 mg/kg. A administracdo se deu
pela via intraperitoneal (ip), em volume constante de 1,0 ml/kg, 30 min antes da exposi¢édo ao
teste. Para o grupo controle, foi administrada solucdo salina fisioldgica (cloreto de sédio 0,9 %)
também por via ip. 30 minutos antes do teste. As doses e o0 tempo de espera foram baseados na
literatura (BABAR et al., 2001; MELO et al., 2015; PAPP et al., 2017; HOU et al., 2018;
MASTRODONATO et al., 2018) e em estudos prévios do nosso laboratério (DE CASTRO,

2019).

3.4 Equipamentos

Teste do labirinto em cruz elevado (Figura 1) — Aparato de madeira, que consiste em 4
bragos de dimensdes iguais (50 x 10 cm), elevados a 50 cm do solo, sendo dois deles fechados
nas laterais por paredes de 40 cm de altura (bragos fechados — BFs) e dispostos de forma
perpendicular em relacdo aos outros dois bracos cercados apenas por uma aresta de acrilico de

0,5 cm (bracos abertos — BAs) (PELLOW et al., 1985).
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Figura 1. Labirinto em cruz elevado. Fonte: Proprio autor

Teste do labirinto em T elevado (Figura 2) — Aparato de madeira, que consiste em 3
bracos de dimens6es iguais (50 x 10 cm), elevados a 50 cm do solo, sendo um deles fechado
nas laterais por paredes de 40 cm de altura (brago fechado — BF) e disposto de forma
perpendicular em relacdo aos outros dois bragos cercados apenas por uma aresta de acrilico de

0,5 cm (bracos abertos — BAs) (GRAEFF et al., 1993).

Figura 2. Labirinto em T elevado. Fonte: Proprio autor
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Teste de preferéncia/aversdo condicionada ao lugar (Figura 3) — Arena circular com
fundo de acrilico branco e parede de acrilico transparente, com 60 cm de diametro e 50 cm de
altura. O fundo da arena é subdivido em 12 zonas, sendo 8 periféricas e 4 centrais

(HASENOHRL et al., 1989).

Figura 3. Arena para teste de preferéncia/aversdo condicionada ao lugar. Fonte: Préprio autor

Teste de catalepsia (Figura 4) — Caixa de polipropileno semelhante a caixa em que 0s
animais ficam alojados, com medidas 30 x 32 x 18 cm, onde ¢é inserida, no sentido horizontal,
uma barra de acrilico apoiada em dois blocos retangulares com altura de 8 cm em relagéo ao
solo. Os referidos blocos possuem 14 x 7,5 x 2,2 cm de dimensdes e um furo em cada para

possibilitar o encaixe da barra de acrilico (SANBERG et al., 1988).

Figura 4. Aparato para teste de catalepsia. Fonte: Proprio autor
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3.4 Procedimentos

Teste do labirinto em cruz elevado — Os procedimentos para o teste de LCE foram
baseados em estudos anteriores (PELLOW et al., 1985; ANSELONI, BRANDAO, 1997; DE
OLIVEIRA et al., 2014). Cada animal era ingénuo experimentalmente e foi posicionado
individualmente no centro do labirinto, de frente para um brago fechado. O rato pdde explorar
livremente o labirinto por um periodo de 300 s. Entdo, foi avaliada a preferéncia (entradas e
tempo de permanéncia) do sujeito pelos bragos fechados ou abertos. Também foram avaliadas
medidas comportamentais complementares observadas no LCE como: autolimpeza, exploracéao
da extremidade do braco aberto, mergulho, espreitamento, esticamento, levantamento e
imobilidade (ANSELONI etal., 1997; CRUZ-MORALES et al., 2002; ALBRECHET-SOUZA
et al., 2005). A intensidade da luz nos bracos abertos era de 24 lux, nos bragos fechados era de
15 lux e no centro do labirinto era de 18 lux.

Teste do labirinto em T elevado — Os procedimentos para o teste do LTE foram
realizados de acordo com estudos anteriores (GRAEFF et al.,1993; GRAEFF, et al., 1998;
GOUVEIA et al., 2009). Todos os ratos utilizados nesse teste eram ingénuos
experimentalmente. Primeiramente, os animais foram confinados em um dos BAs por 30 min.
No dia seguinte, para avaliar o comportamento de esquiva inibitéria, os ratos foram colocados
na extremidade do braco fechado (BF) por trés tentativas sucessivas (linha de base, esquiva
inibitéria 1 e esquiva inibitoria 2) e foram registradas as laténcias para os sujeitos deixarem o
BF. Para verificar o comportamento de fuga, os animais foram colocados na extremidade de
um dos bragos abertos (BAs), onde, mais uma vez, foram realizadas trés tentativas sucessivas
e registradas as laténcias para que os animais deixassem o BA (fuga 1, 2 e 3). Cada tentativa,
de esquiva inibitoria ou fuga, teve duracdo maxima de 300 s.

Teste de preferéncia/aversao condicionada ao lugar — Os procedimentos para esse teste

foram baseados naqueles descritos anteriormente em outros trabalhos (HASENOHRL et
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al.,1989; ZANOVELI et al., 2007). O procedimento foi dividido em trés sessbes. A primeira
sessdo (linha de base) teve duracdo de 15 min e cada animal foi colocado no centro do campo
aberto, e teve livre acesso a todas as partes da arena. Foi considerado que o rato esteva em um
dos quadrantes quando suas patas traseiras estiveram dentro do quadrante. O tempo gasto em
cada um dos quadrantes foi registrado com o auxilio de um computador. A sessdo 2
(condicionamento classico) teve duracdo de 30 min. Nessa sesséo, foi injetada a cetamina ou
salina e, logo apds a administracdo do farmaco, os sujeitos foram, novamente, colocados no
aparato, confinados em um dos quadrantes da arena (que ndo fosse o quadrante em que o sujeito
passou mais ou menos tempo na sessao de linha de base). A terceira sessdo (teste) teve duracao
de 15 min e nela foi verificado se o animal apresentou resposta de preferéncia ou aversao ao
guadrante em que foi confinado ap0s a cetamina ou salina terem sido administradas. Os animais
participantes desse teste também integraram o teste de catalepsia, imediatamente antes e apds a
sessdo de confinamento do teste de preferéncia/aversao condicionada ao lugar.

Teste de catalepsia— Os procedimentos do teste de catalepsia foram realizados de acordo
com estudos anteriores do laboratério (COLOMBO et al., 2013; BARROCA et al., 2019;
WAKU et al., 2022). Para averiguar se a administracdo da cetamina nos animais experimentais
induziu o estado cataléptico, os ratos foram cuidadosamente colocados na caixa de teste com
as patas dianteiras apoiadas na barra de acrilico da caixa, enquanto suas patas traseiras
permaneceram sobre o assoalho. O teste foi realizado 15 e 45 min apds a administracdo da
cetamina ou salina. Todos 0s sujeitos que participaram do teste de catalepsia também

participaram do teste de preferéncia/aversdo condicionada ao lugar.

Todas as sessdes foram registradas em video. Apos o término de cada sessdo nos testes

mencionados acima, os aparatos foram limpos com papel toalha e alcool 20%, a fim de prevenir
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interferéncia do odor de secre¢des do participante no comportamento do proprio sujeito (no

caso das tentativas no LTE) ou do sujeito posterior.

3.5 Delineamento experimental

Inicialmente os ratos passaram por um periodo de habituagdo de uma semana no biotério
setorial do LPA. Logo ap0s esse periodo, foram iniciados os procedimentos experimentais. Para
cada experimento foram formados quatro grupos (Tabela 1): Controle (salina fisioldgica 0,9%),
Cet10 (cetamina 10 mg/kg), Cet20 (cetamina 20 mg/kg) e Cet30 (cetamina 30 mg/kg). Os
quatro experimentos realizados foram: Labirinto em cruz elevado, Labirinto em T elevado,

Preferéncia/aversdo condicionada ao lugar e Catalepsia.

Tabelal. Distribuicio dos animais por grupos e testes

Teste Grupo N
Labirinto em cruz elevado Controle 10
Cet. 10 11
Cet. 20 11
Cet. 30 11 Total: 43
Labirinto em T elevado Controle 12
Cet. 10 15
Cet. 20 13
Cet. 30 13 Total: 53
Preferéncia/aversdo condicionada ao lugar Controle 11
Cet. 10 13
Cet. 20 12
Cet. 30 11 Total: 47
Catalepsia Controle 12
Cet. 10 13
Cet. 20 12
Cet. 30 12 Total: 49

Fonte: Préprio autor

Para garantir que as variaveis-resposta ndo fossem indevidamente influenciadas por
questbes objetivas ou subjetivas, o experimento foi cego (a experimentadora ndo sabia qual

tratamento estava administrando no dia do teste ou no momento da analise dos experimentos)
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e 0s animais ndo tiveram diferenca de idade ou sexo. E objetivando a distribui¢éo igualitaria
entre 0s grupos, cada sujeito foi aleatoriamente alocado aos diferentes grupos de cada teste.

No LCE (Fig. 5A), foram administradas cetamina (10, 20 ou 30 mg/kg) ou salina por
via ip. 30 minutos antes do teste. Entdo o rato foi colocado no centro do labirinto e verificada a
resposta de preferéncia pelos BAs ou BFs. A sessdo teve duracao de 300 s.

No LTE (Fig. 7A), os animais foram confinados em um dos BAs, 24 horas antes do
teste, por 30 min. No dia seguinte, salina ou cetamina foram administradas por via ip. 30 min
antes do teste. A seguir foram verificadas as respostas de esquiva inibitdria: linha de base,
esquiva 1 e esquiva 2 e de fuga: 1, 2 e 3. Cada exposicao teve o tempo maximo de 300 s.

No teste de condicionamento ao lugar (Fig. 8A), primeiramente 0s animais passaram
pela linha de base por 15 minutos na arena. No dia seguinte, foram administradas por via ip.
solucdo salina ou cetamina. O animal foi, entdo, confinado em um dos quadrantes da arena para
a sessdo de condicionamento, que teve duracdo de 30 min. Entdo, no terceiro dia, foi realizado
0 teste de preferéncia/aversdao condicionada ao lugar, durante 15 min, sem nenhuma
administragdo.

No teste de catalepsia (Fig. 8A), os animais receberam cetamina ou salina e, 15 min

depois, foi realizado o teste de catalepsia 1 seguido, 30 min depois, pelo teste de catalepsia 2.

Ademais, 0s sujeitos participantes do teste de preferéncia/averséo condicionada ao lugar
foram os mesmos do teste de catalepsia. Os resultados de dois sujeitos foram retirados da analise
do teste de preferéncia/aversao condicionada ao lugar, por causa de problemas nos videos deste

teste, o que ndo influenciou os resultados dos mesmos animais no teste de catalepsia.
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3.6 Analise de dados

Os dados sédo apresentados como média £ EPM. Para a analise dos dados do LCE, foram
utilizadas andlises de variancia (ANOVAs) de uma via para avaliar efeitos dos tratamentos
(Salina x Cet.10 x Cet.20 x Cet.30). Para analise dos dados do LTE, foram utilizadas ANOVAs
de duas vias com medidas repetidas, com um fator para tratamentos (Salina x Cet.10 x Cet.20
x Cet.30) e outro para fase do procedimento (Linha de base x Esquiva inibitoria 1 x Esquiva
inibitéria 2; ou Fuga 1 x Fuga 2 x Fuga 3). Para a andlise dos dados do teste de
preferéncia/averséo condicionada ao lugar, foi utilizada ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, com um fator para tratamentos (Salina x Cet.10 x Cet.20 x Cet.30) e outro para fase
do procedimento (Linha de base x Teste). Para a analise dos dados do teste de catalepsia, foi
utilizada ANOVA de duas vias com medidas repetidas, com um fator para tratamentos (Salina
x Cet.10 x Cet.20 x Cet.30) e outro para fase do procedimento (15 min x 45 min). Apds as
ANOVAs, havendo significancia estatistica, foi utilizado o teste post hoc de Tukey. Valores de

p inferiores a 0,05 foram considerados significativos.

4. RESULTADOS

4.1 Labirinto em Cruz Elevado

A Figura 5 apresenta os resultados referentes a porcentagem de tempo de permanéncia
nos bracos abertos em relacéo ao total do teste (Fig. 5B), porcentagem de entradas nos bragos
abertos em relacéo ao total de entradas (Fig. 5C) e nimero de entradas nos bragos fechados
(Fig. 5D) do LCE. Todos os comportamentos foram avaliados durante 300 s de livre exploragéo
pelo aparato, 30 min apds a administracdo de salina (n = 10), ou cetamina 10 mg/kg (n = 11),
20 mg/kg (n = 11) ou 30 mg/kg (n = 11). A ANOVA de uma via revelou efeito significativo

dos tratamentos para a porcentagem de tempo de permanéncia nos bracos abertos (F3,39 = 3,60;
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p < 0,05), porcentagem de entradas nos bragos abertos (F339 = 3,88; p < 0,05) e nimero de
entradas nos bracgos fechados (F339 = 3,30; p < 0,05). A analise post hoc com o teste de Tukey
indicou que o grupo Cet. 10 mg/kg teve a porcentagem de tempo e de entradas nos bracos
abertos significativamente menores que o grupo tratado com salina (p < 0,05). Em relacao as
entradas nos bracos fechados, o teste de Tukey ndo indicou diferenca significativa dos

tratamentos em relagcdo ao grupo Salina (p > 0,05).
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Figura 5. Efeitos da cetamina no teste de labirinto em cruz elevado — medidas tradicionais.
Efeitos da administracdo intraperitoneal de cetamina nas doses de 10, 20 ou 30 mg/kg em relacdo
ao grupo controle (salina) sobre os comportamentos avaliados durante 300 s no Labirinto em Cruz
Elevado. (A) Delineamento experimental do teste de LCE; (B) Porcentagem de tempo de
permanéncia nos bragos abertos; (C) Porcentagem de nimero de entradas nos bragos abertos; (D)
NUmero de entradas nos bragos fechados. Média £ EPM, n=10-11. ANOVA de uma via seguida
por Tukey. * diferente do grupo Salina. Fonte: Préprio autor.
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A Figura 6 apresenta os resultados referentes ao tempo de autolimpeza (Fig. 6A),
frequéncia de idas a extremidade do brago aberto (Fig. 6B), frequéncia de mergulhos (Fig. 6C),
frequéncia de espreitamentos (Fig. 6D), frequéncia de levantamentos (Fig. 6E) e tempo de
imobilidade (Fig. 6F) dos mesmos animais no LCE. A ANOVA de uma via ndo revelou efeito
significativo dos tratamentos para a autolimpeza (Fs;39 = 0,57; p > 0,05), idas as extremidades
dos bracos abertos (F3;39=2,01; p > 0,05), espreitamentos (Fs,39=1,89; p > 0,05) e imobilidade
(F339=1,95; p > 0,05), mas revelou efeito significativo para mergulhos (Fs,39 = 5,40; p < 0,05)
e levantamentos (F339 = 9,49; p < 0,05). A analise post hoc com o teste de Tukey indicou que o
grupo Cet. 10 mg/kg mergulhou significativamente menos que o grupo Salina (p < 0,05). O
teste de Tukey também indicou que os grupos Cet. 20 mg/kg e Cet. 30 mg/kg tiveram

significativamente menos levantamentos que os grupos Cet. 10 mg/kg e Salina (p < 0,05).
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Figura 6. Efeitos da cetamina no teste de labirinto em cruz elevado — medidas complementares.
Efeitos da administracdo intraperitoneal de cetamina nas doses de 10, 20 ou 30 mg/kg em relagdo ao grupo
controle (salina) sobre os comportamentos avaliados durante 300 s no Labirinto em Cruz Elevado. (A)
Tempo de autolimpeza. (B) Frequéncia de idas a extremidade do brago aberto. (C) Frequéncia de
mergulhos. (D) Frequéncia de espreitamentos. (E) Frequéncia de Levantamentos. (F) Tempo de
Imobilidade. Média + EPM, n = 10-11. ANOVA de uma via seguida por Tukey. * diferente do grupo

Salina. Fonte: Proprio autor.

4.2 Labirinto em T Elevado
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A Figura 7 apresenta os resultados referentes as laténcias para esquiva inibitdria no

braco fechado (Fig. 7B) e para fuga do braco aberto (Fig. 7C) no LTE. Os comportamentos

foram observados em 3 tentativas de esquiva inibitoria e 3 tentativas de fuga, com duracéo

méaxima de 300 s para cada tentativa, 30 min apos a administracao de salina (n = 12), cetamina
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10 mg/kg (n = 15), cetamina 20 mg/kg (n = 13), ou cetamina 30 mg/kg (n = 13). Para Esquiva,
a ANOVA de duas vias com medidas repedidas ndo indicou efeito significativo para tratamento
(F349=0,54; p > 0,05), indicou efeito significativo para tentativa (F2,98 = 31,30; p < 0,05), e ndo
indicou efeito significativo para interacéo (Feos = 0,17; p > 0,05). A analise post hoc com o
teste de Tukey revelou que a laténcia para esquiva na segunda tentativa foi maior do que na
primeira tentativa (p < 0,05) e na terceira tentativa foi maior do que na primeira e segunda
tentativas (p < 0,05), indicando aprendizagem ao longo do teste. Quanto a Fuga, a ANOVA de
duas vias com medidas repetidas ndo indicou efeito significativo para tratamento (Fs.49=0,11;
p > 0,05), ou interacéo entre tratamento e tentativa (Fe,9 = 1,00; p > 0,05), mas indicou efeito
significativo para tentativa (F2,98 = 3,34; p < 0,05). A analise post hoc com o teste de Tukey nédo
revelou efeito significativo para tentativa ao longo do teste (p > 0,05), apenas uma tendéncia

de aumento pode ser observada entre a laténcia para fuga 3 em relacéo a fuga 2 (p = 0,051).
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Figura 7. Efeitos da cetamina no teste de labirinto em T elevado. Efeitos da administracdo
intraperitoneal de cetamina nas doses de 10, 20 ou 30 mg/kg em relacdo ao grupo controle (salina) sobre
0s comportamentos avaliados durante 3 tentativas de esquiva e 3 tentativas de fuga, cada uma com no
maximo 300 s. (A) Delineamento experimental do teste de LTE; (B) Laténcia para esquiva inibitoria no
braco fechado. (C) Laténcia para fuga do braco aberto. Média = EPM, n = 12-15. ANOVA de duas vias
com medidas repetidas seguida por Tukey. # diferente da linha de base; $ diferente da esquia inibitéria 1.
Fonte: Proprio autor.
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4.3 Preferéncia/aversédo condicionada ao lugar

A Fig. 8B apresenta os resultados referentes a preferéncia ou aversdo condicionada ao
lugar (quadrante da arena) na sessdo de linha de base e sessdo de teste. Todos os
comportamentos foram avaliados durante 900 s de livre exploracdo pelo aparato, 24 h antes e
24 h apds a administracdo de salina (n = 11), cetamina 10 mg/kg (n = 13), cetamina 20 mg/kg
(n = 12), ou cetamina 30 mg/kg (n = 11) e confinamento em um dos quadrantes da arena. A
ANOVA de duas vias com medidas repetidas néo revelou efeito significativo dos tratamentos
para a permanéncia no quadrante alvo (Fss43 = 1,50; p > 0,05), também néo revelou efeito
significativo das sessbes (F1,43=0,93; p > 0,05), ou interagdo entre tratamento e sessoes (F343

=1,88; p > 0,05).

4.4 Catalepsia

A Fig. 8C. apresenta os resultados referentes ao teste de catalepsia em duas tentativas, 15
e 45 min apds a administracdo de salina (n = 12), cetamina 10 mg/kg (n = 13), cetamina 20
mg/kg (n = 12), ou cetamina 30 mg/kg (n = 12). A ANOVA de duas vias com medidas repetidas
néo revelou efeito significativo dos tratamentos (Fs4s = 2,23; p > 0,05), das tentativas (F1,45 =

3,58; p > 0,05), ou interacdo entre tratamento e tentativas (Fs4s= 0,35; p > 0,05).
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Figura 8. Efeitos da cetamina nos testes de preferéncia/averséo condicionada ao lugar e catalepsia.
(A) Delineamento experimental dos testes de preferéncia/aversdo condicionada ao lugar e catalepsia; (B)
Efeitos da administracéo intraperitoneal de cetamina nas doses de 10, 20 ou 30 mg/kg em relagdo ao grupo
controle (salina) sobre os comportamentos avaliados durante 2 sessdes, uma de linha de base e uma de
teste, ambas sessdes com duragdo de 15 min. Média + EPM, n = 11-13. ANOVA de duas vias com
medidas repetidas. (C) Efeitos da administracdo intraperitoneal de cetamina nas doses de 10, 20 ou 30
mg/kg em rela¢do ao grupo controle (salina) sobre a laténcia de saida da posi¢do imposta em 2 tentativas
de teste de catalepsia, 15 e 45 min ap6s a administracdo de cetamina ou salina. Média + EPM, n = 11-13.
ANOVA de duas vias com medidas repetidas. Fonte: Préprio autor.
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5. DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos da administracdo de doses
subanestésicas de cetamina em ratos Wistar nos testes do LCE, LTE, preferéncia/aversdo
condicionada ao lugar e catalepsia. Os resultados apontam para um efeito tipo-ansiogénico da
cetamina na dose de 10 mg/kg, administrada 30 minutos antes da exposicdo ao LCE. Tal efeito
tipo-ansiogénico da dose de 10 mg/kg de cetamina pdde ser observado por meio da diminuicéo
da porcentagem de tempo e do numero de entradas desse grupo nos bracos abertos do labirinto.
O mesmo efeito ndo pdde ser notado, no entanto, com as doses de 20 e 30 mg/kg, que ndo se
diferiram significativamente do grupo salina. No teste do LTE, no que se refere as respostas de
esquiva e fuga, ndo foram encontradas diferencas significativas entre 0s grupos para o
tratamento. Sendo assim, a cetamina administrada 30 minutos antes do LTE ndo parece afetar
0s comportamentos relacionados ao panico ou a ansiedade avaliados com esse aparato. No teste
de preferéncia/aversdo condicionada ao lugar, ndo houve preferéncia ou aversdo em relacdo ao
guadrante alvo apds a administracdo de cetamina e confinamento. No teste de catalepsia, 0s
ratos nao apresentaram comprometimento motor com nenhuma das doses de cetamina

administradas.

No LCE, o numero de entradas e tempo de permanéncia nos bracos abertos do grupo
salina (controle), estdo de acordo com outros trabalhos disponiveis na literatura (DE
ALBRECHET-SOUZA et al., 2005; ALBRECHET-SOUZA et al., 2009; OLIVEIRA et al.,
2014; SAITO, BRANDAO, 2015), com uma média de 4 entradas nos bracos abertos e tempo
de permanéncia de cerca de 15% do tempo total do teste. Outro indicativo de que o protocolo
para 0 LCE funcionou é que o numero de entradas nos bragos fechados e o tempo de

permanéncia nesses bragos foi maior do que nos bragos abertos, o que é resultado da resposta
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natural dos roedores de aversao a locais abertos evitando a exposicdo a possiveis predadores

(GROSSEN, KELLY, 1972).

A diminuicdo da porcentagem de tempo e porcentagem do nimero de entradas nos
bracos abertos do LCE indica um efeito do tipo-ansiogénico da cetamina na dose de 10 mg/kg
administrada 30 minutos antes do teste. Nossos achados estdo de acordo com o estudo de
Silvestre e colaboradores (1997), que obteve efeito tipo-ansiogénico com a dose de 7 mg/kg de
cetamina no LCE. Outros estudos que avaliaram os efeitos comportamentais da cetamina
também indicaram efeito tipo-ansiogénico em outros modelos animais (SILVESTRE et al.,
1997, BABAR et al., 2001, JUVEN-WETZLER et al., 2014, CLIFTON et al., 2018, SAUR et
al., 2017). Todavia, os resultados obtidos no LCE com cetamina sdo variados, com gquantidade
expressiva de efeitos tipo-ansioliticos (HOU et al., 2018; ZHANG et al., 2015; ENGIN et al.,
2001), incluindo trabalhos que usaram a dose de 10 mg/kg (KILIC et al., 2014; PAPP et al.,
2017; JIANG et al., 2017); tipo-ansiogénicos (SILVESTRE et al., 1997; LOSS et al., 2012); e
sem efeito (CARRIER, KABBAJ, 2013; JUVEN-WETZLER et al., 2014), inclusive com a dose

de 10 mg/kg (MELO et al., 2015; HOULOBOVA et al., 2016; ENGIN et al., 2009) .

A dose de 20 mg/kg, em nosso estudo ndo foi capaz de produzir efeitos tipo-ansioliticos
ou tipo-ansiogénicos, o que esta de acordo com o estudo de Hou e colaboradores (2018) que
também ndo encontrou efeito no LCE, usando a dose 20 mg/kg de cetamina em ratos Sprague-
Dawley machos. No entanto, Loss e colaboradores (2012), obteve efeito tipo-ansiogénico com
a dose subanestésica de 22,5 mg/kg de cetamina no LCE. J& a dose de 30 mg/kg de cetamina,
gue em nossa investigacao ndo produziu efeitos significativos, em estudos com camundongos
no LCE, induziu efeitos tipo-ansiolitico (HAYASE et al., 2006; MASTRODONATO et al.,
2018). Engin e colaboradores (2012) obtiveram efeito do tipo-ansiolitico usando a dose de 50
mg/kg em comparagdo com a dose de 10 mg/kg de cetamina, que resultou em efeito nulo no

LCE. Talvez uma dose mais elevada do que as usadas no nosso estudo possa ser mais eficiente
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para reduzir comportamentos ansiosos. Todavia, é dificil afirmar que tal efeito possa ser
explicado apenas pela dose, jA que muitas sdo as variaveis que podem interferir nesses
resultados. Por exemplo, Engin e colaboradores (2012) utilizaram ratos Sprague-Dawley
enquanto em nosso estudo usamos ratos Wistar. E possivel que a variabilidade dos efeitos
comportamentais induzidos pela administracdo de cetamina estejam relacionados com as doses
da droga, a espécie/linhagem, idade ou sexo dos animais, se estes sdo ingénuos
experimentalmente ou previamente condicionados, do modelo animal utilizado, o tipo de
cetamina usada, o intervalo entre a administracdo da droga e o teste e o modelo animal

empregado (SILOTE et al., 2020).

Também avaliamos o0s efeitos da cetamina sobre medidas comportamentais
complementares observadas no LCE como: autolimpeza, exploracdo da extremidade do braco
aberto, mergulho, espreitamento, levantamento e imobilidade (de acordo com COLE,
RODGERS, 1993; ANSELONI et al., 1997; CRUZ-MORALES et al., 2002; NOSEK et al.,
2008). Foi observada uma diminuicdo da frequéncia de mergulhos com a dose de 10 mg/kg de
cetamina, o que indica um efeito do tipo-ansiogénico (COLE, RODGERS, 1993; RODGERS
et al., 1997), corroborando os achados observados a partir das medidas tradicionais no LCE em
nosso estudo. Outro resultado significativo estatisticamente, no LCE, foi a diminuicdo de
frequéncia de levantamentos com as doses de 20 mg/kg e 30 mg/kg de cetamina. Esse resultado
esta de acordo com os achados de um estudo prévio de nosso laboratério (DE CASTRO, 2019),
que também observou uma diminui¢ao no nimero de levantamentos no LCE e no campo aberto

com as doses de 20 mg/kg e 30 mg/kg de cetamina.

No LTE foi possivel encontrar diferenca significativa, estatisticamente, para as
tentativas de esquiva do grupo salina (controle), como outros trabalhos usando o LTE ja
demonstraram (PINHEIRO et al., 2008; SANT’ANA et al., 2016; SILOTE et al., 2020;

CHIRICO et al, 2021). A laténcia para esquiva na segunda tentativa foi maior do que na
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primeira; a laténcia para esquiva na terceira tentativa foi maior do que na primeira e segunda
tentativas, 0 que demonstrou a aprendizagem dos animais entre as tentativas e que o protocolo
de LTE foi, portanto, efetivo. Ja para fuga, conforme esperado (ZANGROSSI, GRAEFF,

1997), ndo foram observadas diferencas significativas entre as tentativas para o grupo controle.

Em relacdo a cetamina, no LTE néo foi encontrado, em nossa investigagdo, efeito do
tipo-ansiolitico ou ansiogénico ou efeito tipo-panicolitico ou panicogénico. Até o presente
momento, temos conhecimento de apenas dois estudos disponiveis na literatura que
investigaram os efeitos de doses subanestésicas da cetamina no LTE (SILOTE et al., 2020,
CHIRICO et al., 2021). Nossos achados em relagdo ao LTE corroboram os resultados de Silote
e colaboradores (2020), que também ndo encontraram efeitos significativos da cetamina com
as doses de 10 e 30 mg/kg. No entanto, Chirico e colaboradores (2021) encontraram efeito tipo-
panicolitico da cetamina com doses de 40 e 80 mg/kg e efeito tipo-ansiogénico dois e sete dias
apo6s a administracdo de cetamina na dose anestésica de 80 mg/kg. Apesar do efeito tipo-
panicolitico no LTE, Chirico e colaboradores (2021) concluem que seu trabalho fornece
evidéncias de que a cetamina induz o comportamento tipo-ansioso em ratos machos. Uma
possivel explicacdo seria que a resposta ambivalente (panicolitica e ansiogénica) induzida pela
mesma dose de 80 mg/kg de cetamina no LTE, apresenta evidéncia de que as areas e
mecanismos encefalicos subjacentes as respostas de panico e ansiedade sdo diferentes, apesar
de se sobreporem de forma significativa (TOVOTE et al., 2015; ZANGROSSI, GRAEFF,
2014; CHIRICO et al., 2021). Ademais, sobre a dose de 40 mg/kg de cetamina que induziu o
efeito tipo-panicolitico, é importante ressaltar que esta ndo alterou a atividade locomotora no

campo aberto (CHIRICO et al., 2021).

Outro estudo recente (MARASCHIN et al., 2022) avaliou os efeitos da cetamina e da
S(+)cetamina, administradas intraperitonealmente, sobre comportamentos de panico com ratos

Wistar machos numa exposi¢do aguda a uma camara de hipdxia. Foi observado que as doses
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subanestésicas de 1,25, 5, 10 e 20 mg/kg de cetamina racémica (a mesma utilizada em nosso
estudo e nas investigacdes de Silote e colaboradores (2020) e Chirico e colaboradores (2021)),
ndo resultou em efeitos do tipo-panicolitico ou tipo-panicogénico, o que esta de acordo com
nossos resultados no LTE. Contudo, uma Unica dose de 20 mg/kg de S(+)cetamina resultou em
diminuicdo significativa do nimero de saltos na cdmara de hipoxia, o que caracterizou um efeito
do tipo-panicolitico que persistiu até sete dias apds essa Unica administracdo. Esse efeito
significativo e persistente da S(+)cetamina pode indicar que uma dose mais elevada de
cetamina, que teria maior concentracdo do enantibmero S, poderia resultar em efeito do tipo-
panicolitico no teste do LTE. No entanto, uma dose mais alta também poderia resultar em
alteracdo motora e influenciar o desempenho dos ratos no LTE. Por isso, pode ser muito
interessante produzir mais investigacdes administrando a S(+)cetamina no LTE para verificar

se resultados similares aos de Maraschin e colaboradores (2022) serdo obtidos.

O teste de preferéncia/aversdo condicionada ao lugar foi realizado para verificar se a
cetamina, nas doses utilizadas no presente estudo, se constituiria em um estimulo prazeroso ou
aversivo, que evocaria respostas de preferéncia ou aversao ao lugar. Primeiramente, em relagéo
ao grupo controle, ndo foram observadas alteracbes no tempo de permanéncia no quadrante
alvo entre a linha de base e o teste. Outrossim, ndo foi observada diferenca significativa, para
0 tempo de permanéncia no quadrante alvo, na sesséo de linha de base, entre os grupos do nosso
estudo, 0 que mostra que o protocolo para este teste estava funcionando adequadamente e esta
de acordo estudos anteriores (XU et al., 2006; ZANOVELI et al., 2007; PARISE et al., 2013;

STRONG et al., 2017; SILVA-CARDOSO, NOBRE, 2021).

Em relagdo ao tratamento com a cetamina, verificamos que nas doses utilizadas no
presente estudo ndo se constituiu em um estimulo que evocou respostas de aversao ou
preferéncia condicionada ao lugar. Levando em consideracdo que a cetamina tem sido

amplamente utilizada como droga de abuso (FREESE et al., 2002; SASSANO-HIGGINS et al.,
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2016) ela poderia ser percebida como um estimulo apetitivo, com efeito heddnico, o que poderia
indicar uma tendéncia ao abuso dessa droga. Por outro lado, o efeito tipo-ansiogénico observado
no LCE poderia sugerir uma tendéncia a aversao condicionada ao lugar. Ambas situacdes, de
preferéncia ou aversdo da cetamina indicariam uma problematica na administracao de tal droga,
ja que esta poderia levar ao uso abusivo para obter esse efeito hedbnico, ou reduziria sua
aceitabilidade geral diminuindo a probabilidade de seu uso apds efeitos aversivos de sua
administracdo. Sendo assim, € importante ressaltar, que como esperado, nenhuma das doses do
nosso estudo resultaram em efeitos reforcadores ou aversivos per se. Portanto, possiveis efeitos
reforcadores ou aversivos da cetamina ndo influenciaram os resultados do LCE e LTE. Além
disso, nas sessdes de linha de base e teste do condicionamento ao lugar, ndo havia administracao
de cetamina ou qualquer outra droga, o que elimina potenciais efeitos de alteracbes motoras ou

sensoriais induzidas pela cetamina nesse teste.

De acordo com a revisdo de Le e colaboradores (2022), que apresenta uma sintese de
resultados para o teste de preferéncia/aversao condicionada ao lugar a partir da administracéo
de cetamina, foram identificados apenas dois estudos que investigaram os efeitos da cetamina
em ratos Wistar. Preferéncia ao lugar foi observada com a administracdo de 10 e 20 mg/kg de
cetamina nestes dois estudos (XU et al., 2006; SILVA-CARDOSO, NOBRE, 2021). As
diferencas nestes resultados dos nossos podem ser atribuidas a diferencas metodoldgicas, como
por exemplo a administracdo repetida de cetamina em mais de uma sessao de condicionamento,

ao contrario da nossa abordagem de administrar cetamina apenas uma vez em uma Unica sessao.

Para investigar se a cetamina em doses subanestésicas causaria alteragdes motoras, foi
realizado o teste de catalepsia, que consiste em verificar se o animal € capaz de corrigir posturas
impostas externamente (COLOMBO et al., 2013; BARROCA et al., 2019; WAKU et al., 2022).
E importante avaliar possiveis alteragdes motoras induzidas pela administracdo da cetamina,

que é um anestésico (CRAVEN, 2007). Em nosso estudo, ndo observamos efeitos motores
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significativos da cetamina em relacdo ao grupo controle no LCE, apesar de uma pequena
tendéncia de diminuicdo das entradas nos bragos fechados poder ser observada. Desta forma,
possiveis alteracdes da atividade motora induzidas pela cetamina também foram exploradas por
meio do teste de catalepsia. Conforme esperado, esse teste ndao indicou alteracdo motora em
nenhum dos grupos avaliados. Este achado esta de acordo com o trabalho Silote e colaboradores
(2020) que ndo encontrou prejuizo a atividade motora com as doses de 10 mg/kg e 30 mg/kg
de cetamina no campo aberto e o estudo de Maraschin e colaboradores (2022) que nao
encontrou nenhuma alteracéo na atividade motora com a dose de 20 mg/kg ip. de cetamina na
camara de hipdxia. O ja mencionado trabalho de Loss e colaboradores (2012) também néo
encontrou efeito motor nos grupos em que foi administrada cetamina na dose de 22,5 mg/kg no
teste de campo aberto. Em outro estudo realizado em nosso laboratorio, a cetamina nas doses
de 10, 20 e 30 mg/kg diminuiu o nimero de levantamentos no campo aberto, mas néo afetou o
tempo de imobilidade e, inclusive, na dose de 30 mg/kg aumentou o nimero de cruzamentos
realizados no aparato (DE CASTRO, 2019). Outro estudo (PATEL, CHAPIN, 1990),
entretanto, relatou que a cetamina nas doses de 5, 10, 15 e 20 mg/kg im. produziu um
comportamento inquieto-hiperativo em ratos enquanto doses de 30 mg/kg e 50 mg/kg im.
produziram comportamento de catalepsia nos ratos - o que reforca a ideia de que doses mais
elevadas da cetamina poderiam causar alteracbes motoras. Em nosso estudo, € possivel afirmar
que prejuizos na atividade motora ndo influenciaram os resultados dos testes de LCE e LTE.
Futuras investigacdes devem administrar cetamina em areas encefalicas relacionadas ao
medo e ansiedade como amigdala, cértex pré-frontal, hipocampo, substancia cinzenta
periaquedutal, coliculos inferiores, e explorar potenciais efeitos no LCE e LTE. Além disso, é
importante avaliar os efeitos diferenciais da cetamina e da S(+)cetamina para machos e fémeas,
levando em consideracdo as fases do ciclo estral, ja que alguns trabalhos apontam para um

efeito tipo-antidepressivo ou tipo-ansiolitico mais pronunciado da cetamina em ratas
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(CARRIER, KABBAJ, 2013; FRANCESCHELLI et al.,, 2015; GUARRACI et al.,
2018 ; SALAND , KABBAJ, 2018; DOSSAT et al., 2018) e a producao para verificar os efeitos
da cetamina em fémeas ainda € limitada. Nesse sentido, vale evidenciar que as mulheres sdo
mais afetadas pelos transtornos de ansiedade que os homens (CRASKE et al., 2017
SHANSKY, MURPHY, 2021). Dado os efeitos promissores da cetamina em sintomas
depressivos, faz-se necessario também avancar a compreensao dos mecanismos pelos quais a
cetamina exerce seus efeitos, para o desenvolvimento de farmacos com 0 mesmo mecanismo
de acdo, mas sem os efeitos colaterais da cetamina. O entendimento de como a cetamina
funciona pode mudar a proxima geracao de antidepressivos (ZANOS, GOULD, 2018).
Interessante acrescentar que, em consequéncia do vies de publicacdo, é possivel que
estudos sem efeitos significativos ou com efeito negativo da cetamina ndo tenham sido
publicados, o que dificulta uma apreensao real acerca dos resultados e pode induzir ao viés em
metanalises, produzindo uma distor¢cdo na literatura cientifica e levando pesquisadores ao erro,
no que diz respeito ao entendimento dos reais efeitos provocados pela cetamina (SHARMA,
VERNA, 2019). Nesse sentido, trabalhos como o nosso, que ndo apresentaram efeito
significativo apds a administracdo de cetamina sao relevantes e precisam estar disponiveis na

literatura afim de evitar o viés de publicacdo e os possiveis erros decorrentes deste.

Em resumo, encontramos efeito do tipo-ansiogénico no LCE, mas ndo encontramos
efeitos significativos da cetamina no LTE. Também ndo observamos efeitos significativos da
cetamina nos testes de catalepsia e preferéncia/aversao condicionada ao lugar. O efeito tipo-
antidepressivo rapido e sustentado da cetamina parece um achado robusto e promissor
(YILMAZ et al., 2002; ZARATE et al., 2006; GARCIA et al., 2008; MAENG et al., 2008;
KOIKE et al., 2011, LI et al., 2011; LAI et al., 2014; FEDER et al., 2014; LOO et al., 2016;
GLUE et al., 2020), ja os efeitos da cetamina em modelos animais para ansiedade e panico, por

outro lado, séo ainda contraditorios. Portanto, mais investigacOes sdo necessarias para explorar
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potenciais efeitos tipo-ansiolitico e/ou tipo-panicolitico da cetamina, suas especificidades e

mecanismos de agéo.
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