Universidade de Brasilia

Faculdade de Saude

Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias da Saude

Caracterizagao eletrofisiolégica de neurénios do cértex pré-frontal

e hipocampo sob bloqueio farmacolégico de receptor NMDA

MARIANA BICALHO MAIA CORREIA

Brasilia
2023



B

Universidade de Brasilia

Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias da Saude

Caracterizagao eletrofisiolégica de neurénios do cértex pré-frontal

e hipocampo sob bloqueio farmacolégico de receptor NMDA

Dissertacao apresentada como requisito parcial
para obtencéo do titulo de Mestre em Ciéncias da
Saude pelo Programa de Pés-Graduagao em

Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia.

Orientador: Prof. Dr. Rafael Plakoudi Souto Maior

Brasilia
2023



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, Elaine e Denison, e meus irmaos, Adon e Clara, pelo
apoio durante toda esta etapa da minha trajetoria académica. Nao teria chegado até aqui
sem todo os esfor¢o que vocés fizeram para que eu pudesse superar os obstaculos no
caminho e alcangar meus objetivos. Ao Jo&o, pela compreensao, carinho e por ser bom
porto durante esse periodo.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Rafael Maior, pela dedicagao, confianga e amizade ao
longo de todos esses anos. Seus ensinamentos, visdo critica e experiéncia me guiaram
brilhantemente e tém contribuigao inestimavel na minha formagao como pesquisadora. Ao
Prof. Dr. Fabio Caixeta, pelo apoio, amizade e por toda a assisténcia no delineamento,
coleta e analise dos dados. Estendo também meus agradecimentos a Prof. Dra. Marcia
Mortari que disponibilizou seu equipamento, laboratério e conhecimento para que eu
pudesse ser treinada nas técnicas utilizadas neste estudo.

Ao Pedro Cordeiro, que esteve comigo nas horas dificeis e felizes do mestrado.
Sem vocé esta pesquisa n&o seria possivel. A Helena Schuch, que se tornou uma grande
amiga e me ensinou com tanta paciéncia e zelo todos os processos para a aplicagao do
estudo. A Beatriz Monferrari e Camila Acero, que tanto me ajudaram no experimento, mas
que também me deram todo o suporte emocional durante esse periodo e vibraram a cada
conquista. A Juliana Lis, pelo acolhimento caloroso e prontiddo para sempre me ajudar
onde me faltava experiéncia. Vocés todos foram pegas fundamentais no desenvolvimento
desta pesquisa(dora).

A Dra. Carina Krewer, que muito solicitamente me deu suporte nos procedimentos
e protocolos cirurgicos.

Aos queridos alunos André Teixeira, Maria Clara Oliveira e Giovanna Fernandes,
que me auxiliaram em diversas etapas dos experimentos.

A Aline Caron, Lorena Rocha, Luana Alves e Nathalia Lima, que compartilharam
comigo as delicias e crises da vida académica.

Ao laboratério de Micologia da Universidade de Brasilia, por disponibilizarem o uso
de equipamentos e materiais indispensaveis para as analises histologicas.

Ao Programa de Pdés-Graduagao de Ciéncias da Saude, pela oportunidade de me
formar em uma Universidade de exceléncia.

A FAP/DF, CAPES e DGP/UnB, pelo apoio financeiro.



RESUMO

A esquizofrenia € um disturbio que acomete aproximadamente 1% da populagdo mundial,
e sua manifestagdo heterogénea de sintomas incluem episddios psicoticos, delirios,
alucinagdes, apatia, anedonia, além de déficits cognitivos nos dominios de memoria,
controle executivo e linguagem. O desenvolvimento da esquizofrenia é o resultado de
interagdes cumulativas entre variados fatores de risco genéticos e ambientais, o que
dificulta os esforgos para entender sua fisiopatologia. Alteragdes na neurotransmissao de
dopamina, glutamato e acido gama-aminobutirico (GABA) constituem a base de disturbios
fisiologicas em pacientes com esquizofrenia. Testes farmacoldgicos realizados com
antagonistas do receptor N-metil-D-aspartato (NMDAr) resultaram na hipotese de que a
hipofungcao de receptores NMDA em interneurénios GABAérgicos dariam origem aos
sintomas apresentados. Essa hipbtese tem possibilitado a compreensao dos
microcircuitos corticais na esquizofrenia, e a identificacao de biomarcadores do disturbio.
Dado o envolvimento de oscilagbes neurais na execugado de tarefas cognitivas e a
correlagdo entre a deficiéncia de conectividade cerebral e os prejuizos apresentados por
pacientes e em modelos animais deste transtorno, faz-se mister a caracterizagédo dos
padrdoes de atividade neural oscilatoria para a melhoria do diagnostico e tratamento da
esquizofrenia. O presente estudo se propds a estabelecer em nosso laboratério um
protocolo cirurgico de implante crénico de eletrodos intracerebrais de profundidade e
coleta de dados eletrofisiologicos. Foram examinados os registros do potencial de campo
local no cortex pré-frontal e hipocampo de 10 ratos Wistar sob o efeito sistémico de
quetamina (QUET; 25 mg/kg; i.p.) e dizocilpina (MK-801; 0,1 mg/kg; i.p.), juntamente com
o comportamento locomotor. A QUET aumentou a distancia percorrida pelos animais no
Campo Aberto e o poder relativo das bandas gama e teta no hipocampo e cértex pré-
frontal. A dose de MK-801 nado foi suficiente para alterar o padrdo de locomogao e
tampouco oscilagbes nas frequéncias avaliadas. Os dados encontrados reforcam a
associacao entre modelos de bloqueio farmacologico de receptor NMDA e alteragdes

comportamentais e na atividade elétrica cerebral.

Palavras-chave: NMDAr; quetamina; MK-801; potencial de campo local; oscilagdes

neurais.



ABSTRACT

Schizophrenia is a disorder that affects approximately 1% of the world population, and its
heterogeneous manifestation of symptoms includes psychotic episodes, delusions,
hallucinations, apathy, anhedonia, and cognitive deficits in memory, executive control, and
language. The development of schizophrenia is the result of cumulative interactions
between various genetic and environmental risk factors, which complicates efforts to
understand its pathophysiology. Neurotransmitters such as dopamine, glutamate, and
gamma-aminobutyric acid (GABA) are known to induce physiological abnormalities in
patients with schizophrenia. Pharmacological tests performed with N-methyl-D-aspartate
(NMDA) receptor antagonists resulted in the hypothesis that hypofunction of NMDA
receptors on GABAergic interneurons would give rise to the symptoms presented. This
hypothesis has enabled the understanding of cortical microcircuitry in schizophrenia, and
the identification of biomarkers of the disorder. Given the involvement of neural oscillations
in the execution of cognitive tasks and the correlation between impaired brain connectivity
and the impairments presented by patients and in animal models of this disorder, it is
necessary to characterize the patterns of oscillatory neural activity to improve the
diagnosis and treatment of schizophrenia. The present study established in our laboratory
a surgical protocol for chronic implantation of deep intracerebral electrodes and collection
of electrophysiological data. Local field potential recordings were examined in the
prefrontal cortex and hippocampus of 10 Wistar rats under the systemic effect of ketamine
(KET; 25 mg/kg; i.p.) and dizocilpine (MK-801; 0.1 mg/kg; i.p.), along with locomotor
behavior. KET increased the distance the animals traveled in the Open Field and the
relative power of gamma and theta bands in the hippocampus and prefrontal cortex. The
dose of MK-801 was not enough to alter the locomotion pattern or oscillations in the
frequencies evaluated. Results found here underscore the association between
pharmacological blockade models of NMDA receptor and behavioral changes and brain

electrical activity.

Keywords: NMDAr; ketamine; MK-801; local field potential; neural oscillations.
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1 INTRODUGAO

1.1 Esquizofrenia

O termo “esquizofrenia” (do grego, “mente fendida”) foi cunhado ainda no século
XIX por Eugen Bleuler (1857-1939), na tentativa de descrever um grupo de doengas de
base neural que apresentavam um grupo de sintomas basicos comuns — como
perturbacdes do pensamento, incongruéncia afetiva e afastamento da realidade — e
sintomas complementares, tais como alucinagdes e delirios (JABLENSKI, 2010). A
variedade de sinais e sintomas na esquizofrenia, bem como o requisito da presencga de no
minimo dois de cinco sintomas para o diagnostico segundo o Manual Diagnéstico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5), reforgam a patologia como um transtorno de
apresentacao variavel (APA, 2014).

A esquizofrenia se manifesta por sintomas de alteracbes de percepcédo e de
fungdes cognitivas que sdo categorizados em sintomas positivos, negativos e déficits
cognitivos. Apesar de muito variados, nenhum deles pode ser considerado
patognoménico. Os sintomas positivos refletem um comportamento distintivamente
alterado com episodios psicoticos, incapacitando o paciente de distinguir percepgdes reais
de alucinagdes, além de provocar pensamentos e memoria desordenados. Ao invés de
episodios psicoticos, os sintomas negativos incluem retragdo social, apatia, anedonia e
afasia. Ambos tipos de sintomas se relacionam e afetam os sistemas cognitivos, tais como
linguagem, percepcao sensorial e expressao emocional (ANDREASEN; OLSEN, 1982;
ANDREASEN, 1995).

A validagcdo nosoldgica do transtorno é de extrema importédncia, uma vez que
atinge aproximadamente 1% da populagdo mundial e afeta as diferentes culturas na
mesma frequéncia (ANDREASEN, 1995; POLIMENI; REISS, 2003; PERALA et al., 2007).
Possui um impacto social forte sobre os pacientes, afetando sua autonomia e capacidade
mental desde o inicio do transtorno e apresenta mortalidade por suicidio em 10% dos
acometidos. Ainda que sua manifestacdo seja heterogénea, grande parte dos pacientes
sdo incapazes de trabalhar e manter atividades que exijam voligdo (ANDREASEN, 1995;
LEWIS; LIEBERMAN, 2000).

Evidéncias sugerem que parte da origem da esquizofrenia se dé no
neurodesenvolvimento, sendo o encéfalo passivel de disfuncbes estruturais até sua
maturacdo ao final da adolescéncia, momento em que as primeiras manifestacoes
comportamentais da psicose ocorrem (LARSON; WALKER; COMPTON, 2010). Tais



10

manifestagcbes parecem ser resultante tanto de anormalidades internas em diferentes
regides, mas também de circuitos corticais e subcorticais que se mostram deficientes
(FIELD; WALKER; CONN, 2011).

Foram identificados mais de 100 /oci génicos de risco para esquizofrenia, o que
reforga a arquitetura poligénica do disturbio. No entanto, cada /ocus contribui apenas de
forma limitada aos efeitos da esquizofrenia (RIPKE et al.,, 2014; SRINIVASAN et al.,,
2016). Apesar do risco relativo de desenvolver a patologia se correlacionar positivamente
com a quantidade de genes compartilhados, o fenétipo ndo é exclusivamente determinado
pela genética, uma vez que gémeos monozigoticos apresentam uma concordancia de
somente 48% de risco (TSUANG, 2000).

A etiologia do transtorno segue elusiva, uma vez que € um produto de interacdes
cumulativas entre diversos fatores de risco (HOWES et al., 2004). Sendo assim, o
desenvolvimento da esquizofrenia, bem como sua evolugao clinica, sdo influenciados
também por fatores ambientais. Intercorréncias pré e perinatal, experiéncias
emocionalmente traumaticas, bullying, imigragdo, infecgdes e variaveis biolégicas e
sociais na adolescéncia e inicio de vida adulta sdo alguns fatores estressores que
sobrecarregam oOs circuitos neurais nos quais 0s genes de risco sdo expressos, gerando
falhas no seu funcionamento (MESSIAS; CHEN; EATON, 2007; OWEN; SAWA;
MORTENSEN, 2016; GUERRIN et al., 2021; STAHL, 2021).

1.2 Hipoteses farmacologicas da esquizofrenia

1.2.1 Hipétese dopaminérgica

O primeiro modelo fisiopatolégico do disturbio foi sugerido com base na descoberta
das propriedades antipsicéticas da clorpromazina, um antagonista de dopamina (DA), e
nos comportamentos psicéticos induzidos pelos efeitos hiperdopaminérgicos da
anfetamina, dando origem a hipotese dopaminérgica classica da psicose e esquizofrenia.
Fortemente reforgada ao longo dos ultimos 50 anos, a hipotese foca isoladamente no
excesso de transmissao de DA no encéfalo (HOWES; KAPUR, 2009; FERRARELLI, 2013;
STAHL, 2021).

A ideia da hiperdopaminergia homogénea da hipdtese original se mostrou
inconsistente ao longo do tempo, e foi enfraquecida por evidéncias como a ineficacia do
uso de neurolépticos em alguns pacientes, e também no tratamento dos sintomas

negativos e cognitivos — sugerindo o envolvimento de outros sistemas na fisiopatologia
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da esquizofrenia (HOWES; KAPUR, 2009; DAVIS et al.,, 1991; GUERRIN et al., 2021).
Unindo dados de experimentos post mortem, analise de metabdlitos e dados de imagem,
Davis et al. (1991) sugeriram que a diferente distribuicdo dos receptores dopaminérgicos
— D1, predominantemente corticais e D2, subcorticais — no encéfalo explicariam a
disfuncdo dopaminérgica variada nas regides do encéfalo.

A via dopaminérgica mesolimbica se projeta da area tegmentar ventral até o
estriado, uma parte do sistema limbico do cérebro que se acredita estar envolvida em
comportamento emocional, motivacdo e recompensa. De acordo com a hipotese
dopaminérgica, o excesso de liberagdo de DA nesta regido esta associado aos sintomas
positivos da psicose, enquanto a diminuigdo, aos sintomas negativos. A via dopaminérgica
mesocortical, por sua vez, interliga a area tegmentar ventral as areas do cortex pré-frontal
(CPF), nas quais alteragdes na transmissdo dopaminérgica podem mediar os sintomas

negativos e cognitivos da esquizofrenia (Figura 1; STAHL, 2021).

Figura 1. Via dopaminérgica mesocortical (azul) e via dopaminérgica
mesolimbica (vermelho), cujas atividades defeituosas foram relacionadas a
sintomatologia da esquizofrenia. Fonte: Mariana B. M. Correia (Biorender).

-— \/ia mesocortical

- Via mesolimbica
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Complementando e corrigindo a hipdtese original, Davis e colaboradores (1991)
propuseram que os sintomas positivos da esquizofrenia seriam decorrentes de um
aumento na sintese pré-sinaptica de DA e sua hiperfuncdo subcortical, mais
especificamente em regides dos nucleos da base, o que € coerente com os efeitos e
mecanismo de acao de antipsicéticos. Por outro lado, os sintomas negativos seriam
consequéncia de uma hipofungdo dopaminérgica no CPF, hipétese corroborada por
estudos em animais e humanos que, em situacdo de atividade anormal das regides
frontais, demonstraram comportamentos semelhantes a pacientes com esquizofrenia
(DAVIS et al., 1991).

Portanto, acredita-se que sintomas positivos e negativos da esquizofrenia sejam
consequéncia de alteragbes na atividade das vias dopaminérgicas mesolimbica e
mesocortical, respectivamente (BRISCH et al., 2014; STAHL, 2021). Todavia, a hipotese
dopaminérgica n&o explica inteiramente os comportamentos associados aos trés tipos de
sintomas esquizotipicos, tampouco especifica os mecanismos moleculares subjacentes a
transmissao disfuncional encontrada nos pacientes (HOWES; KAPUR, 2009; FIELD;
WALKER; CONN, 2011; KANTROWITZ; JAVITT, 2010). Novas hipoteses alternativas
articulam a desregulagdo originada em outros sistemas, culminando no déficit

dopaminérgico.

1.2.2 Hipétese GABAérgica

Diversas argumentacbes sobre o envolvimento de uma transmissao de acido
gama-aminobutirico (GABA) alterada na etiologia dos sintomas da esquizofrenia se deram
a partir dos achados de Perry et al. (1979) e Bird (1985) que, respectivamente,
encontraram baixa concentracao cortical de GABA e da enzima limitante acido glutdmico
descarboxilase (GAD) em pacientes (NAKAZAWA et al., 2012).

Parte da sinalizacdo GABAérgica € regulada pela atividade da GAD67, uma
enzima responsavel por mais de 90% da sintese do neurotransmissor (LEWIS et al.,
2012; LAZARUS; KRISHNAN; HUANG, 2015). Dados post mortem de pacientes com
esquizofrenia revelaram redugdo, ndo apenas na densidade de neurdnios GABAérgicos
que expressam GAD67, mas também de interneurbnios GABAérgicos, nas regidoes
hipocampais e pré-frontais (LEWIS et al., 2012; DE JONGE et al., 2017; KAAR et al.,
2019; GUERRIN et al., 2021). Uma vez que a variabilidade na expresséao de GAD67 em

pacientes ndo se correlaciona com severidade, duragdo ou agentes preditores da
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esquizofrenia, € possivel que seja uma caracteristica componente, e ndo consequente, do
desenvolvimento da patologia (LEWIS et al., 2012).

Apesar da variedade de classes de neurbnios GABAérgicos, 50% dos
interneurénios GABAérgicos expressam parvalbumina (PV*), uma proteina ligante de
calcio. O grupo de neurénios GABAérgicos cuja quantidades de GAD67 nao é detectada
inclui 50% dos neurdnios PV*, sugerindo a selegdo de PV* na expressao reduzida de
GAD67 (DE JONGE et al., 2017; NAHAR; DELACROIX; NAM, 2021). Além de GAD67,
transportadores de GABA tipo 1 (GAT-1) — responsaveis pela recaptagao do
neurotransmissor apo0s a atividade sinaptica — também tém niveis reduzidos de
transcricdo em neurdnios PV+ na esquizofrenia. A reducdo da sintese GABAérgica e da
recaptacdo de GABA tendem a diminuir e aumentar, respectivamente, a atividade
sinaptica inibitéria (LEWIS; HASHIMOTO; VOLK, 2005; DE JONGE et al., 2017).

A fim de determinar se a alteragdo nas regides corticais se da pela redugdo da
sintese GABAérgica ou pela inibicdo excessiva resultante dos niveis deficientes de
GAT-1, estudos demonstraram que subunidades a2 em receptores GABAA sdo expressas
de maneira inversamente proporcional ao GAT-1 em regides do CPF (e.g., VOLK et al,,
2002). Uma vez que camundongos com o gene de GAT-1 nocauteado ndo apresentam
alteragdes em GAD67 (JENSEN et al., 2003), € provavel que o déficit na expressao de
GADG67 seja anterior as alteragdes em receptores GABAa e GAT-1 (LEWIS; HASHIMOTO;
VOLK, 2005).

No cértex, o balangco da atividade excitatoria de neurbnios glutamatérgicos
piramidais se da pela ativagdo de interneurénios GABAérgicos. Diversos estudos tém
fornecido evidéncias de que a disfungao na inibicao realizada por interneurénios PV* em
regides corticais esta relacionada a déficits cognitivos observados na esquizofrenia
(revisado em GONZALEZ-BURGOS; LEWIS, 2008; 2012; revisado em DE JONGE et al.,
2017; revisado em NAHAR; DELACROIX; NAM, 2021).

A hipétese GABAérgica nao exclui as alteragdes propostas pela hipotese
dopaminérgica original: € possivel que, por um problema de regulagcdo na atividade de
neurotransmisséo, o déficit de inibicdo por parte de interneurdnios GABAérgicos seja
responsavel pelo aumento de DA (REYNOLDS; NEILL, 2016; REYNOLDS, 2022). Os
achados de Reynolds (1983) e Reynolds, Czudek e Andrews (1990) corroboram essa
possibilidade ao demonstrarem um déficit assimétrico na atividade de sinapses
GABAérgicas no hipocampo correlacionado ao aumento, também unilateral, de liberagéo
de DA na amigdala (REYNOLDS, 1983; REYNOLDS; CZUDEK; ANDREWS, 1990).
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1.2.3 Hipdtese glutamatérgica

O envolvimento do glutamato nos sintomas esquizotipicos foi sugerido pela
primeira vez apos um estudo no qual a concentracdo de glutamato no liquido
cefalorraquidiano estava praticamente reduzida pela metade em pacientes diagnosticados
com esquizofrenia, em relagdo aos voluntario sadios (KIM et al., 1980). A hipétese de que
a hipofung¢ao do glutamato — causada por déficits de transmissao em seus receptores —
estaria fortemente relacionada a sintomatologia da esquizofrenia comegou a ser mais
analisada e corroborada a partir de evidéncias que provém de testes utilizando
fenciclidina (PCP) e quetamina (QUET), ambos antagonistas do receptor de glutamato N-
metil-D-aspartato (NMDAr) (JAVITT,; ZUKIN, 1991; KRYSTAL et al., 1994; LAHTI et al.,
1995).

De la Fuente-Sandoval et al. (2011) relataram niveis mais altos de glutamato no
nucleo caudado de pacientes prodromicos e de primeira admissdo sem medicagao. Por
outro lado, pacientes cronicos e pacientes com disturbios esquizoafetivos apresentam
niveis reduzidos ou similares de glutamato nesse nucleo, em comparagdo com voluntarios
saudaveis (THEBERGE et al., 2003; LUTKENHOFF et al., 2008). Assim, um aumento na
liberagcdo de glutamato pode ser um processo neurotdxico que ocorre caracteristicamente
em pacientes prodromicos e em estagios iniciais (LATHI; REID, 2011).

Também foi constatado que cérebros de pacientes apresentam reduzida
concentragdo de receptores glutamatérgicos (PILOWSKY et al., 2006). O aumento da
atividade pré-frontal possivelmente ocorre porque a PCP, a QUET e a MK-801 bloqueiam
preferencialmente NMDAr localizados em neurbnios GABAérgicos do circuito
corticolimbico, o que prejudica a inibicdo cortical e consequentemente desinibe os
neurdnios glutamatérgicos piramidais associados com intensa atividade neuronal (ADELL
et al., 2012).

Trocas nas subunidades componentes dos NMDAr sdo realizadas durante as
janelas de desenvolvimento encefalico, momento no qual ocorre a formagéo e maturagao
de circuitos neurais, deixando os receptores glutamatérgicos vulneraveis aos fatores de
risco ambientais e genéticos (SNYDER; GAO, 2020). Esse dado é congruente com as
evidéncias de que é necessaria uma interagdo sinérgica entre fatores genéticos e
celulares com estressores ambientais em janelas criticas para o desenvolvimento da
esquizofrenia (GERRIN et al., 2021; REYNOLDS, 2022).
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Apesar da ubiquidade do glutamato no sistema nervoso central, os NMDAr
participam de processos especificos em cada regidao cerebral, que dependem
especificamente das propriedades do receptor e.g. permeabilidade ao calcio, voltagem-
dependéncia, cinética. Desta maneira, a hipotese glutamatérgica como subsidio para
déficits do disturbio se baseia em processos que dependem de tais propriedades
moleculares (KANTROWITZ; JAVITT, 2010).

Efetivamente, uma vez que a neurotransmissdo glutamatérgica é crucial para
mecanismos de neuroplasticidade, aprendizado, memoéria e demais processos cognitivos
(HASSEL; DINGLEDINE, 2012), a hipofungdo em NMDAr é congruente as disfuncdes
cognitivas presentes na esquizofrenia (SNYDER; GAO, 2020). Uma disfungdo no NMDAr
pode gerar também déficits na transmissdo de neurotransmissores como dopamina,
serotonina e outros, resultando em outras disfungbes mentais ocorrentes na patologia
(JENTSCH; ROTH, 1999; GURURAJAN; TAYLOR; MALONE, 2011). Sendo assim, a
hipofungdo glutamatérgica em interneurénios € um ponto convergente entre a progressao
e sintomas da esquizofrenia (SNYDER; GAO, 2020).

1.2.4 Sintese das hipéteses dopaminérgica, GABAérgica e glutamatérgica

Atualmente, as evidéncias que corroboram separadamente a participagcdo dos
neurotransmissores dopamina, GABA e glutamato, e suas respectivas vias neurais, tém
sido integradas em uma perspectiva sintética, como descrito abaixo. Acredita-se que os
sintomas esquizotipicos sejam resultado da hipofuncdo de NMDAr especificamente em
interneurénios GABAérgicos no CPF (STAHL, 2021). Sem a liberacdo de GABA, os
sintomas positivos (Figura 2) e negativos (Figura 3) sdo explicados, respectivamente, (a)
pelo aumento da liberacdo de DA pela via mesolimbica, como consequéncia da
desinibicdo de neurdnios glutamatérgicos que inervam neurdnios dopaminérgicos na via
mesolimbica e da area tegmentar ventral (ATV); e (b) pela redugdo de DA na via
glutamatérgica mesocortical, uma vez que a hiperatividade da via glutamatérgica cortico-
talamica aumenta a atividade GABAérgica local (ENOMOTO; TSE; FLORESCO, 2011;
STAHL, 2021; KRUSE; BUSTILO, 2022).
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Figura 2. Teoria da base biolégica dos sintomas positivos da esquizofrenia a partir da
hiperdopaminergia mesolimbica. (A) Em funcionamento normal, a projecdo glutamatérgica do
cortex ao tronco encefalico se comunica com a via dopaminérgica mesolimbica, regulando a
liberagdo de dopamina no nucleo accumbens. (B) Com o bloqueio de NMDAr em interneurénios
esta é hiperativada. (C) Normalmente, projecdes glutamatérgicas partindo do hipocampo
estimulam a liberacdo de GABA que, por sua vez, inibe a excitacdo excessiva do nucleo
accumbens e do globo palido. (D) A hipoativagdo dos NMDAr no hipocampo impede que haja um
controle a jusante, levando a uma hiper inibicao no globo palido, desinibindo a via mesolimbica.
Fonte: Stahl (2021), adaptado por Maria Camila Acero Castillo e Mariana B. M. Correia.
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Figura 3. Teoria da base bioldgica dos sintomas negativos e cognitivos da esquizofrenia a partir
da hiperdopaminergia mesocortical. (A) O balan¢o E/I da comunicagao entre a via glutamatérgica
cortico-talamica e a via dopaminérgica mesocortical € crucial para que a liberagcdo de DA no CPF
seja regulada. (B) Com a hipofungdo de NMDAr nos interneurénios GABAérgicos, uma grande
liberagdo de GABA na ATV levara a reducéao da liberagdo de DA nas regides frontais. Fonte: Stahl
(2021), adaptado por Maria Camila Acero Castillo e Mariana B. M. Correia.
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1.3 Bloqueio farmacolégico de receptores do tipo NMDA

Como supracitado, a inibigdo farmacologica de neurdnios GABAérgicos resultaria
em uma diminuigdo da liberacdo de GABA no CPF. A reducao de atividade gabaérgica
impactaria a liberagdo de dopamina que, por sua vez, induziria as alteragdes cognitivas e
comportamentais semelhantes as alteragdes encontradas na esquizofrenia (ADELL et al.,
2012). Na literatura, os antagonistas de NMDAr mais utilizados sao PCP, QUET e
dizocilpina (MK-801).

A PCP foi sintetizada pela primeira vez em 1956 e, desde os primeiros estudos
realizados, mostrou ter um efeito de catalepsia em alguns animais e efeito excitatério em

outros, apresentando uma farmacologia inédita. Além disso, apresentou potencial
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anestésico, acompanhado de delirio prolongado, inviabilizando-a para uso em anestesia
(DOMINO, 2010). A PCP se liga com alta afinidade e especificidade nos NMDAr,
bloqueando o canal de célcio voltagem-dependente e reduzindo seletivamente a agao
excitatéria do glutamato (OLNEY; LABRUYERE; PRICE, 1989; STEINPREIS, 1996). Essa
ligacdo faz com que o glutamato atue em receptores GABAérgicos e AMPA, sendo este
responsavel pelo aumento de espinhas dendriticas e da excitagcdo de neurdnios
dopaminérgicos (CATENA-DELL'OSSO et al., 2013; STAHL, 2021). Além disso, possui
afinidade por receptores opioides e aumenta, por exemplo, a transmissao serotoninérgica
(MARTIN et al., 1998).

Luby et. al (1959) reportaram que a PCP ndo s6 aumentou os sintomas primarios
em pacientes crénicos, como induziu sintomas esquizotipicos em pacientes sadios. Os
mesmos resultados foram replicados em Adler et. al (1999). Apds os estudos clinicos que
concluiram que a PCP ndo era um farmaco viavel para anestesia humana, foram
realizados novos estudo para a sintese de compostos derivados, o que deu origem a
QUET. A QUET mostrou ter propriedades anestésicas excelentes de curta duragéo e €
utilizada até hoje clinicamente com humanos e na veterinaria (DOMINO, 2010). Assim
como a PCP, a QUET em humanos replicam sintomas-chave da esquizofrenia, incluindo
desordem de pensamentos e alteragdes na percepcao (KRYSTAL et al., 1994; ADLER et
al., 1999). Nesse sentido, a administracdo subanestésica de QUET gera alteragdes em
uma miriade de comportamentos, como por exemplo na resposta de sobressalto (e.g.
MONTE et al., 2013; FUJIKAWA; YAMADA; JINNO, 2021), comportamento social (e.g.
ONAOLAPO et al., 2017; XU et al., 2019) e memoria (e.g. RANGANATHAN et al., 2017;
KOZELA et al., 2020; ROUSSY et al., 2021).

Mais recentemente, passou-se a utilizar a MK-801 em modelos animais de
esquizofrenia (JACOBSEN et al., 2017; SALETTI et al., 2017; GURURAJAN; TAYLOR,;
MALONE, 2011). De atuacao semelhante a PCP e QUET, a MK-801 apresenta uma maior
afinidade pelo sitio de ligacao. Possui dissociacao lenta e fica retida dentro do canal apos
o bloqueio (DAVIES et al., 1988; LOPEZ-GIL et al., 2007).

Apesar de mimetizar varios sintomas esquizotipicos e ser considerada mais
potente que os outros farmacos de acao similar, a MK-801 ndo € aprovada para uso
humano. Por outro lado, a QUET possui baixa afinidade com o canal de calcio e uma
dissociagado mais rapida, configurando um melhor indice terapéutico (DOMINO, 2010). Por
esses motivos, é importante a comparagao dos efeitos e atividades da MK-801 com as de

farmacos utilizados em pesquisa e uso abusivo por seres humanos, como no caso da
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QUET, priorizando um carater translacional aos estudos em Psicofarmacologia. Assim, &

possivel melhor mimetizar sintomas da esquizofrenia em modelos animais experimentais.

1.3.1 Validade dos modelos via antagonismo de NDMAr

A utilizacdo de modelos animais na pesquisa psicofarmacolégica permite a
investigacdo das bases neurobiolégicas, bem como de intervengbes preventivas e
terapéuticas (GUERRIN et al., 2021). Considerando a complexidade e heterogeneidade
da esquizofrenia, é certo afirmar que nenhum modelo, farmacoldgico ou nao, é capaz de
mimetizar inteiramente o disturbio. Uma vez que sua sintomatologia se baseia fortemente
em faculdades humanas, existe um impasse no desenvolvimento de modelos que tenham
validade preditiva, fenomenoldgica, e por construto (JONES; WATSON; FONE, 2011).

A fim de conferir uma relevancia translacional aos modelos animais, foram tragcados
paralelos entre sintomas esquizotipicos de pacientes e diversos comportamentos em
animais. Por exemplo, o comportamento motor anormal em pacientes € correlacionado a
hiperlocomogao e aumento do comportamento exploratério em animais; anedonia e apatia
social, por sua vez, podem ser mensurados em animais por meio de testes de
recompensa e interagao social (KILT, 2001; JONES; WATSON; FONE, 2011).

1.4 Oscilagdes neurais e processamento cognitivo

A dindmica cerebral € um produto da atividade de varias populacdes neuronais
interconectadas: a flutuacado no balango excitatorio e inibitério das células nervosas € um
dos principais mecanismos para a geragao da oscilagdo neural, que controla
temporalmente a atividade neuronal (COHEN, 2015; PESARAN et al., 2018).

Embora o tamanho do encéfalo tenha mudado drasticamente ao longo da histéria
evolutiva dos mamiferos, houve a conservagao das frequéncias oscilatorias cerebrais e
seus correlatos comportamentais entre as espécies, fortalecendo a no¢gdo de que sejam
subjacentes a mecanismos basicos de processamento de informacédo neural que geram
percepgdo, emocdo e cognigdo (BUZSAKI; DRAGUHN, 2004; BUZSAKI; LOGOTHETIS;
SINGER, 2013; COHEN, 2015). A preservacao das frequéncias oscilatorias néo reflete
uma inflexibilidade do sistema, uma vez que oscilacbes em sistemas biolégicos se
adaptam a mudancgas apresentadas no ambiente (BUZSAKI; WATSON, 2012; COHEN,
2015). De fato, as frequéncias das oscilagdes cerebrais variam de <1Hz a 600Hz, e

representam estados mentais diversos (Tabela 1).
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N&o obstante ter falhado na tentativa de provar a telepatia, Hans Berger foi, na
realidade, o primeiro a registrar oscilagbes neurais em humanos. Em seu artigo sobre a
eletroencefalografia (EEG), publicado em 1929, distinguiu padrées de ondas e sugeriu a
associagao de estados cognitivos a diferentes frequéncias de oscilagdo (BERGER, 1934).
No geral, neurocientistas classificam as frequéncias em: (1) delta, 0,5-4 Hz; (2) teta, 4-8
Hz; (3) alfa, 8-12 Hz; (4) beta, 12-30 Hz; (5) gama, 30-100 Hz; e (6) high-frequency
oscillation (HFO), 110-160 Hz (BUZSAKI, 2006; TORT et al., 2008; SCHEFFER-TEIXEIRA
et al.,, 2012).

Tabela 1. Bandas de frequéncia e suas fun¢des associadas.

Banda de ~ .
Onda frequéncia Fungbes associadas
Delta 0.5-4 Hz Sono profundo; sono ndo-REM; estado de inconsciéncia (SRIMAHARAJ
et al., 2018).
Tet 4.8 H Sono REM (rapid-eye-movement), navegagéo espacial; plasticidade
eta e hz sinaptica; meméria (BUZSAKI, 2002).
Alfa 8-12 Hz Estado relaxado de vigilia; meditacdo; atengéo; inibigdo (ULHLAAS;

SINGER, 2013; SRIMAHARAJ et al., 2018).

Coordenagéo temporal de potenciais de agéo do sistema motor; foco e
Beta 12-30 Hz concentragéo; percepcado (BUZSAKI; LOGOTHETIS; SINGER, 2013;
ULHLAAS; SINGER, 2013; SRIMAHARAJ et al., 2018).

Funcdo motora; processamento de informacdes; percepg¢do; memodria;

Gama 30-100Hz  ,encao (ULHLAAS: SINGER, 2013; SRIMAHARAJ et al., 2018).

HFO 110-160 Hz Processamento de memoria (TORT et al., 2013).

Visto que processamentos cognitivos e sensoriais sdo realizados de maneira
paralela em diferentes regides corticais, faz-se mister uma integracdo tanto entre as
modalidades cognitivas, quanto entre as areas envolvidas (UHLHAAS; SINGER, 2006). O
possivel mecanismo que realiza tal integracdo € a sincronia de disparos neuronais,
permitindo que multiplos processamentos sejam realizados simultaneamente em diversas
escalas (BUZSAKI; DRAGUHN, 2004; UHLHAAS; SINGER, 2006).

Mais especificamente, oscilagbes gama sédo encontradas em diversas regides do
encéfalo, nas quais interneurénios GABAérgicos atuam vastamente via receptor GABAa
(BUZSAKI, 2006). Considerando o provavel envolvimento de sinapses inibitérias na
sincronia de neurdnios na frequéncia gama, foram propostos mecanismos da geragcéao do
ritmo, revisados em Buzsaki e Wang (2012): o modelo I/l (Inibitorio/Inibitorio) e o modelo

E/l (Excitatério/Inibitorio). O primeiro modelo da origem a oscilagdes gama a partir da
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despolarizacdo concomitante de uma rede de interneurbnios — uma vez que 0s
potenciais de acado gerados inibem a geragao de potenciais de outro interneurdnio,
eventualmente, comegaram a disparar conjuntamente. O segundo modelo inclui o
recrutamento de células piramidais, que alteram o padrao de atividade de interneurénios e
geram uma interagao ciclica de excitacao e inibicao da rede (WHITTINGTON et al., 2000;
BUZSAKI; WANG, 2012).

Diferentes frequéncias podem coexistir e até mesmo interagir uma com as outras.
Ao decompor o sinal de oscilagdes coexistentes — dado originalmente em um dominio
temporal — em um dominio de frequéncia, € possivel obter um espectro da dominancia
relativa das frequéncias i.e. o valor de poder relativo de cada frequéncia no sinal
(BUZSAKI; DRAGUHN, 2004; BUZSAKI, 2006). Conhecidas por modular, em grandes
escalas espacial e temporal, o poder de oscilagdes gama no hipocampo e cortex em ratos
(BUZSAKI et al., 2003) e HFO no neocértex humano (CANOLTY et al., 2006), as ondas
teta sdo um exemplo de tal interagdo (TORT et al., 2008; CANOLTY; KNIGHT, 2010).

Tort et al. (2008) descreveram como as ondas teta modulam de forma diferente as
oscilacdes de alta frequéncia no hipocampo e no estriado durante comportamentos ativos
em ratos, e identificaram que certos processos cognitivos dependem da interagédo entre as
ondas teta-gama e teta-HFO. Como a transmissdo e organizacdo de informagdes no
cérebro sdo baseadas em mecanismos de processamento neural de oscilacdes, déficits
no acoplamento de ondas sao propensos a gerar alteragbes nos processos cognitivos
relacionados (LISMAN; BUZSAKI, 2008).

1.5 Local Field Potential (LFP)

Existem diferentes métodos de registro de oscilagdes neurais que variam em sua
resolucdo espacial. Esses métodos podem capturar a atividade de canais ibnicos,
neurdnios individuais ou grandes populagdes neuronais (OBIEN et al., 2015). No entanto,
técnicas como o eletroencefalograma (EEG) ou o eletrocorticograma (ECoG), que sao
realizadas no couro cabeludo e na superficie da dura-mater, respectivamente, sao
afetadas pela resisténcia heterogénea oferecida por diferentes estruturas que o sinal
elétrico atravessa antes de chegar aos eletrodos, e.g. tecidos 0sseo, epitelial e muscular
(BUSZAKI; ANASTASSIOU; KOCH, 2012; BEAR; CONNORS; PARADISO, 2017).

Por outro lado, o uso de registros profundos, nos quais os eletrodos sao
implantados diretamente no cérebro, como no caso do potencial de campo local (LFP) —

local field potential, em inglés — permite uma proximidade maior entre a atividade elétrica
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e os eletrodos e, consequentemente, uma maior resolucdo espacial (BUSZAKI,
ANASTASSIOU; KOCH, 2012; BOZER; UHELSKI; LI, 2017).

A movimentagdo bidirecional de ions através de membranas excitaveis gera
correntes sources (do espacgo intracelular para o extracelular) ou sink (do espacgo
extracelular para o intracelular), resultando, por exemplo, em potenciais pés-sinapticos
excitatorios ou inibitérios (BUZSAKI; ANASTASSIOU; KOCH, 2012; BOZER; UHELSKI; LI,
2017). As correntes transmembrana, portanto, levam a uma deflexdo da voltagem n&o so6
no lado interno da célula, mas também do lado externo. Sendo assim, a sobreposi¢ao e o
somatorio das correntes elétricas dos processos celulares ibnicos em um certo volume
cerebral geram um potencial de campo local no meio extracelular (BUZSAKI, 2006;
BUZSAKI; ANASTASSIOU; KOCH, 2012).

O registro LFP é a medida intracerebral desta atividade elétrica extracelular local. A
resolugcdo espacial do registro de profundidade depende do tamanho, impedéncia e
condutancia do eletrodo, como também da regido na qual esta inserido, pois a densidade
celular e arquitetura irregular do tecido cerebral afetam o registro. Apesar dos fatores que
acarretam na variacado da resolugao, a atividade LFP se mostra uma ferramenta robusta
para mensurar 0S processos neurais regido-depentente que se correlacionam fortemente
com uma miriade de comportamentos (PESARAN, 2018, BUSZAKI; ANASTASSIOU;
KOCH, 2012; HERRERAS, 2016; BOZER; UHELSKI; LI, 2017).

1.6 Oscilagdes e cognigcao na esquizofrenia

Embora os tratamentos medicamentosos aplicados a esquizofrenia tenham
progredido significativamente na redugao dos sintomas positivos, a inalteracdo de déficits
cognitivos e sintomas negativos indicam que o progndstico clinico se correlaciona mais
fortemente com estes ultimos. Sendo assim, esforgos tém sido empregados na
compreensdao dos microcircuitos corticais na esquizofrenia, a fim de identificar
biomarcadores na emergéncia do disturbio (GUNTHER; HANGANU-OPATZ, 2022;
THORN; KAFETZOPOULOS; KOCSIS, 2022).

Congruente a fisiopatologia proposta pela hipdtese glutamatérgica, os
comprometimentos nas vias que abrangem as regides frontal, estriatal e talamica, em
conjunto com as desconexdes corticais resultantes de sinapses defeituosas entre
neurdnios piramidais e interneurbnios, estdo associados a ocorréncia de déficits de
memoria, atencao e fungédo executiva, que sdo comuns no quadro esquizotipico (MILLAN
et al., 2012; SHAW et al., 2020).
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Portanto, os déficits em operagbes cognitivas complexas que caracterizam a
esquizofrenia refletem também uma deficiéncia de conectividade entre diversas estruturas
cerebrais. Considerando a importancia das oscilagbes na manutencao desta
conectividade, o estudo de suas alteracbes sdo essenciais no entendimento da
patofisiologia do disturbio (UHLHAAS; SINGER, 2010). Mais especificamente, a
comunicagao entre as regides pré-frontal e hipocampal foi sugerida como subjacente a
déficits cognitivos, dados consistentemente corroborados em modelos animais de
esquizofrenia (MEYER-LINDENBERG et al., 2005; GUNTHER; HANGANU-OPATZ, 2022).

O CPF e o hipocampo apresentam oscilagdes de baixa frequéncia especificas que
se correlacionam a comportamentos também especificos: ondas teta sdo geradas com a
ativacdo do hipocampo, enquanto ondas delta sdo dominantes no CFP e estédo
relacionadas & memoria de trabalho, por exemplo (THORN; KAFETZOPOULOS; KOCSIS,
2022).

Ja foram reunidas evidéncias do aumento da banda delta em regides frontais em
pacientes (revisado em BOUTROS et al., 2008; SIEKMEIER; STUFFLEBEAM, 2010) e
teta, de maneira generalizada (SCHMIEDT et al.,, 2005, BOUTROS et al., 2008;
KIRIHARA et al., 2012; ADAMS et al., 2020). Os dados encontrados por Schmiedt et al.
(2005) sugerem que alteracbes em teta na modulagao frontal estdo relacionadas a
inabilidade de controle executivo por parte de pacientes, cuja integridade da rede
subjacente a inibicdo de processamentos automatico € comprometida, impedindo que a
integracao, geragao, manutencao e ajuste antecipatério de tarefas mentais culmine em
agoes monitoradas e antecipadamente planejadas.

Do ponto de vista perceptual, Ramsay e colaboradores (2023) demonstraram uma
atenuacdo de oscilagdes alfa na regido occipital em pacientes com esquizofrenia
(revisado em BOUTROS et al.,, 2008), o que pode representar perturbagdes na
distribuicdo de atencdo, resultado congruente com a percepgdo atipica no disturbio
(RAMSAY et al., 2023). Em contrapartida, ndo ha consenso na literatura em relagéo a
localizagdo de oscilagdes beta alteradas na esquizofrenia (revisado em SIEKMEIER,;
STUFFLEBEAM, 2010). H4, porém, uma grande ampliagdo na faixa 12,5-30 Hz no cortex
auditivo durante alucinagbes auditivas na magnetoencefalografia de pacientes, em
relagédo a voluntarios sadios (ROPOHL et al., 2004).

Ondas gama e, mais recentemente, HFO, sdo as mais estudadas na esquizofrenia.

Encontra-se vastamente na literatura dados coletados em humanos que apontam uma
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correlagdo negativa entre o aumento de demandas de controle cognitivo e o registro de
frequéncia gama (CHO et al., 2006; revisado em SENKOWSKI; GALLINAT, 2015).

Todavia, no inicio da pesquisa eletrofisiolégica da esquizofrenia, eventuais
experimentos apontaram aumento generalizado em ondas de alta frequéncia, incluindo
gama (e.g., ITIL; SALETU; DAVIS, 1972). Essa hipotese voltou a ser revisitada com
evidéncias de que administragbes de bloqueadores de NMDAr levam ao aumento
significativo de gama em controles saudaveis (HONG et al., 2010; GRENT-"T-JONG et al.,
2018; NOTTAGE et al., 2023), in vitro (ANVER et al., 2011, MCNALLY et al., 2011) e in
vivo (HUNT; FALINSKA; KASICKI, 2010; KITTELBERGER et al., 2012; CAIXETA et al.,
2013; GRUTZNER ET AL., 2013; SUN ET AL., 2013; Ql et al., 2018; YAN. et al., 2022). E
possivel que, tanto na esquizofrenia, quanto no bloqueio farmacolégico de NMDAr, haja o
aumento de oscilagdo gama basal e, por outro lado, uma atenuacao de ondas gama
evocadas (KOCSIS et al., 2013).

Sendo assim, identificar se os padrdes de atividade oscilatoria alterados surgem
precocemente, possivelmente antes do inicio dos sintomas da doenga (GUNTHER;
HANGANU-OPATZ, 2022), além de entender as origens e caracteristicas das oscilagdes,

é crucial para melhorar o diagndstico e tratamento da esquizofrenia.
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2 OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi caracterizar o comportamento e a atividade
oscilatoria do cortex pré-frontal e hipocampo de roedores usando o modelo glutamatérgico

da esquizofrenia no campo aberto.

Objetivos especificos:

- Implementar o protocolo cirurgico de implante cronico de eletrodos intracerebrais em
modelo murino no Laboratério de Neurociéncias, Metabolismo e Comportamento da
UnB;

- Implementar o protocolo de coleta de video-EEG por meio do equipamento wireless do
modelo farmacolégico de esquizofrenia;

- Avaliar o comportamento locomotor no campo aberto sob administracdo sistémica
aguda de MK-801, QUET e salina; e

- Avaliar a atividade dos neurdnios do cértex pré-frontal e hipocampo durante o teste em

campo aberto, sob administragao sistémica aguda de MK-801, QUET e salina.
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3 METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos

A manipulacdo dos animais experimentais seguiu os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA) e a Lei Arouca (Lei 11.794/2008). O projeto com roedores foi aprovado pela
Comiss&o de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia no processo SEI
no 23106.050441/2022-93 (Anexo 1).

3.2 Sujeitos experimentais

Foram utilizados 10 ratos machos Wistar (250-400g, machos) acondicionados no
Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (IB) da Universidade de Brasilia (UnB). Todos
os procedimentos de cirurgia e testes foram realizados no Laboratério de Neurociéncias,
Metabolismo e Comportamento do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas. Dentre os
animais utilizados, quatro foram a o6bito e um animal foi submetido ao ponto final
humanitario apoés descolamento do capacete que protegia os implantes. Sendo assim,
dados de cinco animais foram utilizados nesta pesquisa.

Durante todo o periodo de experimentos, os ratos foram mantidos em grupos de
até cinco individuos em um ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo agua e ragao ad
libitum. Como estratégia de enriquecimento ambiental, foram utilizadas tampas em arame
de ferro com altura livre de 10 cm (Bonther Equipamentos e Tecnologia, Brasil) e tubos de

PVC para que os animais pudessem se abrigar.

3.3 Procedimentos cirurgicos

Os animais foram anestesiados por injecéo intraperitoneal de acepromazina (2,0
mg/kg, Vetnil), cloridrato de QUET (90,0 mg/kg, Vetnil) e cloridrato de xilazina (9,0 mg/kg,
Vetnil). Uma vez anestesiados, foram posicionados em um aparelho estereotaxico e, apos
assepsia com iodopovidona e anestesia local com cloridrato de lidocaina, o cranio foi
exposto e tratado.

Os eletrodos foram feitos com uma barra de pinos torneada (Figura 4A), da qual
cada pino foi separado e teve seu soquete exposto. Um fragmento de agulha hipodérmica
(BD 0,55x20mm 24G) foi, entdo, inserido no soquete para acomodar um fio de tungsténio
(P1 Technologies, EUA) de aproximadamente 127um de diametro (Figura 4B). A porgéo

do fio inserida na agulha foi desencapada (Figura 4C), e um alicate de pressao foi
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utilizado sobre a agulha para garantir o contato elétrico entre os componentes metalicos.
Finalmente, foi aplicada resina fotopolimerizavel ao redor da agulha e fio para dar
estabilidade ao eletrodo (Figura 4D). Entre cada etapa utilizou-se um multimetro para se
certificar que todos os metais condutores estivessem corretamente conectados, de

maneira a manter a condugao de corrente elétrica.

Figura 4. Procedimento de montagem dos eletrodos de profundidade. (A) Barra de pinos
torneada; (B) Fragmento de agulha encaixado no soquete e lixado com lima elétrica; (C) O fio de
tungsténio foi desencapado nas duas extremidades: de um lado, para fazer contato com a agulha;
do outro, para realizar o teste de continuidade com multimetro; (D) Eletrodo com o fio inserido no
soquete e finalizado com resina; (E) Para finalizar a confecgédo do eletrodo, o fio foi cortado de

acordo com o comprimento de interesse.

Durante a cirurgia, trés eletrodos de profundidade foram implantados nas
coordenadas descritas na Tabela 2 (PAXINOS; WATSON, 2006), e um parafuso
implantado na epidural sobre o 0osso occipital foi utilizado como aterramento e referéncia
(GRD+Ref) do eletroencefalograma (Figura 5A). Trés outros parafusos foram

posicionados no cranio com o objetivo de garantir uma boa sustentagdo do capacete
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construido com resina fotopolimerizavel e acrilico dental: dois parafusos bilateralmente na
regiao parietal e, outro, na regido frontal direita (Fig. 5A). Os implantes e parafuso
GRD+Ref foram, entdo, soldados ao conector de seis pinos (PinnacleTechnologies, EUA,
8235-SM) para posteriormente serem conectados ao sistema wireless de monitoramento
(Figura 5B).

Tabela 2. Coordenadas estereotaxicas do posicionamento dos eletrodos, com bregma de
referéncia (AP = anteroposterior; ML = mediolateral; DV = dorsoventral; CPF = cértex pré-frontal)
(PAXINOS; WATSON, 2006).

Area AP (mm) ML (mm) DV (mm)
CPF medial esquerdo +3,0 -1,0 -2,3
Hipocampo direito -3,6 +2,5 -3,0
Hipocampo esquerdo -3,6 -2,5 -3,0
Cerebelo -10,5 0,0 Rente a dura-mater

Figura 5. Estrutura do capacete de implantes. (A) Animal, sob anestesia, durante a
implantacao dos eletrodos de profundidade (V), parafuso de aterramento (O) e
demais parafusos para sustentacao; (B) animal apds recuperagéo cirurgica, durante
manipulagao para teste comportamental.
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Ao final da cirurgia, os ratos receberam injegdo subcutanea de 1 ml de salina e
permaneceram sobre uma manta térmica para recuperagao. Enfim, foram retornados ao
biotério quando acordados e tratados com doses diarias de meloxicam (2 mg/kg, s.c.) nos

primeiros trés dias de recuperagao cirurgica para minimizar a sensagao de dor.

3.4 Procedimentos experimentais

ApoOs uma recuperagao de 7 a 10 dias, os animais implantados deram inicio as
sessbes de monitoramento em uma arena retangular (50 cm x 50 cm x 30 cm) para o
teste de Campo Aberto (CA; Figura 6A). Para a coleta de dados, foi utilizado um
computador portatil (Dell, Brasil) com processador IntelCore i7 de 3,4 GHz e 16 GB de
memoria RAM. Os sinais eletrofisiolégicos foram adquiridos por meio de um sistema
wireless (PinnacleTechnologies, EUA, sistema 8200-K9-SE3, Figura 6B) e os
comportamentos espontaneos dos ratos foram registrados por um gravador digital de

video (Intelbras VD 3008) para posterior correlagdo com a variagao dos potenciais locais.

Figura 6. Setup experimental. (A) animal no CA, com cameras laterais, frontal e

superior; (B) transmissor do sinal eletrofisioldgico encaixado no conector implantado.

Cada animal foi submetido a cinco sessbes de QUET e cinco de MK-801. O
delineamento experimental foi adaptado do protocolo utilizado em Caixeta et al. (2013) e,
assim, cada sessao de teste (Figura 7) consistiu em duas horas de coleta, dividida em

trés momentos: 30 minutos de exploragdo na arena, pré-exposicado (basal); 30 minutos
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apos injecado de salina, i.p. (controle); e uma hora de gravagdo apos injegcado unica de
QUET (20 mg/kg, i.p.) ou MK-801 (0,1 mg/kg, i.p., Sigma-Aldrich, EUA), ambas diluidas
em salina. As administracbes foram feitas em ordem pseudoaleatéria, com 72h de
intervalo para washout dos farmacos, uma vez que o tempo de meia vida da QUET é de
45 minutos e, de MK-801, 1,9 horas quando administrada a 2 mg/kg (VEZZANI et al.,
1989; ROSENBAUM et al., 2022).

Figura 7. Desenho esquematico da sessao experimental.

Registro basal Injecéo 0,3 ml de Registro salina Injecdo QUET (20 mg/kg, i.p.) Registro farmaco
(30 minutos) salina, i.p. (30 minutos) ou MK-801 (0,1 mg/kg, i.p.) (60 minutos)

Ao final das coletas, foram desconsideradas as sessodes interrompidas por queda

de luz ou mau funcionamento do software. Assim, o numero total de sessdes viaveis para
analise foram 24, com administracdo de QUET (animal 1 = 5 sessdes; animal 2 = 5;
animal 3 = 5; animal 4 = 4; animal 5 = 5) e 22 sessbes de MK-801 (animal 1 = 5 sessdes;
animal 2 = 5; animal 3 = 5; animal 4 = 3; animal 5 = 4) — com suas respectivas etapas
basal e salina.

A escolha das doses se baseou em estudos anteriores cujos achados geraram os
efeitos esperados na menor dose possivel, a fim de priorizar o bem estar dos sujeitos
experimentais. Portanto, foram escolhidas as doses de 0,1mg/kg de MK-801 (JACKSON
et al., 2004; CLEMENTS; GREENSHOW, 2005; SVOBODA et al., 2015; LIAN et al., 2018)
e 25 mg/kg de QUET (RAZOUX; GARCIA; LENA, 2007; NICOLAS et al., 2011; CAIXETA
et al., 2013). Todavia, ap6s duas sessdes de teste, observamos que 25 mg/kg causaram

ataxia severa nos individuos. Por essa razao, a dose utilizada no estudo foi de 20 mg/kg.

3.5 Registro eletrofisiolégico

O sistema de aquisi¢ao utilizado (Figura 8) tinha seis canais que mensuram a
diferenca de potencial elétrico entre eletrodos: os canais 1 e 2 em relagdo ao canal de
referéncia (referenciamento unipolar), e o canal 3A em relagcdo ao canal 3B
(referenciamento bipolar). Para evitar um esquema de referenciamento misto e
independéncia do registro dos canais 3A-B, um dos canais 3 foi soldado ao canal

GND+Ref (Figura 6B). O sinal eletrofisiologico foi amostrado a uma taxa fixa de 1024 Hz.
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Figura 8. Canais do sistema de aquisicdo e esquema de montagem do conector para coleta. (A)
Vista dorsal e frontal do conector e seus canais. (B) Soldas realizadas para a ligagao entre os
canais e os eletrodos. Note que ha um fio vermelho encapado soldado entre os canais 3B e
GND+Ref, também em curto.

GND + Ref + Canal 3B
A B (cerebelo)
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3.6 Anadlise dos dados

A anadlise dos dados eletrofisiologicos obtidos se deu por meio de rotinas
programadas por colaboradores do projeto no soffware MATLAB 2022a (MathWorks Inc,
EUA), nas quais foram extraidas informagdes sobre a variagdo do poder de diferentes
bandas de frequéncia (gama, teta e HFO).

Conforme apresentado no Apéndice A, para a analise espectral, os dados foram
normalizados entre 0 e 1; em seguida, foi realizada a transformada rapida de Fourier
utilizando o método de periodograma de Welch (fungdo pwelch, no MATLAB) em
amostras de 30 minutos, com janelamento de quatro segundos, overlap padrao de 50% e
ranking de frequéncia de 2'2. As amplitudes de teta foram normalizadas pelo sinal filtrado
de 5-10 Hz e, de gama, de 30-100 Hz. Finalmente, a média entre os individuos foi feita e,
entdo, os valores de poder de cada banda foram obtidos.

Os dados de posicionamento dos animais em funcdo do tempo durante os testes
comportamentais foram analisados utilizando o software Any-maze (Stoelting Co., EUA), e

a distancia percorrida durante o teste foi utilizada como indice de atividade motora.

3.7 Analise histolégica
Apods os procedimentos e realizagdao dos testes, os animais foram eutanasiados
com overdose de QUET (225 mg/kg) e xilazina (25 mg/kg) e perfundidos com pungao

cardiaca via ventriculo esquerdo. Tiveram seus cérebros extraidos e fixados em solugao
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de formaldeido 4% por 24 horas para posterior verificagao histolégica do posicionamento
dos eletrodos no CPF e hipocampo.

Em seguida, os encéfalos foram transferidos para uma solugéo de sacarose 30%
em tampao fosfato (PBS), foram congelados e, posteriormente, os cortes histoldgicos

foram realizados no criostato. A coloragao das laminas foi realizada com cresil violeta.

3.8 Analise estatistica

O processamento estatistico dos dados coletados foi feito pelo software GraphPad
Prism 9. O teste Shapiro-Wilk foi empregado para avaliar a normalidade dos dados, e os
valores obtidos para cada individuo foram analisados usando Analise de Variancia
unidirecional (one-way ANOVA) para medidas repetidas. Finalmente, foi aplicado o teste
de Dunnett post hoc para avaliar as diferengas de desempenho em cada etapa do teste.

Um nivel de significancia de 5% (p < 0,05) foi estabelecido para todos os testes.
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4 RESULTADOS

4.1 Verificagao dos alvos corticais

Apos o corte dos encéfalos no criostato e posterior coloragdo, as laminas foram
avaliadas e 70% dos eletrodos foram confirmados em coordenadas similares da formagéao
hipocampal (APENDICE B, Figura 9). Danos e problemas de processamento dos tecidos

impossibilitaram a avaliagdo dos alvos na regiao frontal.

Figura 9. Mapa esquematico das coordenadas atingidas pelos eletrodos de
profundidade no hipocampo. Cada cor representa um animal. Adaptado de Paxinos e
Watson (2006).
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4.2 A administragcao de 20mg/kg de quetamina, mas nao 0,img/kg de MK-801,
induziu hiperlocomocgao

Um aumento quase imediato na atividade locomotora foi observado apds a
administragao sistémica de QUET (Figura 10), dado consistente com estudos em modelos
murinos que utilizaram doses similares a do presente estudo (IMRE et al., 2006;
MATULEWICZ; KASICKI; HUNT, 2010; NUNES et al.,, 2012; CAIXETA et al., 2013;
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OMEIZA et al., 2022). Apos a injegao de 20 mg/kg i.p. de QUET observou-se, também,
movimentos estereotipados em circulos, movimento da cabecga e sinais de ataxia.

Apbs observar que os efeitos do tratamento coincidiram com o pico de agao do
farmaco, foram considerados apenas os primeiros 30 minutos apos a injegdo para as
analises comportamentais e eletrofisioldgicas. Nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas na locomog¢ao nos minutos 30-60 apés o tratamento e basal
(QUET, p = 0,0976; MK-801, p = 0,1671).

Figura 10. Exemplo de padrdo de locomog¢do, de um mesmo sujeito, durante sessdes
experimentais de (A) QUET e (B) MK-801.

A Basal Salina QUET 20 mg/kg, i.p.

B Basal Salina MK-801 0,1 mg/kg, i.p.

A Figura 11 apresenta a distdncia média percorrida em sessdes sob o efeito de
QUET e MK-801 (QUET, ASC = 87,59 (m x min); IC95% [78,55; 96,64]; MK-801, ASC =
16,04; 1C95% [13,01; 19,06]), e a locomogao total para cada tratamento. Como esperado,
foi observada uma diferenga significativa entre a distancia percorrida nas etapas basal e
tratamento com QUET (F1.015, 4.058 = 73,83, p = 0,0009), com a administragdo de 20 mg/kg

resultando em uma hiperlocomogéo nos individuos. Além disso, a locomogéo apds injegao
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de salina foi significativamente menor que o periodo basal em ambos os tratamentos
(QUET: p = 0,0086; MK-801: p = 0,0010), o que indica que a manipulagao e injegao, por si

s0, nao intensificaram o comportamento locomotor.

Figura 11. Graficos das médias da distancia percorrida durante as etapas basal, salina, QUET (A),
MK-801 (B), e locomocgao total em ambos tratamentos (C). As setas azuis representam o momento
da injegcao de salina e, as laranjas, de farmaco. **(p<0,05; QUET, n = 24; MK-801, n = 22).
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4.3 A administragao de 20mg/kg de quetamina aumentou o poder de gama e teta

Os dados obtidos mostraram uma modulacdo em ondas de alta frequéncia sob
efeitos de QUET. Nos primeiros 30 minutos apds a injegao, um aumento do poder na faixa
de gama (50-60 Hz) foi observado nos individuos (Figura 12A). Na literatura, oscilagées
teta em ratos estdo associadas a movimentos voluntarios e exploragéo ativa (LUBENOV;
SIAPAS, 2009). De maneira congruente, nossos dados mostraram um aumento

acentuado do poder relativo de teta apds o tratamento com QUET (Figura 12B).
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Figura 12. Aumento médio de poder relativo apds injecdo de 20 mg/kg de QUET. (A) Média entre
individuos (A) da variagcdo em ondas gama (aproximadamente 50-60 Hz) e (B) da variacdo em
ondas teta (~8 Hz).
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4.4 A administragao de 0,1mg/kg MK-801 nao teve efeito no poder de gama e teta

Devido ao fato da administracao de MK-801 nao ter resultado em um aumento na
distancia percorrida pelos animais, ndo foi possivel detectar um aumento no poder teta
sob esse tratamento, uma vez que esta associada ao comportamento locomotor
(LUBENOQV; SIAPAS, 2009). Da mesma maneira, ndo foram encontradas alteracbes na
amplitude das oscilagdes gama, correlacionadas a processamentos cognitivos superiores
(SRIMAHARAJ et al., 2018). Os poderes relativos obtidos podem ser observados na
Figura 13.
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Figura 13. Média de poder relativo apos injecao de 0,1 mg/kg de MK801. (A) Ondas gama; (B)
Ondas teta.
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4.5 Quetamina (20 mg/kg) e MK-801 (0,1 mg/kg) tiveram efeito pouco robusto no
poder de HFO

Apesar do aumento de HFO ter sido demonstrado como possivel consequéncia do
bloqueio de NMDAr (GODA et al., 2015), este dado somente foi cumprido na analise
individual de algumas sessdes, tanto para QUET, quanto para MK-801 (Figura 15).
Quando a analise de grupo foi realizada, nao foi observada alteragdo no poder relativo de
HFO em nenhum dos tratamentos. Na Figura 14, sdo apresentados os valores obtidos
para HFO.



Figura 14. Exemplo da densidade de poder espectral encontrada sob efeito de MK-801 em um
unico individuo.
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Figura 15. Média de poder relativo de HFO apés injecao de (A) 20mg/kg de QUET ou (B) 0,1 mg/

kg de MK-801.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, foi estabelecida e apresentada a metodologia para cirurgia de
implantacéo crénica de eletrodos para registro LFP, coleta e analise de dados em
roedores para futuros experimentos do laboratério. Com base nos resultados da atividade
elétrica apresentados neste estudo, concluimos que a metodologia empregada é
adequada para realizar registros intracerebrais e avaliar suas correlagcdes

comportamentais.

Conforme mencionado anteriormente, a técnica de registro de LFP possibilita a
coleta de dados eletrofisiolégicos com maior precisdo espacial. Se tratando de uma
pesquisa sobre modelos farmacoldgicos da esquizofrenia, a possibilidade de avaliar a
atividade em regides cerebrais especificas é extremamente util para melhor compreender

a patologia.

Em relacdo a implantacdo do protocolo de coleta, os esquipamentos utilizados
cumpriram com os objetivos do delineamento experimental. Considerando que o estudo
também se propds a avaliar o padrao comportamental sob efeitos dos farmacos, o uso do
equipamento sem fio foi essencial. O peso do headset, que ndo chega a 7g ja com a
bateria, reduz o impacto do equipamento na locomog¢ao do animal e permite que analises
de comportamento espontaneo sejam mais acuradas. Todavia, para a replicagado deste
protocolo no laboratério, € necessario um empenho para evitar a retirada forcada do
transmissor pelos animais. E sugerido que, durante a cirurgia, seja anexado ao capacete
de acrilico hastes que possam, durante os testes, servir de ancoragem para algum
material elastico que firme o transmissor sobre a cabeg¢a do animal, uma vez que
comportamento de autolimpeza e movimentos sacadicos da cabecga, por vezes,

desconectavam o equipamento.

Por fim, demonstramos que a dose aguda de QUET de 20 mg/kg é suficiente para
gerar picos transientes nas oscilagbes teta e gama em registros realizados no hipocampo
e CPF. Além disso, do ponto de vista comportamental, este tratamento também tem

efeitos significativos sobre a locomocéao dos sujeitos durante o pico de agao do farmaco.
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5.1 Efeitos da quetamina

Os resultados obtidos vao ao encontro do trabalho de referéncia (CAIXETA et al.,
2013) em relagdo ao aumento de ondas gama e teta e hiperlocomocado apods a
administracdo de QUET a 20 mg/kg. Os mesmos dados também s&o congruentes com
demais estudos dos efeitos de QUET (RAZOUX; GARCIA; LENA, 2007; NICOLAS et al.,
2011; KITTELBERGER et al., 2012; QI et al., 2018). A heterogeneidade dos dados de
HFO pode ter ocorrido pela variagdo no posicionamento dos eletrodos de profundidade,

que divergiram levemente nas camadas atingidas da formagao hipocampal (ver Figura 8).

Levando em consideragao o envolvimento da hiperdopaminergia na sintomatologia
da esquizofrenia, é possivel avaliar os modelos animais com base em comportamentos
influenciados pela atividade dopaminérgica, o que confere uma validade por constructo ao
modelo, i.e. replica a teoria neurobiolégica da patologia (VAN DEN BUUSE, 2010;
JONES; WATSON; FONE, 2011). Desta maneira, embora o mecanismo subjacente aos
modelos de bloqueio de NMDAr e na esquizofrenia serem o mesmo, os comportamentos
apresentados sao diferentes (VAN DEN BUUSE, 2010). Apesar do antagonismo
farmacologico de NMDAr ndo induzir hiperlocomogdo em humanos e primatas nao
humanos, o teste de locomogao em roedores se baseia na premissa de que a atividade
dopaminérgica em roedores é diretamente proporcional a atividade motora (TAKAHATA,;
MOGHADDAM, 2003; VAN DEN BUUSE, 2010).

Mesmo que o aumento de gama e de distancia percorrida na arena tenham sido
simultdneos, ndo podemos estabelecer relagdes causais entre eles, uma vez que a
atividade de gama é realgada em diferentes estados de sedagdo (HAKAMI et al., 2009) e
foi comprovada por Caixeta et al. (2013), principalmente em doses mais altas de QUET. A
despeito disso, o aumento da locomocdo induzido pela administracdo de QUET é
congruente com os sintomas positivos associados a hiperdopaminergia mesolimbica. De
acordo com a sintese das hipoteses neuroquimicas da esquizofrenia (ver Figura 1), a
hiperatividade dopaminérgica teria origem na disfungdo dos NMDAr do hipocampo. Desta
forma, os presentes resultados sugerem que as variagdes de poder espectral registradas
sao, de fato, indicativas da participacdo do hipocampo em sintomas positivos induzidos

pelo bloqueio glutamatérgico da QUET.

Sobre a via mesocortical, o presente trabalho nao incluiu testes de correlatos dos
sintomas negativos ou cognitivos. Desta maneira, ndo € possivel tragar uma correlagao

entre o aumento do poder espectral das ondas gama e teta encontradas no CPF
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induzidas pela administracdo de QUET com possiveis alteracbes comportamentais. No
entanto, a variagdo encontrada € comparavel aquelas vista no hipocampo para ambas as

bandas de frequéncia, o que sugere um papel semelhante da QUET neste modelo.

Embora a esquizofrenia apresente sintomas relacionados a diversas estruturas
com alteragbes na conectividade que geram déficits cognitivos, o hipocampo tem sido
estudado como um componente importante da fisiopatologia (KALWEIT et al., 2017).
Evidéncias na literatura indicam que os ritmos teta gerados no hipocampo modulam a
amplitude de HFO que, por sua vez, afeta o padrao de disparos na ATV e demais areas
do circuito mesolimbico (PITTMAN-POLLETTA; HU; KOCSIS, 2018). Essas alteracbes

estdo relacionadas aos sintomas esquizotipicos, conforme demonstrado na Figura 2.

Como apresentado anteriormente, oscilagbes teta ocorrem em periodos ativos de
ratos, e sao fortemente relacionadas, por exemplo, ao processamento visuoespacial,
sensoriomotor, e a formacdo de memorias, pelo qual o hipocampo € responsavel
(KARAKAS, 2021). Por esse motivo, os dados obtidos que demonstram um aumento do
poder relativo de teta no hipocampo sao condizentes com a intensificacdo de
processamento nesta regido. Porém, ondas teta ndo sdo exclusivas do hipocampo, e
atuam no encéfalo de maneira global, também por meio de modulagdao de ondas de alta
frequéncia (TORT et al., 2008; KARAKAS, 2021).

O CPF medial interage com o hipocampo em fungdes relacionadas a meméria de
trabalho, tomada de decisdo e atengdo (MILLER; COHEN, 2001). Varios estudos
confirmaram que ambas as regides sao ativadas de maneira coerente (BENCHENANE et
al., 2010; ZIELINSK; SHIN; JADHAYV, 2019). Colgin (2011) explica em sua revisdo que a
amplitude das ondas gama no hipocampo é modulada ndo apenas temporalmente pelas
ondas teta, mas também espacialmente por disparos no CPF medial. Os resultados aqui
apresentados indicam a existéncia de ambas oscilagdes concomitantes no hipocampo e
no CPF, porém, analises futuras dos dados coletados sdo necessarias para avaliar

possiveis interacdes de fase e, também, acoplamento de frequéncias.

Em conjunto com ondas teta no hipocampo, as ondas gama nao apenas tém papel
na sincronizacdo de oscilagbes de populagdes locais de neurbnios, mas também
participam de processos de integragdo cognitiva que s&o deficientes em pacientes com
esquizofrenia (CURLEY; LEWIS, 2012; DU et al., 2023; HAAF et al., 2023). As alteracbes

observadas nas ondas gama em pacientes sdo consequéncia do desbalanco E/I em



42

interneurénios PV* via NMDAr, efeitos também encontrados no bloqueio farmacolégico de
NMDAr (HAAF et al., 2023).

Portanto, modelos farmacolégicos em animais, tais como o utilizado nesse estudo,
tém potencial translacional para identificar biomarcadores relacionados aos prejuizos no
balango E/I, bem como para testes pré-clinicos de tratamento para os sintomas

apresentados no disturbio.

5.2 Efeitos da dizocilpina

A dose utilizada de MK-801 ndo foi suficiente para induzir a hiperlocomocéao
observada apds administracdo de antagonistas de NMDAr. Embora a dose de 0,1 mg/kg
tenha sido escolhida com base em trabalhos anteriores que encontraram esse efeito
(JACKSON et al., 2004; CLEMENTS; GREENSHOW, 2005; SVOBODA et al., 2015; LIAN
et al., 2018), uma possivel explicacdo € o efeito dependente da dose e da idade, que foi
relatado por Pesic¢ e colaboradores (2010): 0,1 mg/kg de MK-801 gerou hiperlocomocéo e
estereotipia em ratos em peripuberdade (35-37 dias) e em puberdade (47-49 dias), mas
nao ratos adultos (85-90 dias). Considerando que os testes comportamentais se iniciaram

119 dias apds o nascimento dos ratos, todos ja haviam atingido a idade adulta.

Em contrapartida, Zou e colaboradores (2019) constataram que a administragao de
0,5 mg/kg, seja de forma aguda ou por seis dias consecutivos, ndo produziu alteragbes no
metabolismo ou na liberagdo de glutamato no CPF medial de ratos adultos com cerca de
100 dias de idade, ao contrario do que foi observado em ratos com 30 dias. Nos ratos
jovens, foram encontrados aumentos na liberagcéo de glutamato e estresse oxidativo, bem
como a ocorréncia de astrocitose (ZOU et al., 2019). Portanto, esses dados sugerem que
o MK-801 possui um efeito idade-dependente em ratos, o que pode ter interferido nos

dados obtidos neste estudo.

Em relagéo aos efeitos de QUET em relagao a idade, encontramos resultados que
indicam hiperatividade apos injegdo de 10 mg/kg em ratos machos e fémeas de 22 dias,
fémeas de 35 dias, mas ndo em machos e fémeas de 50 dias (WILSON et al., 2007).
Porém, os autores avaliaram comportamentos como elevagao, giros, e ndo locomotor.
Pode-se argumentar que a dose nao foi suficiente para alterar o comportamento nos ratos
adultos, mas faltam dados na literatura que enderecem efeitos da idade na administracao
de QUET.
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E importante considerar que a literatura apresenta inconsisténcias nos protocolos
de bloqueio do modelo de NMDAr pelo MK-801. Por exemplo, Kim et al. (2023)
registraram hiperlocomog¢édo em ratos com uma dose de 0,05 mg/kg, mas apenas apos
exposi¢cao aguda pré-natal (no dia 17 de gestagédo) de 30 mg/kg de QUET ou 15 mg/kg de
metoxetamina. Por outro lado, doses agudas de 0,3 mg/kg (ZMUDZKA et al., 2022) e até
0,15 mg/kg (MCELROY et al., 2021), tratamentos de 0,2 mg/kg por 14 dias (LIU et al.,
2022), sdao amplamente replicados e produzem efeitos consistentes de locomogéo, bem
como aumento de gama (PINAULT, 2008; HIYOSHI et al., 2014; HUDSON et al., 2020) e
reducao de teta (KISS et al., 2013; ZEPEDA et al., 2022).

Ainda que ja tenha sido relatado que uma dose de 0,1 mg/kg de MK-801 pode ser
suficiente para produzir efeitos locomotores, pesquisadores sugerem que doses = 0,2 mg/
kg produzem efeitos comportamentais mais pronunciados (HUNT; FALINSKA; KASICKI,
2010; HILLHOUSE et al., 2018). No entanto, Scorza et al. (2008) ndo encontraram
hiperlocomogao, mas uma diminuigdo significativa de elevagdes — uma medida de
comportamento exploratorio — em animais tratados com 0,1 mg/kg de MK-801. Uma vez
que demonstraram que sao dois comportamentos independentes, € possivel que a

analise de comportamentos espontaneos no presente estudo revele novos resultados.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho apresenta os esforgos de implementagdo de cirurgias
estereotaxicas com implantes de profundidade e de registro LFP no Laboratério de
Neurociéncia, Metabolismo e Comportamento (IB/UnB). Nesse sentido, a técnica cirurgica
e manufatura dos eletrodos foram exitosas na implantacdo e coleta de dados

eletrofisiolégicos.

O estudo apresentou algumas limitagbes, como uma amostra reduzida devido as
perdas ocorridas apdés as intervengdes cirurgicas, possivelmente relacionadas ao
protocolo anestésico utilizado. Portanto, para uma futura replicacdo do estudo, seria
interessante que o protocolo anestésico fosse modificado, com o uso de farmacos que
possuam reversores dos efeitos sedativos (como por exemplo, medetomidina e
atipamezole). Além disso, o delineamento experimental croénico resultou em um tempo
total de coleta excessivamente prolongado. Como discutido anteriormente, a idade
avangada dos animais — submetidos aos testes a partir de 4 meses — pode ter
influenciado os dados coletados. As analises histolégicas também foram prejudicadas por
intercorréncias que ocorreram durante o uso do criostato, no qual dano tecidual foi
causado e a verificagao do alvo frontal nao foi realizada plenamente. Por fim, a retirada do
transmissor pelos animais durante os testes interferiu negativamente com os dados
eletrofisiologicos registrados e dificultou a manipulagédo e automatizagdo da analise dos

dados.

Outras analises exploratérias ainda podem ser realizadas a partir dos registros de
sinal LFP obtido, como a sincronia de fase e acoplamento de frequéncias. Ha também a
possibilidade de avaliar se ha mudanga na incidéncia de comportamentos espontaneos, e

correlaciona-los aos padrdes de onda encontrados ao longo do tempo.

Finalmente, os achados aqui discutidos d&do suporte aos resultados de que o
bloqueio do NMDAr causado por antagonistas farmacolégicos causa perturbagbes na
atividade eletrofisiolégica do encéfalo de maneira semelhante as encontradas em
pacientes com esquizofrenia. Levando em consideracdo o papel desempenhado por
neurdbnios PV+ na geracao de oscilagdbes e seu envolvimento nas hipoteses
farmacoldgicas do disturbio, sua modulagédo por meio do modelo de hipofungdo do NMDAr
pode ajudar a esclarecer as redes subjacentes associadas a psicose e demais sintomas
(HUNT et al., 2011; KOCSIS et al., 2013).
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APENDICE A — Script de analise dos dados eletrofisiologicos (MATLAB)
%% Dados LFP
% Em tese temos dados de 5 animais tratados com cetamina e MK-801, sendo:
% 30' de aquisicao basal (apenas exploracao do campo aberto pelo animal
% 30' de aquisigao salina

% 60' de aquisicdo com farmaco (MK-801 e Ketamine)

% o nome dos animais sao A3, A4, A5, A8, A10 - mas na frente no nome de

% cada um coloquei 1,2,3,4,5. Que ai pego eles na ordem

% dentro da pasta de cada animal tem a pasta do farmaco (KET ou MK), nao

% sao todos os animais que possuem 5 sessoes de coleta

% As marcacoes da tarefa foram feitas dentro do software Sirenia, e aqui
% no Matlab aparecem como edfinfo. Vou abrir essas anotacoes de maneira

% semi-automatizada, e vou guardar aqui embaixo as informacoes relevantes.

Yo %% %% % % % % % % % % %% % Y%Dados de Ketamina, 30mg/kg IP.% % % % % % % % % % % % % %o % % % %o %0 % % % % Y%

% Rato 3: (tudo em segundos)

% Ket 1: Inicia em 33 segundos. Salina IP em 1833. Keta IP em 3733.

% Ket 2: Inicia em 1, vai ate 1008. transmissor caiu. voltou em 1139. Salina IP em 1837. Keta IP em 3724. ****
% Ket 3: Inicia em 9. Salina em 1879. *** Keta em outro arquivo. Keta em 1

% Ket 4: Inicia em 1. Salina IP em 1832. Keta IP em 3642.

% Ket 5: Inicia em 26. Salina IP em 1750. Keta IP em 3508.

% Rato 4

% Ket 1: Inicia em 1. Salina IP em 1879. Keta IP em 3677.
% Ket 2: Inicia em 13. Salina IP em 1763. Keta IP em 3586.
% Ket 3: Inicia em 5. Salina IP em 1683. Keta IP em 3615.
% Ket 4: Inicia em 1. Salina IP em 1802. Keta IP em 3641.
% Ket 5: Inicia em 1. Salina IP em 1816. Keta IP em 3616.

% Rato 5
% Ket 1: Inicia em 11. Salina IP em 1960. Keta IP em 3759.
% Ket 2: Inicia em 6. Salina IP em 1816. Keta IP em 3718.
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% Ket 3: Inicia em 6. Salina IP em 1704. Keta IP em 3528.
% Ket 4: Inicia em 1. Salina IP em 1708. Keta IP em 3506.
% Ket 5: Inicia em 7. Salina IP em 1791. Keta IP em 3589.

% Rato 8

% Ket 1: Inicia em 1. Salina IP em 1733. Keta IP em 3497.
% Ket 2: Inicia em 11. Salina IP em 1851. Keta IP em 3666.
% Ket 3: Inicia em 13. Salina IP em 1727. Keta IP em 3564.
% Ket 4: Inicia em 61. Salina IP em 1837. Keta IP em 3683.

% Rato 10

% Ket 1: *** Basal em arquivo separado *** Salina IP em 49. Keta IP em
% 1584. *** tem um terceiro com o resto da Keta ***
% Ket 2: Inicia em 1. Salina IP em 1807. Keta IP em 3584.
% Ket 3: Inicia em 1. Salina IP em 1718. Keta IP em 3577.
% Ket 4: Inicia em 9. Salina IP em 1736. Keta IP em 3551.

% Ket 5: Inicia em 15. Salina IP em 1851. Keta IP em 3767.

%o %% % % % % % %% %% %% %% %Dados de MK-801, 0,1mg/Kg IP % %% % % % % % % % % % %0 % % % % % % % % % % %

% Rato 3

% MK 1: Inicia em 72. Salina IP em 1872. MK-801 IP em 3800.

% MK 2: Inicia em 44. Salina IP em 1909. MK-801 IP em 3791.

% MK 3: Inicia em 1. Salina IP em 1917. MK-801 IP em 3803.

% MK 4: Inicia em 12. Salina IP em 1698. MK-801 IP em 3524. *** sinal cai.
% Keta no arquivo seguinte.

% MK 5: Inicia em 1. Salina IP em 1808. MK-801 IP em 3660.

% Rato 4

% MK 1: Inicia em 116. Salina IP em 2181. MK-801 IP em 4163.

% MK 2: Inicia em 9. Salina IP em 1939. MK-801 IP em 3845.

% MK 3: *** Basal em arquivo separado, inicia em 30 *** Salina IP em 141.
% MK-801 IP em 1967.

% MK 4: Inicia em 46. Salina IP em 2122. MK-801 IP em 3974.

% MK 5: Inicia em 1 (dura 20'). Salina IP em 1229. MK-801 IP em 3043.

% Rato 5

% MK 1: Inicia em 72. Salina IP em 1897. MK-801 IP em 4153.

% MK 2: Inicia em 1. Salina IP em 1904. MK-801 IP em 3763.

% MK 3: Inicia em 1 (3.1) *** 3.2 *** Salina IP em 65 . MK-801 IP em 1951.



% MK 4: Inicia em 1. Salina IP em 1914 . MK-801 IP em 3661.
% MK 5: Inicia em 1. Salina IP em 1914. MK-801 IP em 3661.

% Rato 8

% MK 1: Inicia em 13. Salina IP em 1941 (dura 20'). : *** MK-801 em 115 no 20 arquivo ***

% MK 2: Inicia em 5. Salina IP em 1842. MK-801 IP em 3677.
% MK 3: Inicia em 1. Salina IP em 1810. MK-801 IP em 3655.

% Rato 10

% MK 1: Inicia em 11. Salina IP em 1773. MK-801 IP em 3558.
% MK 2: Inicia em 1. Salina IP em 1492. MK-801 IP em 3267.
% MK 3: Inicia em 1. Salina IP em 1795. MK-801 IP em 3525.
% MK 4: Inicia em 28. Salina IP em 1569. MK-801 IP em 3359.
%%

clear

clc

% dir_dados = 'C:\Users\User\LabNeuro-UnB Dropbox\Mariana\Dados por animal’;

dir_dados = '/Users/fabiovcaixeta/LabNeuro-UnB Dropbox/Mariana/Dados por animal’;

ratos = {'Animal 3', 'Animal 4','Animal 5','Animal 8','Animal 10'};
drogas = {KET', 'MK'};
arquivos_escolhidos = [...

4, 5;... %Animal 03

1, 1;... %Animal 04

5, 5;... %Animal 05

1, 2;... %Animal 08

5,1]; %Animal 10 % registros sem intercorrencias

tempos_eventos_ket = {...
{3, 4, {0, {1, 1832, 3642}, {}; ... % tempos do Animal 03
{1,1879, 3677}, {}, {}. {}, {}; -.- % tempos do Animal 04
{11, 1960, 3759}, {6, 1816, 3718}, {6, 1704, 3528}, {1, 1708, 3506}, {1, 1914, 3661};
{1, 1733, 3497}, {}, {}. {}, {}; ... % tempos do Animal 08

... % tempos do Animal 05

{3, {1, 1807, 3584}, {1, 1718, 3577}, {9, 1736, 3551}, {15, 1851, 3767}}; % tempos do Animal 10

tempos_eventos MK = {...

{72, 1872, 3800}, {44, 1909, 3791}, {1, 1917, 3803}, {}, {1, 1808, 3660}; ... % tempos do Animal 03

{116, 2181, 4163}, {}, {3, {}, {}; ... % tempos do Animal 04



{72, 1897, 4153}, {1, 1904, 3763}, {}, {}, {1, 1914, 3661}; ... % tempos do Animal 05
{}, {6, 1842, 3677}, {1, 1810, 3655}, {}, {}; ... % tempos do Animal 08
{11, 1773, 3558}, {1, 1492, 3267}, {}, {28, 1569, 3359}, {}}; % tempos do Animal 10

count = 0;

forrato = 1:5

for droga = 1:2

clear LFP*
clear ax*

clear linha*

directory = [dir_dados filesep ratos{rato} filesep drogas{droga}];
temp_list = struct2cell(dir([directory filesep *.edf'])); % gather all ye .edf.
file_list = temp_list(1,:)’;

file_escolhido = arquivos_escolhidos(rato,droga);

if droga ==

tempos = tempos_eventos_ket{rato,file_escolhido};
elseif droga ==

tempos = tempos_eventos_MK({rato,file_escolhido};

end

for files = file_escolhido %1:length(file_list)
clear LFP*
clear ax*

clear linha*

filename = file_list{strncmp(file_list, num2str(file_escolhido),1)}
[header, LFP] = edfread([directory filesep filename]);

LFP_info = edfinfo([directory filesep filename]);

notas = LFP_info.Annotations;

filtros = LFP_info.Prefilter; % nenhum filtro foi usado pela Mari

srate = header.frequency(1); % nem todos arquivos tem o mesmo srate
timevector = (1:length(LFP))/srate;

window_size = 1*60*srate; % Para o timecourse
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% normalizando os dados para valores entre 0 e 1
forch =1:3
LFP_normal(ch,:) = (LFP(ch,:)-min(LFP(ch,:)))/(max(LFP(ch,:)-min(LFP(ch,:))));

end

% Fazendo a transformada rapida de Fourier pelo metodo de

% Welch, e com isso levamos os dados do dominio do tempo para o

% dominio da frequencia. Ai analisamos a potencia de cada banda

% oscilatoria, o que chamamos de Power Spectral Density

% Analysis, ou PSD, para os intimos.

clear Pxx*

LFP_basal = LFP_normal(;,tempos{1}*srate:tempos{1}*srate+1800*srate);
LFP_salina = LFP_normal(:,tempos{2}*srate:tempos{2}*srate+1800*srate);

LFP_farmaco = LFP_normal(:,tempos{3}*srate:tempos{3}*srate+1800*srate);

forch =1:3
[Pxx_basal(ch,:) F] = pwelch(LFP_basal(ch,:),2*12,[],2*12,srate);
[Pxx_salina(ch,:) F] = pwelch(LFP_salina(ch,:),2*12,[],2*12,srate);
[Pxx_farmaco(ch,:) F] = pwelch(LFP_farmaco(ch,:),2*12,[],2*12,srate);
%normalizando os dados pelo poder de teta em diante

Pxx_basal_normal(ch,:) = (Pxx_basal(ch,:)-min(Pxx_basal(ch,21:end)))/(max(Pxx_basal(ch,21:end)-
min(Pxx_basal(ch,21:end))));

Pxx_salina_normal(ch,:) = (Pxx_salina(ch,:)-min(Pxx_basal(ch,21:end)))/(max(Pxx_basal(ch,21:end)-
min(Pxx_basal(ch,21:end))));

Pxx_farmaco_normal(ch,:) = (Pxx_farmaco(ch,:)-min(Pxx_basal(ch,21:end)))/(max(Pxx_basal(ch,21:end)-
min(Pxx_basal(ch,21:end))));

%normalizando os dados pelo poder de gamma em diante

Pxx_basal_normal2(ch,:) = (Pxx_basal(ch,:)-min(Pxx_basal(ch,121:end)))/(max(Pxx_basal(ch,121:end)-
min(Pxx_basal(ch,121:end))));

Pxx_salina_normal2(ch,:) = (Pxx_salina(ch,:)-min(Pxx_basal(ch,121:end)))/(max(Pxx_basal(ch,121:end)-
min(Pxx_basal(ch,121:end))));

Pxx_farmaco_normal2(ch,:) = (Pxx_farmaco(ch,:)-min(Pxx_basal(ch,121:end)))/(max(Pxx_basal(ch,121:end)-
min(Pxx_basal(ch,121:end))));

% a mesma coisa que acima, mas agora calculando a potencia espectral
% minuto a minuto

for timeblock = 1:round(size(LFP_basal,2)/(window_size)) % apenas definindo o timeblock, ch 1 e 2 tem 0 mesmo
tempo

window = (1:window_size) + (window_size)*(timeblock-1); %quantas janelas podemos ter com o tempo do dado

[Pxx_basal_timecourse(ch,timeblock,:) F] = pwelch(LFP_basal(ch,window),2*12,[],2*12,srate);



[Pxx_salina_timecourse(ch,timeblock,:) F] = pwelch(LFP_salina(ch,window),2*12,[],2*12,srate);

[Pxx_farmaco_timecourse(ch,timeblock,:) F] = pwelch(LFP_farmaco(ch,window),2*12,[],2*12,srate);

Pxx_basal_timecourse_normal(ch,timeblock,:) = (Pxx_basal_timecourse(ch,timeblock,:)-
min(Pxx_basal_timecourse(ch,timeblock,121:end)))/(max(Pxx_basal_timecourse(ch,timeblock,1:121)-
min(Pxx_basal_timecourse(ch,timeblock,1:121))));

Pxx_salina_timecourse_normal(ch,timeblock,:) = (Pxx_salina_timecourse(ch,timeblock,:)-
min(Pxx_basal_timecourse(ch,timeblock,121:end)))/(max(Pxx_basal_timecourse(ch,timeblock,1:121)-
min(Pxx_basal_timecourse(ch,timeblock,1:121))));

Pxx_farmaco_timecourse_normal(ch,timeblock,:) = (Pxx_farmaco_timecourse(ch,timeblock,:)-
min(Pxx_basal_timecourse(ch,timeblock,121:end)))/(max(Pxx_basal_timecourse(ch,timeblock,1:121)-
min(Pxx_basal_timecourse(ch,timeblock,1:121))));

end

end

theta = find(F > 5 & F<10);
gamma = find(F > 30 & F<100);

% juntando os dados de todos animais e tratados com os dois
% farmacos

theta_basal_normal_grupo(rato,droga,:,:) = Pxx_basal_normal;
theta_salina_normal_grupo(rato,droga,:,:) = Pxx_salina_normal;

theta_farmaco_normal_grupo(rato,droga,:,:) = Pxx_farmaco_normal;

gamma_basal_normal_grupo(rato,droga,:,:) = Pxx_basal_normal2;
gamma_salina_normal_grupo(rato,droga,:,:) = Pxx_salina_normal2;

gamma_farmaco_normal_grupo(rato,droga,:,:) = Pxx_farmaco_normal2;
Pxx_basal_timecourse_normal_grupo(rato,droga,:,:,:) = Pxx_basal_timecourse_normal;
Pxx_salina_timecourse_normal_grupo(rato,droga,:,:,:) = Pxx_salina_timecourse_normal;

Pxx_farmaco_timecourse_normal_grupo(rato,droga,:,:,:) = Pxx_farmaco_timecourse_normal;

%Figuras dos resultados individuais

% count = count +1;
% figure(count)

% % clf

% subplot(1,3,1)

% color ={k','b"'r'};
%

% forch =1:3

% subplot(2,3,ch)
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plot(F(21:end),Pxx_basal_normal(ch,21:end),'linewidth’,3, 'color', color{1})
hold on
plot(F(21:end),Pxx_salina_normal(ch,21:end),'linewidth',3, 'color’, color{2})
plot(F(21:end),Pxx_farmaco_normal(ch,21:end),'linewidth’,3, 'color', color{3})
title(['PSD do canal ' num2str(ch) ' do Animal ' ratos{rato} ' com ' drogas{droga}])
xlim([1 100])

ylim([-10 40])

legend('Basal', 'Salina’, 'Farmaco')

subplot(2,3,ch+3)
plot(F,smoothdata(mean(Pxx_basal_normal2(ch,:),1),'gaussian’,20),'linewidth’,3, 'color’, color{1})
hold on
plot(F,smoothdata(mean(Pxx_salina_normal2(ch,:),1),'gaussian’, 20),'linewidth’,3, 'color', color{2})
plot(F,smoothdata(mean(Pxx_farmaco_normal2(ch,:),1),'gaussian’, 20),'linewidth',3, 'color’, color{3})
title(['PSD do canal ' num2str(ch) ' do Animal ' ratos{rato} ' com ' drogas{droga}])
xlim([30 101])
ylim([0 2])
if rato ==
if droga ==
ylim([0 15])
end
elseif rato ==
if droga ==
if ch ==
xlim([25 150])
ylim([0 20])
elseif ch ==
xlim([25 150])
ylim([0 130])
elseif ch ==
xlim([30 100])
ylim([0.08 0.35])
end
end
if droga ==
xlim([120 160])
ylim([0 3])
if ch ==
xlim([135 150])
ylim([0.08 0.25])
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elseif ch ==
xlim([135 150])
ylim([1 3])
end
end
elseif rato ==
if droga ==
if ch ==
xlim([25 100])
ylim([0 8])
elseif ch ==
xlim([15 100])
ylim([0 20])
elseif ch == 3 % tem HFO
xlim([30 170])
ylim([0 200])
end
end
elseif rato ==
if droga ==
if ch ==
xlim([0 100])
ylim([0 600])
elseif ch ==
xlim([15 100])
ylim([0 400])
elseif ch == 3 % muito estranho
xlim([30 170])
ylim([0 200])
end
end
elseif rato ==
if droga ==
if ch ==
xlim([0 100])
ylim([0 10])
elseif ch ==
xlim([15 100])
ylim([0 6])

elseif ch ==
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%
%
%

%
%
%
%
%

xlim([30 170])
ylim([0 40])
end
end
end

legend('Basal', 'Salina’, 'Farmaco')

end %canal

end %arquivo

end %droga

end %rato

%% Figuras de PSD para as bandas tetha, gamma e HFO dos grupos

clf

color = {'k', 'b" 'r'};

rato = 1:5;

farmaco = 1; % 1 para ketamina e 2 para MK-801

forch=1:3

subplot(3,3,ch)

plot(F(21:end),squeeze(mean(theta_basal_normal_grupo(rato,farmaco,ch,21:end),1)),'linewidth’,3, 'color’, [169 169
169]/255)

hold on

plot(F(21:end),squeeze(mean(theta_salina_normal_grupo(rato,farmaco,ch,21:end),1)),'linewidth',3, 'color', [110 201
203]/255)
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plot(F(21:end),squeeze(mean(theta_farmaco_normal_grupo(rato,farmaco,ch,21:end),1)),'linewidth’,3, 'color', [255 147

0)/255)

title(['Teta no canal ' num2str(ch) ' - ' drogas{farmaco}])

xlim([5 12])

legend('Basal', 'Salina’, 'Farmaco')

if ch ==

ylim([0 3])

elseif ch ==

ylim([0 5])

elseif ch ==

ylim([0 2])

end
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subplot(3,3,ch+3)

plot(F(121:end),squeeze(mean(gamma_basal_normal_grupo(rato,farmaco,ch,121:end),1)),'linewidth’,3, 'color', [169
169 169]/255)

hold on

plot(F(121:end),squeeze(mean(gamma_salina_normal_grupo(rato,farmaco,ch,121:end),1)),'linewidth',3, 'color’, [110
201 203]/255)

plot(F(121:end),squeeze(mean(gamma_farmaco_normal_grupo(rato,farmaco,ch,121:end),1)),'linewidth’,3, 'color', [255
147 0]/255)

title('Gama no canal ' num2str(ch) ' - ' drogas{farmaco}])

xlim([30 100])

legend('Basal', 'Salina’, 'Farmaco')

if ch ==
ylim([0 3])
elseif ch == 2
ylim([0 2])
elseif ch==3
ylim([0 6])
end

subplot(3,3,ch+6)

plot(F(121:end),squeeze(mean(gamma_basal_normal_grupo(rato,farmaco,ch,121:end),1)),'linewidth’,3, 'color', [169
169 169]/255)

hold on

plot(F(121:end),squeeze(mean(gamma_salina_normal_grupo(rato,farmaco,ch,121:end),1)),'linewidth',3, 'color’, [110
201 203]/255)

plot(F(121:end),squeeze(mean(gamma_farmaco_normal_grupo(rato,farmaco,ch,121:end),1)),'linewidth’,3, 'color', [255
147 0]/255)

title(['HFO no canal ' num2str(ch) ' - ' drogas{farmaco}])
xlim([135 155])
ylim([0 0.5])

legend('Basal', 'Salina’, 'Farmaco')

end

% Em ket e em MK tem HFO no animal 2 nos eletrodos 1 e 2, e no animal 3 no eletrodo 3

% Em MK tem HFO nos animais eletrodos 1 € 2, e no animal 3 no eletrodo 3



%% E agora as medias de movimento que a Mariana extraiu no AnyMaze

% Primeiro vamos carregas os dados de movimento planilhados no Excel

clc

cd('/Users/fabiovcaixeta/LabNeuro-UnB Dropbox/Mariana/Analises_novas')

animais = {'Animal 3', 'Animal 4','Animal 5','Animal 8','Animal 10'};

for k = 1:length(animais)

ket_basal(k,:) = readmatrix('Movimento.xIsx','Sheet', animais{k},'Range’,/AG4:AG33");
ket_salina(k,:) = readmatrix('Movimento.xlsx','Sheet’, animais{k},'Range’,'AJ4:AJ33");

ket_treatment(k,:) = readmatrix('Movimento.xlsx','Sheet’, animais{k},'Range',’AM4:AM63");

MK_basal(k,:) = readmatrix('Movimento.xIsx','Sheet’, animais{k},'Range’,'/AQ4:AQ33'");
MK _salina(k,:) = readmatrix('Movimento.xIsx','Sheet’, animais{k},'Range’','AT4:AT33");
MK _treatment(k,:) = readmatrix('Movimento.xlsx','Sheet', animais{k},'Range','AW4:AW63");

end

farmacos = {'ket', 'MK'};

bin_size = 2;

subplot(211)

movimento = [ket_basal,ket_salina,ket_treatment];

clear movimento_temp

if bin_size>1

for n = 1:size(movimento,1)

movimento_temp(n,:) = mean(reshape(movimento(n,:), bin_size, []));

end

movimento = movimento_temp;

end

plot(1:30/bin_size, nanmean(movimento(:,1:30/bin_size)),'ksg-','linewidth’,2)
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hold on

plot(30/bin_size+1:60/bin_size, nanmean(movimento(:,30/bin_size+1:60/bin_size)),'ksg-",'linewidth',2)
plot(60/bin_size+1:120/bin_size, nanmean(movimento(:,60/bin_size+1:120/bin_size)),'ksqg-','linewidth’,2)
errorbar(nanmean(movimento),nanstd(movimento)/sqgrt(size(movimento,1)),'ksq’, ...

'markersize',7,'linewidth’,1,'markerfacecolor',[92 201 203]/255)

xlabel(['Tempo (blocos de ' num2str(bin_size) '-min)'],'fontsize’,15)

ylabel('Distancia percorrida (metros)','fontsize’,15)

xlim([0 120/bin_size+1])

ylim([0 6])

label{1}='0";

label{2}='30";

label{3}='60";

label{4}='900";

label{5}='120";

label{6}='300";

set(gca, 'xtick',[1 30 60 90 120],'xticklabel',label, ‘fontsize',14)

subplot(212)

movimento = [MK_basal,MK_salina,MK_treatment];

if bin_size>1

for n = 1:size(movimento,1)

movimento_temp(n,:) = mean(reshape(movimento(n,:), bin_size, []));

end

movimento = movimento_temp;

end

plot(1:30/bin_size, nanmean(movimento(:,1:30/bin_size)),'ksg-','linewidth’,2)

hold on

plot(30/bin_size+1:60/bin_size, nanmean(movimento(:,30/bin_size+1:60/bin_size)),'ksg-",'linewidth',2)
plot(60/bin_size+1:120/bin_size, nanmean(movimento(:,60/bin_size+1:120/bin_size)),'ksqg-','linewidth’,2)
errorbar(nanmean(movimento),nanstd(movimento)/sqrt(size(movimento,1)),'ksq’, ...

'markersize',7,'linewidth’,1,'markerfacecolor',[92 201 203]/255)

xlabel(['Tempo (blocos de ' num2str(bin_size) '-min)'],'fontsize’,15)

ylabel('Distancia percorrida (metros)','fontsize’,15)
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xlim([0 120/bin_size+1])

ylim([0 6])
label{1}='0";
label{2}='30";
label{3}='60";
label{4}='900";
label{5}="'120";
label{6}='300";

set(gca, 'xtick',[1

30 60 90 120],'xticklabel',label, ‘fontsize',14)
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APENDICE B — Verificagao histolégica dos alvos corticais

Animal 1: tecido perdido

Animal 2

Hipocampo esquerdo Hipocampo direito

Animal 3

Hipocampo esquerdo Hipocampo direito
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Animal 4

Hipocampo esquerdo Hipocampo direito

Animal 5

Hipocampo direito CPF medial




