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RESUMEN

La esquizofrenia es una patologia sumamente compleja, que engloba tres
tipos de trastornos: positivos, negativos y cognitivos. En particular, se
considera que los trastornos cognitivos son los sintomas que, en mayor
medida, impiden que el paciente tenga una buena calidad de vida y plena
integracion en la sociedad. Mas aun, el tratamiento de estos trastornos
con los farmacos antipsicéticos actuales no logra aplacarlos.

Para estudiar esta enfermedad fuera de la clinica, se generaron modelos
farmacoldgicos capaces de representar, aunque parcialmente, sus
diferentes aspectos. El modelo mas aceptado actualmente se basa en la
hipétesis neuroquimica glutamatérgica y consiste en el uso de
antagonistas de receptores glutamatérgicos NMDA (NMDAR) en
animales. Entre los antagonistas de los NMDAR, se encuentra la
ketamina, un anestésico disociativo derivado de la fenciclidina (PCP o
mas conocida como “polvo de angel”). Se ha reportado que la utilizacion
de esta droga a dosis subanestésicas es utilizada como sustancia de
recreacion, la cual genera efectos tipo-psicéticos y alteraciones cognitivas
similares a los de la enfermedad. Ademas, su consumo en pacientes
esquizofrénicos, genera un agravamiento de los sintomas de la
enfermedad. Por su parte, su administracion sistémica en roedores
genera efectos conductuales que remedan o son representativos de la
patologia, tales como: aumento de la actividad motora con
desorganizacion del movimiento, aparicion de estereotipias y signos de
ataxia, alteraciones en el funcionamiento de los sistemas sensoriomotores
y alteraciones en el aprendizaje y en ciertos tipos de memoria. Es por ello
que el estudio de los efectos inducidos por los antagonistas NMDA, en
particular, sobre la funcién cognitiva, es de nuestro interés.

El presente trabaj6 se basé en el uso de tres tipos de modelos
comportamentales para evaluar los efectos inducidos por la
administracion sistémica de ketamina en ratas: Campo Abierto (CA),
Latencia de Transferencia (LT) y Novel Object Recognition (NOR). El
primero permite evaluar los efectos motores y exploratorios, mientras que
LT y NOR permiten evaluar alteraciones en la funcién cognitiva. Estos
altimos dos se basan en el aprendizaje y posterior evocacion de una tarea
determinada, diferenciandose en el parametro a evaluar y la estructura
espacial del modelo. Si bien los modelos de CA y LT son empleados con



frecuencia en el laboratorio, el NOR no habia sido puesto a punto en el
laboratorio, siendo éste uno de los objetivos del presente trabajo.

Los resultados encontrados indicaron que ketamina indujo en el modelo
CA efectos que concuerdan con los de la literatura: un aumento
significativo y dosis-dependiente de la actividad locomotora, con un patrén
motor desorganizado, conducta de no frenado, estereotipias, signos de
ataxia y flat body posture. Por otro lado, y a la dosis seleccionada, la
ketamina no provoco alteraciones significativas en la memoria evaluada
en los modelos de LT y NOR. Sin embargo, validacién y puesta a punto
del modelo NOR en el laboratorio resulto exitosa.

PALABRAS CLAVE

Esquizofrenia; comportamiento; ketamina; memoria; Campo Abierto;
Latencia de Transferencia; Novel Object Recognition.



INTRODUCCION

Patologia de la esquizofrenia

Aspectos generales y sintomatologia

La esquizofrenia es un desorden neuropsiquiatrico crénico y grave del
sistema nervioso central, que se caracteriza por la manifestacion de tres
tipos de sintomas: positivos, negativos y alteraciones cognitivas. Las
primeras alteraciones refieren a la presencia de alucinaciones visuales y
auditivas, junto con desorganizacion del pensamiento. Por su parte, las
segundas cuentan con pérdida de motivacion y expresion emocional. Las
tltimas engloban alteraciones cognitivas en la atencion, en funciones
ejecutivas y en tipos especificos de memoria, en especial la memoria de
trabajo, impidiendo que el paciente lleve adelante una vida plena. Sumado
a esto, se ha demostrado que la funcidén cognitiva disminuye rapidamente
de 3 a 4 afios una vez expresados los sintomas esquizofrénicos® y
poseen una incidencia significativa en la recuperacion del paciente?. A su
vez, la esquizofrenia aparece con patologias comoérbidas como la
depresion y los trastornos de ansiedad, que contribuyen al suicidio del
10% de los pacientes que sufren de esquizofrenia®. Por otro lado, se ha
registrado que las personas que padecen de esta enfermedad presentan
morbilidad a edades mas tempranas que los individuos sanos,
probablemente debido a una aceleracién del proceso de envejecimiento?.

La etiologia de esta patologia permanece aun desconocida, aunque se
cree que estdn implicados tanto los factores ambientales como los
genéticos en su desarrollo®>’. Los factores ambientales que parecen
incidir son: residencia en zonas urbanas, la migracion, estado socio-
econémico y los incidentes experimentados durante su vida fetal o
perinatal. Dentro de este Ultimo grupo se incluyen la presencia de
infecciones, las deficiencias nutricionales, la hipoxia neonatal y las
complicaciones obstétricas®. En cuanto a los factores genéticos, es de
amplio conocimiento que tanto las alteraciones genéticas comunes como
las raras, constituyen un riesgo para la formacion de una arquitectura
neural normal. Ejemplos de estos factores genéticos son los
polimorfismos de un uUnico nucleétido (alteraciones comunes y de poca
severidad) y las deleciones o duplicaciones que cambian el numero de
copias (eventos raros y severos)’. Se cree que estas variaciones



genéticas influencian tanto el neurodesarrollo como la sefalizacion celular
y las funciones sindpticas'®. Los estudios de tomografia computarizada
(CT), las imégenes por resonancia magnética (MRI) y los andlisis post-
mortem, permitieron evidenciar una arquitectura neural diferente en
individuos esquizofrénicos con respecto a individuos sanos. Estas
diferencias incluyen: pérdida de volumen en los I6bulos prefrontales, la
corteza superior temporal y el hipocampo y aumento de volumen en los
ventriculos laterales y en el tercer ventriculo!l. A su vez, se sabe que
estos factores genéticos son altamente heredables, y por ende,
probablemente también lo sea el fenotipo riesgoso*?.

Tratamiento Farmacoldgico

Los tratamientos actuales para la esquizofrenia incluyen farmacoterapias
con drogas antipsicéticas tipicas y atipicas. Estas median sus acciones
terapéuticas diferencialmente, bloqueando receptores dopaminérgicos
tipo D2 con mayor o menor afinidad?*2.

Los antipsicéticos tipicos (AT) fueron descubiertos en los afios 50 y son
capaces de antagonizar los sintomas positivos, aunque no inciden sobre
los negativos, ni mejoran las alteraciones cognitivas'4. Ademas, generan
efectos secundarios severos en los pacientes principalmente asociados al
control motor, produciendo sintomas extrapiramidales (EPS), tales como
temblor, rigidez y distonia, que usualmente llevan a dar término al
tratamiento con este tipo de farmacos'®16. Se ha demostrado mediante
estudios de neuroimagen por tomografia de emision de positrones (PET)
que la expresion de los EPS vienen dados por la ocupacion del 78 - 80%
de los receptores D2, al cual los AT alcanzan su eficacia terapéutica. Por
lo tanto, esta ocupacion deberia reducirse para posibilitar el empleo de
ATs sin generar EPS, aunque es inviable durante la practica clinica’.
Ademas, no todos los pacientes esquizofrénicos responden al tratamiento
con ATs!18,

Los antipsicéticos atipicos (AAT) surgieron en los afios 80 y poseen
diversas ventajas en relacién a los tipicos. Son efectivos en el tratamiento
de los sintomas positivos y negativos y mejoran, aungque no
sustancialmente, las alteraciones cognitivas'41%. A dosis terapéuticas, no
producen los efectos secundarios extrapiramidales motores'é. Aln asi, se
ha visto que su uso prolongado causa ganancia de peso?, efectos
cardiacos y metabdlicos adversos?! e incluso agranulocitosis??. Mediante
estudios de imagenologia PET se ha demostrado que este tipo de
antipsicoticos tiene una mayor afinidad hacia los receptores



serotoninérgicos 5-HT2a respecto a los receptores dopaminérgicos D223,
AUn asi, se postula que la generacion de su efecto antipsicético particular
viene dado por la baja afinidad y una rapida disociacién del receptor
dopaminérgico tipo D2, mientras que el receptor 5-HT2a parece no ser
necesario ni suficiente!®. Los AATs también poseen afinidad por otros
tipos de receptores de neurotransmisores como los muscarinicos de
acetilcolina, y los receptores a-adrenérgicos?*. Ambos receptores parecen
contribuir al efecto caracteristico de este tipo de antipsicéticos, y se
asocian a la falta de riesgo de generar EPS.

Es sabido que aun falta por implementar un tratamiento que sea lo
suficientemente completo y eficiente que englobe un mejoramiento de
todos los sintomas de esta enfermedad tan compleja.

Hipodtesis neuroguimicas asociadas a la sintomatologia de
esquizofrenia

Existen diversas hipotesis neuroquimicas en la literatura que intentan
explicar la aparicién de los sintomas de la esquizofrenia. Entre ellas se
encuentran: la hipétesis Dopaminérgica (DAérgica), la Glutamatérgica
(GLUérgica), la Serotoninérgica (5-HTérgica) y la GABAérgica. Todas
ellas involucran distintos sistemas de neurotransmision, siendo las
primeras dos hipétesis las mas antiguas y dominantes respecto a las
Gltimas dos.

a. Hip6tesis DAérgica

La hipdtesis DAérgica fue una de las hipétesis mas duradera, que
asentaba como centro de la enfermedad al neurotransmisor dopamina
(DA). La hipotesis plantea sus bases a partir de evidencias clinicas de
exacerbacion de los sintomas psicoticos en pacientes esquizofrénicos e
induccion de psicosis en pacientes sanos por empleo de drogas
estimulantes como la cocaina y la anfetamina®. A partir de ello, esta
hipétesis fue evolucionando y resulté ser reformulada por Weinberger en
199426, En esa nueva version, se asocid la presencia de sintomatologia
positiva a una hiperfuncibn de este neurotransmisor en la via
mesolimbica, mientras que una hipofuncion en la via mesocortical se
asocia a la aparicion de sintomatologias negativas y cognitivas. En



versiones mas modernas, se busca generar una hipGtesis mas
integradora, que incluya aspectos genéticos y ambientales?’.

b. Hipotesis GABAérgica

La hipotesis GABAérgica sostiene que existe una disfuncion de las
interneuronas GABAérgicas que sincronizan y controlan los circuitos
corticales, pudiendo ser responsable de muchos sintomas de la
patologia®®.

c. Hipotesis 5-HTérgica

La hipétesis 5-HTérgica se encuentra basada en dos evidencias: 1)
evidencias clinicas han demostrado que el agonismo de los receptores 5-
HTérgicos del tipo 5-HT2a causan efectos alucinégenos y 2) evidencias
experimentales demostraron que los AATs poseen una alta afinidad por
ellos, pudiendo estar involucrados en mediar sus efectos terapéuticos en
la patologia. Por lo tanto, una disfunciébn en ese sistema podria estar
también implicada en la generacién de la patologia®.

d. Hipo6tesis GLUérgica

En los ultimos afios, la hipétesis neuroquimica mas aceptada para
explicar la esquizofrenia es la hipétesis GLUérgica3%!. La misma se basa
en observaciones clinicas de exacerbacion de los sintomas en pacientes
esquizofrénicos o incluso de generacion de los mismos en individuos
sanos, bajo el uso de drogas como ketamina3ly fenciclidina (PCP)3?, que
son definidas como antagonistas de los receptores glutamatérgicos
NMDA (NDMAR). Estas observaciones sugirieron de la existencia de una
hipofuncién GLUérgica mediada por los NMDAR que podrian desempefiar
un papel en la patologia33341.



Antagonistas NMDA como modelos farmacolégicos de la
esquizofrenia

Debido a que algunos de los sintomas de la esquizofrenia pueden ser
evidenciados en animales bajo el tratamiento de antagonistas NMDA
(ketamina, PCP y MK-801), estas drogas han sido empleadas para
generar modelos farmacologicos de la enfermedad en animales. En este
sentido, la administracion sistémica de antagonistas NMDA en roedores
genera efectos conductuales caracteristicos que son atipicos de un
animal sano y que remedan a los observados en la patologia3®36,
Dependiendo de la dosis administrada, dichos efectos incluyen: aumento
significativo de la locomociéon con desorganizacidbn motora, apariciéon de
estereotipias y signos de ataxia, alteraciones en el filtrado sensoriomotor,
en el aprendizaje, y en ciertos tipos de memoria®/, tales como: memoria
de asociacion y espacial, memoria de trabajo y atencion. Todas estas
conductas son bloqueadas en los distintos modelos comportamentales
por los AT y AATs, dandole validez predictiva al modelo farmacolégico del
antagonismo NMDA37:38,

El modelo de esquizofrenia basado en el antagonismo NMDA es
considerado uno de los mas completos, ya que es capaz de generar
efectos conductuales que representan varios aspectos de la patologia®3’.
Esto no es logrado en otros modelos farmacolégicos, como sucede con
farmacos de accion DAérgica directa o indirecta, donde el empleo de
drogas como anfetamina, cocaina y apomorfina, aumentan la trasmision
DAérgica y generan sintomas psicoticos que pueden ser mitigados por
administracion de AT y AATs?.



NMDAR

Los NMDAR son receptores ionotrépicos de glutamato, son
heterotetrAmeros, compuestos por hasta tres subunidades distintas: NR1,
NR2 (A-D) y NR3 (A,B). La subunidad NR1 contiene el sitio de union a la
glicina, mientras que las subunidades NR2 contienen el sitio de unién al
glutamato (Fig. 1). Tipicamente, estos receptores se encuentran formados
por dos subunidades NR1 y dos subunidades moduladoras: NR2-NR2 o
NR2-NR3, aunque lo méas comudn en el cerebro adulto es la conformada
por NR2 Ay B3940, |as diferentes combinaciones de estas subunidades
aportan caracteristicas particulares a los NMDAR que conforman, tanto en
su farmacologia, como en su cinética, conductancia y permeabilidad
i6nica. En patrticular, la funcionalidad diferencial de los NMDAR se ha
asociado a la presencia de subunidades NR24%°., Mutaciones en las
secuencias de las subunidades NR2A y NR2B se han asociado a la
expresion del fenotipo de diversas patologias, como por ejemplo
trastornos epilépticos para el primer caso, mientras que el autismo y la
esquizofrenia se asocian al segundo®!.

Normal NMDA Inhibition of NMDA
receptor transmission receptor by ketamine

(Glycine or D serine) [Glutamatej (Glycine or D-serine)  (Glutamate)

g' B eoccee

Presynaptic glutamate +
postsynaptic depolarization - Mg?*
block displaced, Ca** enters cell

Channel blocked by ketamine
Ca? cannot enter cell

Figura 1: Representacion esquematica del receptor NMDA, en la cual se pueden apreciar las
subunidades NR1 y NR2 y los sitios de union de sus multiples ligandos. Se lo representa tanto en
condiciones fisioldgicas como durante el bloqueo del poro mediante antagonistas NMDA, como
ketamina, PCP y MK-801. Como puede apreciarse, esta droga bloquea el ingreso de Ca?* a la
célula, impidiendo el funcionamiento normal del receptor (imagen adaptada de #?).



Ketamina

La ketamina fue sintetizada por la compafiia farmacéutica Parke-Davis en
1962. Es un derivado de la droga PCP sintetizada durante la busqueda de
un anestésico menos agresivo. La administracion de PCP provocaba
alucinaciones, confusion y delirio, mientras que la ketamina generaba
menor cantidad de efectos adversos y actuaba con rapidez“3. Por lo tanto,
esta droga fue y sigue siendo un anestésico mas seguro para Su
administracion en humanos.

Actualmente, la ketamina es reconocida como un anestésico disociativo
que es utilizado tanto en humanos como en animales. La ketamina provee
una ventaja adicional, ya que actla como estimulante cardiorespiratorio®4.
Aun asi, a dosis subanestésicas es utilizada como droga de recreacion,
debido a sus efectos que incluyen: sensacion de flotar fuera del cuerpo,
alucinaciones visuales y estados de “sofiar despierto”, entre otros*.

R-(—)- ketamine S-(+)- ketamine

Figura 2: Isémeros épticos de ketamina: R- y S- ketamina (figura obtenida de “6).

La ketamina tiene un carbono quiral, por lo que hay dos enantiomeros:
(R)-(-)- ketamina y (S)-(+)- ketamina (Fig. 2), usualmente encontrados en
una mezcla racémica 1:1. Ambas conformaciones causan diferentes
efectos sobre el individuo, destacandose la (S)-(+)- ketamina por su alta
afinidad por el receptor NMDA respecto a la (R)-(-)- ketamina (Tabla 1).

A su vez, a esta droga actla como un antagonista no competitivo del
receptor NMDA, ya que se une al sitio de unién de la PCP*’ (Fig. 1). De
esta forma, media los efectos antagonistas del NMDAR ya descriptos y
otros efectos neuroprotectores, analgésicos*® y antidepresivos en
pacientes que son resistentes a los tratamientos clasicos*. Se sabe que
la ketamina también posee un agonismo parcial por los receptores D2 y
cierta afinidad por receptores sigma, kappa y opioideos, los cuales
podrian tener alguna relevancia al momento del estudio de esta droga
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como modelo farmacolégico de esquizofrenia®. Estudios de MRI han
asociado el uso cronico dosis-dependiente de ketamina con una
reduccion del volumen de sustancia gris, lo cual es ademas observado en
pacientes que padecen de esquizofrenia®?.

Tabla 1. Comparacion proporcional de los efectos de R- y S- ketamina.

Ketamine S+ R(—)

NMDA affinity 4
Plasma concentration 1
Cenzhral

concentration
Elimination rate 1 08-1
Anaesthetic potency 3 1
Side-effects Similar to racemic mixtue

Antecedentes particulares del trabajo

Numerosos trabajos han reportado que la administracion en ratas de MK-
801, el antagonista NMDA mas potente, induce alteraciones cognitivas en
varios modelos conductuales®’®. Sin embargo, esta droga no es
consumida por humanos como si lo es la ketamina y la PCP. A diferencia
de la PCP, la ketamina es de facil acceso para su consumo, dada su
venta como anestésico veterinario. Nuestro laboratorio ha trabajado
intensamente en la caracterizacion de las conductas inducidas por MK-
80152-55, aunque el estudio de los efectos de ketamina no se ha abordado
aan.

En particular, en el laboratorio se ha trabajado con dos modelos
comportamentales: Campo Abierto (CA)%25356 y Latencia de Transferencia
(LT)525556 para evaluar los efectos comportamentales del antagonista MK -
801 y de su reversion mediante la administracion de ciertos antipsicoticos.
Por un lado, el modelo de CA para roedores es ampliamente utilizado en
la literatura, y se basa en la situaciébn de conflicto natural entre la
exploracion del ambiente nuevo y la aversion a los espacios abiertos y
luminosos®”%8, A través de este paradigma se analizan las conductas del
animal, como la actividad locomotora u otras conductas tales como la
exploracion vertical o rearings®’.
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Por otro lado, el LT surge del modelo de laberinto en cruz elevado (LCE),
que fue originalmente utilizado para evaluar ansiedad experimental®®. Sin
embargo, a través de una modificacion que permite cuantificar la latencia
gue el animal demora en realizar una tarea, puede utilizarse para valorar
procesos de aprendizaje y memoria®®¢l, Este modelo se basa en la
aversion que sufre el roedor frente al espacio abierto y elevado que
confiere la estructura del modelo®®2, El paradigma se implemento en tres
dias seguidos, siendo el primer dia (LT1) cuando el animal aprende la
tarea y el segundo el dia (LT2) cuando la evoca. Por esta razon, cuando
el animal aprende dénde y como llegar al sitio de preferencia durante LT1,
la latencia durante LT2 disminuird concomitantemente. Contrariamente,
un efecto amnésico se evidencia por el mantenimiento del valor de
latencia del LT1 al LT2, por lo que la latencia funciona como un indicativo
de aprendizaje y memoria. El tercer dia (LT3), es utilizado como control de
la desaparicion del efecto amnésico en el animal.

Asimismo, otro modelo utilizado para evaluar la funcién cognitiva en los
animales de experimentacion es el Novel Object Recognition (NOR). Este
es un paradigma etiolégicamente relevante, que no involucra
recompensas ni aversion, el cual se basa en la conducta espontédnea de
exploraciéon de roedores para diferenciar objetos nuevos de familiares®2,
El modelo NOR es ampliamente utilizado para la investigacion de
alteraciones en la memoria, especificamente la memoria episddica
visual®?. Estas alteraciones cognitivas pueden ser estudiadas en
asociacién al envejecimiento, manipulaciones genéticas o tratamientos
farmacoldgicos. A su vez, el modelo también puede ser adaptado para
medir atenciéon, ansiedad y preferencia por lo desconocido en roedores®4.

El modelo consta de tres fases: habituacion, training y test. Durante la
primera, el animal se habitda al lugar de prueba, durante el segundo se lo
es expuesto a dos objetos iguales, mientras que durante el tercero se
cambia a uno de los objetos por otro nuevo. Ninguno de estos objetos
debe generar una preferencia natural o de asociacion al animal.
Asimismo, dadas las bases del modelo, el objeto nuevo deberia ser el
mas atractivo y, por ende, el que mas tiempo explora el animal en
condiciones normales. Una alteracion en la funciébn cognitiva se
caracteriza por una falla en el reconocimiento del objeto nuevo3®%64
durante la fase de test. El tiempo de exploracion en esta fase luego sera
utilizado para calcular los pardmetros: indice de discriminacién y % de
tiempo de exploracion como indicativos de la funcién cognitiva.
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Si bien los modelos LT y NOR se utilizan ampliamente en la literatura para
estudiar trastornos cognitivos y varios trabajos han reportado que la
administracion de ketamina genera alteraciones cognitivas en roedores en
dichos modelos, este trabajo pretende implementar en el laboratorio el
modelo NOR.

Por lo tanto, la implementacion del modelo NOR vy la evaluacion de los
efectos de ketamina empleando los tres modelos ampliaran la capacidad
de andlisis y la disponibilidad de modelos comportamentales en nuestro
laboratorio. Por otra parte, colaborara con el estudio enfocado hacia una
mejor terapéutica que la existente para esta enfermedad.

HIPOTESIS DE TRABAJO

Basados en los datos aportados por la literatura, la administracion
sistémica aguda de una dosis de ketamina que no induce hiperactivacion
motora, altera la funcidén cognitiva, lo que es evidenciado a través de las
tareas evaluadas en los modelos de LT y NOR.
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OBJETIVOS

Objetivo general de la pasantia

Caracterizar los efectos de la administracion aguda de ketamina sobre la
funcién cognitiva mediante el uso de dos modelos de memoria en ratas.

Objetivos especificos

1. Evaluacion del efecto de ketamina sobre la actividad locomotora. Los
efectos sobre la locomocion se evaluardn en el CA a través de una
curva dosis-respuesta, con el fin de determinar la dosis efectiva para
los modelos de memoria.

2. Evaluacién del efecto comportamental de ketamina en el modelo de
memoria LT.

3. Evaluacién del efecto comportamental de ketamina en el modelo de
memoria NOR.

3.1.Implementacién y validacion del modelo Novel Object Recognition
en el laboratorio.
3.2.Evaluacion del efecto comportamental de la ketamina.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas macho de cepa Wistar (260 a 300 g) criados en las
instalaciones del Bioterio del Instituto bajo las regulaciones éticas de la
Ley Nacional de Experimentacion Animal N° 18.611.Fueron criados y
alojados en cajas de 48.0 x 37.5 x 21.0 cm en grupos de 6 animales y
mantenidos en condiciones controladas de temperatura (22 £ 2 °C), ciclo
de luz-oscuridad constante (7:00 AM-7:00 PM), alimentacion y agua ad
libitum.

Drogas
Ketamina

Se empledé un preparado comercial obtenido en la Veterinaria La
Hacienda y fue diluida en agua destilada. Las dosis utilizadas fueron de
10, 25 y 40 mg/kg. Tanto ketamina como su vehiculo fueron inyectados
via subcutanea (s.c.).

Modelos conductuales

Todos los experimentos comportamentales fueron llevados a cabo en el
cuarto de experimentaciéon del Departamento de Neurofarmacologia
Experimental en condiciones ambientales de temperatura y luz-oscuridad
controladas y similares a las del Bioterio. Los animales fueron trasladados
24 hs antes para una correcta habituacion al ambiente donde se
realizaron los ensayos.

1. Modelo de CA

El CA para ratas consiste en una caja de 60x60 cm de lado con paredes
de acrilico rojo (40 cm). ElI CA esta asociado a una camara de video que
permite registrar los movimientos del animal. Cada video fue analizado
utilizando el software de video seguimiento ETHOVISION, obteniendo
automaticamente los parametros: distancia recorrida, velocidad, tiempo en
movimiento, patron locomotor.
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Figura 3 A-B: Modelo de CA
acoplado a una camara de video
(A). Software de video-seguimiento
Ethovision XP (B).

2. Modelo de LT:

En este modelo, el aparato consiste en dos brazos abiertos (50 x 10 cm)
cruzados en angulo recto con dos brazos cerrados (50 x 10 x 40 cm),
unidos por una plataforma central comun (10 x 10 cm) y elevado 50 cm
del suelo. Se evaluo el tiempo que le lleva al animal para entrar a uno de
los brazos cerrados, una vez que ha sido posicionado en el extremo de
uno de los brazos abiertos durante tres dias seguidos: LT1, LT2 y LT3.
Aquellos animales que excedieran un tiempo de 90 segundos en el
modelo sin haber ingresado a ninguno de ambos brazos cerrados®?, junto
con aquellos que se cayeran del mismo, fueron descartados de los grupos
experimentales.
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Figura 4: Modelo LCE utilizado para evaluar Latencia de Transferencia. Los brazos desnudos del
modelo se los denomina como brazos abiertos, y a los otros como brazos cerrados.

3. NOR:

En el modelo NOR se utiliza el paradigma de CA en donde se posicionan
dos objetos iguales o distintos entre si, a 15 cm de las paredes de las
esquinas. Se analiza el tiempo que el animal explora cada objeto, lo cual
es utilizado para calcular un indice de discriminacion, definido como la
diferencia entre el tiempo que el animal explora el objeto nuevo y el
familiar durante toda la fase de test (Ecuacion 1).

(T —T)

ID ==
(Tg +T4)

Ecuacién 1: Célculo del indice de discriminacién. Ta = tiempo de exploracién del objeto nuevo; Ts
= tiempo de exploracion del objeto conocido.

Otras conductas evaluadas fueron las conductas estereotipadas, que se
cuantificaron directamente, mientras que la actividad locomotora
horizontal del animal y los tiempos de exploracién de cada objeto fueron
analizados a través del software ETHOVISION.

Se considerd que el animal se encontraba explorando cuando acercaba
su nariz al menos a 3.5 cm del objeto y/o lo tocaba con su nariz. Una
conducta no exploratoria fue definida como sentarse o treparse sobre los
objetos, incluyendo rearings con sus patas delanteras apoyadas sobre los
mismos®®. Por su parte, aquellos animales que no sumaron un tiempo de
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exploracion entre los dos objetos mayor a 0 segundos durante la fase de
training, fueron descartados del grupo experimental.

Figura 5 A-C: Modelo NOR dispuesto para las diferentes fases: Habituacion (A), training (B) y test
(C). En las fases de training y test pueden observarse los objetos utilizados, ya sean pelotas azules
0 construccion de lego azul y verde.

Analisis estadistico

Segun el experimento, los datos fueron tratados con los siguientes test
estadisticos: Student t-test, ANOVA de una y dos vias seguido de un test
de comparacién multiple Newman-Keuls. Los datos fueron analizados y
graficados mediante el programa GraphPad Prism 4.02. La significancia
estadistica fue fijada en p<0.05. Los datos fueron expresados como la
Media + Error Estandar de la Media (EEM).

Protocolos experimentales

Los experimentos conductuales se llevaron a cabo segun los protocolos
experimentales disefiados para cada objetivo:

Evaluacién del efecto de ketamina sobre la actividad locomotora.

En estos experimentos, los animales fueron inyectados via s.c. con dosis
de ketamina 10, 25 y 40 mg/kg o vehiculo. Un minuto después, el animal
fue colocado en el CA durante 40 minutos. Con el objetivo de visualizar
posibles cambios en la locomocion en funcion del tiempo, los 40 min de
registro fueron desglosados en dos fases: de 0 a 20 minutos y de 20 a 40
minutos. Este protocolo es ilustrado en el Esquema 1.
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Se cuantificaron automaticamente mediante ETHOVISION las conductas
ya mencionadas arriba. Por su parte, otras conductas fueron evaluadas
de forma directa de 0-20 minutos. Con el fin de no permanecer en el
cuarto de experimentacion durante el tiempo total de registro (40 min), la
observacion de las conductas durante la segunda fase (20-40 min) fue
realizada de forma off-line, a través de observacion de los videos
grabados por el programa ETHOVISION en cada experimento. Estas
conductas son las siguientes:

1) exploracion vertical o rearings (el animal se para sobre sus patas
traseras y levanta su tronco junto con sus patas delanteras; siendo libres
0 apoyados contra la pared) 2)groomings, como indice de habituacion al
CA (conducta de acicalamiento), 2) movimiento desorganizado (patrén
locomotor no dirigido por la exploracion), 3) conductas de estereotipias:
head shakes (conducta normal del animal) y head weavings (conducta
particular inducida por ciertos farmacos, en la cual el animal orienta su
cabeza hacia un lado y hacia otro como si estuviese mirando un partido
de tenis, sin locomocion), 4) conductas de ataxia: caidas torpes,
arrastrado de patas y no frenado en las esquinas, 5) flat body posture o
posicion de cuerpo plano (conducta en la cual el animal pone en contacto
la superficie ventral de su cuerpo con el suelo, por al menos 10 minutos).

Todas las conductas cuantificadas se encuentran asociadas al sindrome
conductual motor inducido por la administracion de antagonistas NMDA.

Esquema 1: Protocolo de experimentacion

Inyeccién ketamina
(10, 25 040 mg/kg) o
aguadestiladas.c.

\l/ Entrada al CA
! L Tiempo (min)

-1 0 20 40
Observacion Observacion
directa off-line

Esquema 1: Protocolo experimental para generar una curva dosis-respuesta de los efectos de
ketamina sobre el patron locomotor en el modelo CA.
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Para cuantificar las conductas: movimiento desorganizado, arrastrado de
patas y no frenado se utilizé una escala semicuantificativa del 0 al 3: 0 =
conducta no presente, 1 = levemente presente, 2= presente y 3=
intenso®.

Entre cada experimento, el CA fue limpiado con alcohol 30% vy
posteriormente secado antes de colocar el proximo animal.

Evaluacion del efecto comportamental de ketamina en el modelo de
memoria LT

En este caso, los animales fueron inyectados via s.c. con la dosis de
ketamina 10 mg/kg, elegida al final del objetivo 1. Esta seleccion se hizo
en base a la falta de aparicion de signos de ataxia que imposibiliten su
movimiento y, por lo tanto, su patron locomotor no se encuentra alterado.

El protocolo de este modelo consiste en tres dias consecutivos, y se
realiza tras cumplir las 24 horas: LT1, LT2 y LT3. En el primer dia, LT1, se
inyectd al animal con ketamina o vehiculo, se cumplié con un minuto de
espera y se lo coloc6 en el CA durante 5 minutos. Luego, se colocoé al
animal en el brazo abierto del laberinto en cruz y se cuantificaron las
conductas que seran descriptas a continuacién. El experimento finaliza 10
segundos después que el animal ha ingresado al brazo cerrado. Durante
los dias posteriores, LT2 y LT3, se coloc6 al animal de la misma forma en
el modelo LT, y se cuantificaron las mismas conductas que en LT1. Sin
embargo, durante LT2 y LT3 el experimento finaliza enseguida que el
animal ingresa al brazo cerrado. Este protocolo puede visualizarse en el
Esquema 2.

Las conductas cuantificadas fueron las siguientes: rearings, groomings y
namero de head dipping, junto con el parametro Tiempo de Latencia.
Todos ellos se evaluaron de forma directa, con ayuda de un cronémetro,
utilizado para la cuantificacion del Tiempo de Latencia. Por su parte, en el
CA durante LT1 se evalué unicamente la distancia recorrida. Este
paradmetro fue provisto por el software ETHOVISION automaticamente.
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Esquema 2: Protocolo de experimentacion

Inyeccion

. Actividad
ketamina o agua
. locomotora
destiladass.c.
enCA

\L \L LT1 LT2 LT3

] //
! I I I ” “ \—, Tiempo (min)

-1 0 5

Dial Dia2 Dia3

Esquema 2: Protocolo experimental para evaluar el efecto amnésico de ketamina en el modelo LT.

Entre cada animal se limpié tanto el modelo LT como el CA (cuando
corresponde) con alcohol 30% y se lo secdé antes de posicionar al
préximo.

21



Evaluacion del efecto comportamental de ketamina en el modelo de
memoria NOR.

Para este objetivo especifico, los animales fueron inyectados via s.c. con
ketamina 10 mg/kg o vehiculo (solo vehiculo para el objetivo 3.1). Este
modelo consta de tres fases, separadas cada una por un tiempo de 24
horas, en tres dias consecutivos: Habituacion (dia 1), Training (dia 2) y
Test (dia 3). Este protocolo es presentado en el Esquema 3.

Con respecto a la fase de habituacion (H), se coloc6 al animal durante
dos sesiones de 10 minutos dentro del CA, siendo las sesiones separadas
por un intervalo de espera de 1 hora y media. Las conductas cuantificadas
por observacion directa fueron: rearings y groomings, como indice de
habituacion al CA. Por otro lado, mediante observacion off-line de los
videos provistos por el programa ETHOVISION, se evalué también la
actividad locomotora horizontal suministrada igualmente por el programa.
Ambas medidas permiten visualizar la correcta habituacion del animal al
CA. Este comportamiento favorece a que el animal aumente su interés
por los objetos (que seran colocados en la siguiente fase) a que por el
ambiente.

Por otra parte, el siguiente dia corresponde a la fase de Training (T1).
Este consiste en una inyeccion subcutanea del animal con la droga 6
vehiculo con posterior espera de 5 minutos, y finalmente una sola sesion
en el CA de 5 minutos. Dentro del CA se posicionaron dos objetos iguales
y pegados al piso del mismo, con su centro a 15 cm de las paredes de las
esquinas. Los objetos que se utlizaron eran de dos tipos: una
construccion de lego azul y verde o una pelota azul.

En este caso, se contabilizaron las conductas de rearings y groomings por
observaciéon directa, y mediante el programa ETHOVISION la actividad
locomotora horizontal y cantidad de tiempo que el animal explora el
objeto.

Finalmente, el dltimo dia corresponde a la fase de Test (T2). El animal se
colocé de la misma forma en el CA durante una sola sesion de 5 minutos.
En este caso, los objetos por cada animal se localizaron de igual forma en
el CA, pero uno de ambos fue reemplazado por un objeto nuevo. Se
reemplaz6 el objeto de la derecha o izquierda de manera
contrabalanceada, para normalizar la presencia de posibles
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perturbaciones como preferencia por cierto objeto y/o su posicion.
Respecto a las conductas, se contabilizaron las mismas que en el
Training y de igual forma.

Esquema 3: Protocolo de experimentacion

Inyeccion ketamina o
agua destilada s.c.

H T1 T2
A — #
|—, |—, |_, |_, Tiempo (min)
) 10 0 10 5 0 5 0 5
\ﬂ_l
90 min
Dia1l Dia 2 Dia 3

Esquema 3: Protocolo experimental para poner a punto el modelo NOR y evaluar el efecto
amnésico de la ketamina en el mismo. H=habituacion; T1 = training; T2 = test.

Luego de cada experimento, se limpié el CA y los objetos con alcohol
30%, secandolos posteriormente para luego introducir el préximo animal.
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RESULTADOS

Evaluacion del efecto de ketamina sobre la actividad locomotora.

En primer lugar, se realiz6 una curva dosis-respuesta de ketamina,
caracterizando sus efectos tanto en la actividad motora como el patrén
motor y conductas asociadas al sindrome conductual motor caracteristico
de los antagonistas NMDA37:52.67,

Respecto a la actividad locomotora, ketamina indujo un incremento dosis-
dependiente en la distancia recorrida respecto al control durante los 40
minutos de experimento (Fig. 6A). En el caso de la dosis de 10 mg/kg, se
observé un aumento en la actividad aunque éste no fue significativo. Por
otro lado, puede advertirse una tendencia al incremento de la actividad
locomotora que no alcanza la significancién estadistica, al comparar las
dosis de 40 respecto a la de 25 mg/kg.

Al desglosar los resultados del tiempo total de registro en dos periodos de
20 minutos (Fig. 6B), se observdé que el grupo control disminuyé
significativamente su actividad locomotora en el segundo periodo de
registro, reflejando una correcta habituacion al modelo. Al observar dentro
del mismo grupo lo que sucede cada 5 minutos durante todo el tiempo de
registro (Fig. 6C), se observa que su actividad disminuyé6 de manera
constante hasta los 20 minutos de registro. Luego de ese punto, esta
tendencia se atenud, aunque siguié disminuyendo.

Por su parte, para las dosis de 10, 25 y 40 mg/kg dentro de los periodos
de a 20 minutos (Fig. 6B), no se observd una disminucién de su actividad
locomotora en los 40 minutos de registro. A su vez, si se observa lo que
sucede cada 5 minutos de registro (Fig. 6C) se distingue que la dosis de
10 mg/kg presenté la misma evolucion que el grupo control durante los
primeros 10 minutos. El resto del tiempo de registro se mantuvo a valores
estables, sin disminuir como el grupo control. Por su parte, las dosis de
ketamina 25 y 40 mg/kg presentaron patrones con valores mayores de
actividad locomotora. A su vez, estos patrones son similares entre si,
excepto durante los 30 y 35 minutos de registro. La actividad locomotora
no disminuyo significativamente para estas Ultimas dos dosis.
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Figura 6 A-C: Efecto de ketamina 10, 25 y 40 mg/kg en la actividad locomotora en el registro total
de 0-40 minutos en CA (A), o en periodos de a 20 minutos (B), o de a 5 minutos (C). Los
resultados se encuentran expresados como la media + EEM de la distancia recorrida (m) provista
por el programa ETHOVISION. ANOVA de una via (A y B) o dos vias (C) seguido del test
Newman-Keuls o Student t-test (B). *= vs control dentro del mismo periodo, += vs ketamina 10
mg/kg dentro del mismo periodo, o= vs mismo tratamiento en diferente periodo. ** = p< 0.01, *** =
p<0.001, + = p< 0.05, ++ = p< 0.01, 0 = p< 0.05.

Al analizar el parametro de velocidad de desplazamiento del animal, se
observaron las mismas tendencias que los del parametro distancia
recorrida. La velocidad fue significativamente mayor a la del grupo control
en el caso de los animales tratados con ketamina 25 y 40 mg/kg, tanto
para el registro total de 40 minutos como para cuando se desglosé el
recorrido en tramos de a 20 minutos. Por el contrario, para el grupo de
ketamina 10 mg/kg, la velocidad no se diferencié de la del grupo control
de manera significativa (Fig. 7A y B). Al desglosar el registro cada 5
minutos (Fig. 7C), se observa nuevamente que los patrones son similares
para ketamina 25 y 40 mg/kg, excepto durante los 30 y 35 minutos de
registro. Por su parte, ketamina 10 mg/kg evoluciona igual que el grupo
control durante los primeros 10 minutos de registro, para luego
diferenciarse de este Ultimo, manteniendo su actividad relativamente
constante.
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Figura 7 A-C: Efecto de ketamina 10, 25 y 40 mg/kg en la velocidad de movimiento en el registro
total de 0-40 minutos en CA (A), o en periodos de a 20 minutos (B), o de a 5 minutos (C). Los
resultados se encuentran expresados como la media £+ EEM de la distancia recorrida (m) provista
por el programa ETHOVISION. ANOVA de una via (A y B) o dos vias (C) seguido del test
Newman-Keuls o Student t-test (B). *= vs control dentro del mismo periodo, += vs ketamina 10
mg/kg dentro del mismo periodo, 0= vs mismo tratamiento en diferente periodo. ** = p< 0.01, *** =
p<0.001, + = p< 0.05, ++ = p< 0.01, 0 = p< 0.05.

A su vez, se analizaron los patrones locomotores y conductas del animal
en el CA. La Figura 8 A-D, muestra el patrén locomotor representativo de
los animales controles y tratados en el modelo. Se advierte que los
animales control (Fig. 8A) y ketamina 10 mg/kg (Fig. 8B) poseen un
patron similar. Sin embargo, a la dosis de ketamina 25 mg/kg (Fig. 8C)
aumentd en intensidad el recorrido respecto a los anteriores, mientras que
ketamina 40 mg/kg fue considerablemente mas intenso y desorganizado

gue las demas dosis (Fig. 8D).
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Figura 8 A-C: Recorrido representativo del grupo control (A), ketamina 10 (B), 25 (C) y 40 mg/kg
(D) durante los 40 minutos de registro

La Tabla 2 muestra las conductas motoras inducidas por las diferentes
dosis de ketamina durante todo el tiempo del experimento: movimiento
desorganizado, caidas torpes y no frenado.

Por su parte, el movimiento desorganizado durante el tiempo total de
registro aumentd de forma dosis-dependiente en los animales tratados,
existiendo un aumento significativo para ketamina 25 y 40 mg/kg respecto
a los deméas tratamientos. Esto concuerda con lo visualizado en la Figura
8.

Por otro lado, el numero de caidas torpes durante el tiempo total de
registro aumentaron para la dosis de 40 mg/kg respecto a los demas
grupos. Sin embargo, para la dosis de 25 mg/kg se observd la aparicion
de las conductas sin alcanzar una significancia estadistica respecto al
grupo control.

Procediendo ahora hacia la conducta de no frenado, también se encontrd
un aumento para la dosis de 40 mg/kg, aunque a dosis menores se
observo una tendencia al incremento de tipo dosis-dependiente.
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Tabla 2. Conductas motoras provocadas por administracion de ketamina (0-40 min).

Patrén Signos de ataxia
locomotor

Movimiento

desorganizado Caidas torpes No frenado

Control 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
Ketamina 10 mg/kg 0.3+0.1 0.0+0.0 0.2+0.1
Ketamina 25 mg/kg 1.8+0.17++ 4.7+2.0 0.610.2
Ketamina 40 mg/kg 2 640,17+ 49 4412 5™+ 0.7+0. 2"+

Tabla 2. Efecto de ketamina 10, 25 y 40 mg/kg sobre el patron locomotor y signos de ataxia
durante todo el tiempo de registro (0-40 min). Los resultados se encuentran expresados como la
media £+ EEM. ANOVA de una via seguido del test Newman-Keuls. *= vs control en mismo periodo
de tiempo, += vs ketamina 10 mg/kg en mismo periodo de tiempo, /= vs ketamina 25 mg/kg en
mismo periodo de tiempo. ***= p<0.001, +++= p<0.001, ///= p<0.001.

En la Tabla 3 se exponen las mismas conductas durante todo el periodo
de registro dividido en dos periodos de a 20 minutos.

Por su parte, en la conducta de movimiento desorganizado se
encontraron aumentos significativos de las dosis 25 y 40 mg/kg respecto a
los animales control y ketamina 10 mg/kg, tanto en los periodos de 0-20
como de 20-40 minutos. Esto también pudo observarse entre las dosis de
25 y 40 mg/kg. A su vez, en todas las dosis de ketamina se hallé un
aumento de esta conducta en segundo periodo de 20 minutos respecto al
primero.

Siguiendo con la conducta de nimero de caidas torpes, se observo que
solamente la dosis de 40 mg/kg presentd un aumento en ambos periodos
respecto a los demas tratamientos. Aun asi, la dosis de 25 mg/kg exhibio
una tendencia al aumento no significativa, también en ambos periodos de
20 minutos respecto al grupo control y ketamina 10 mg/kg. Ninguna de las
dosis de ketamina utilizadas presento variaciones en la transicion de los
periodos de 0-20 a 20-40 minutos.

Con respecto a la conducta de no frenado, se observé que en el periodo
de 0-20 minutos la dosis de ketamina 25 mg/kg present6é una tendencia al
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aumento de esta conducta, mientras que la de 40 mg/kg lo exhibié de
forma significativa respecto a los demas tratamientos. Durante el periodo
de 20-40 minutos, ketamina 25 mg/kg posee un aumento
estadisticamente significativo respecto al control y ketamina 10 mg/kg.
Por su parte, ketamina 40 mg/kg demostré tener un aumento significativo
respecto al grupo control, a la vez que presentd una disminucion respecto
al grupo de ketamina 25 mg/kg. Asimismo, ketamina 25 mg/k fue la Unica
dosis que exhibid un aumento significativo de esta conducta desde el
periodo de 0-20 al de 20-40 minutos.

Tabla 3. Conductas motoras provocadas por administracion de ketamina (0-20 y 20-40 min)

Patron locomotor Signos de ataxia

Movimiento Caidas torpes No frenado
desorganizado

0-20 20-40 0-20 20-40 0-20 20-40
min min min min min min
Control 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0

el (0:00 Ol 2 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.30.2
10 mg/kg
Ketamina 1.3+0.2 2.3+0.2 0.8+0.2

2.6+1.2 2.1+1.1 .1+0.1 S
25 mg/kg +++ +++ 000 6 0 0 000
Ketamina 2.2+0.2 3.0+£0.0 22.2+8.5 27.2+8.9 0.8+0.2 0.4+0.2
40 m g /mI w4 **++/]] 000 ezl w4 FHp 4] *

Tabla 3. Efecto de ketamina 10, 25 y 40 mg/kg sobre el patron locomotor y signos de ataxia
durante todo el tiempo de registro dividido en periodos 0-20 y 20-40 min. Los resultados se
encuentran expresados como la media + EEM. ANOVA de dos vias seguido del test Newman-
Keuls. *= vs control en mismo periodo de tiempo, += vs ketamina 10 mg/kg en mismo periodo de
tiempo, /= vs ketamina 25 mg/kg en mismo periodo de tiempo, °= vs 20-40 minutos de la misma
dosis. *= p< 0.05, **= p< 0.01, ***= p<0.001, += p< 0.05, +++= p<0.001, / = p< 0.05, ///= p<0.001, °°
= p< 0.01 °°° = p<0.001.
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La Tabla 4 muestra el efecto de la administracion de las diferentes dosis
de ketamina durante los primeros 20 minutos, sobre las conductas de
exploracion vertical y otras conductas motoras. Estas conductas fueron
registradas durante este periodo de tiempo debido a problemas técnicos
en la cuantificacion off-line, que corresponde al periodo de 20-40 minutos.

Comenzando por el niumero de rearings, se observé una disminucién
significativa de los mismos en todas las dosis de ketamina respecto al
control, con un niumero mayor de los mismos en la dosis de ketamina 10
mg/kg. Los groomings también presentaron diferencias significativas en
todas las dosis de la droga administrada respecto al control, inversamente
proporcional a la dosis. En particular, a dosis de ketamina 40 mg/kg se
encontré una supresion completa de esta conducta. Por su parte, el
namero de head weavings no fue significativo pero demostré generar un
aumento a partir de la dosis de ketamina 25 mg/kg. A su vez, la conducta
de flat body posture demostr6 aumentar significativamente respecto al
control tanto en ketamina 25 como 40 mg/kg. Esta ultima dosis también
aumenta fuertemente respecto a las dosis 10 y 25 mg/kg.

Por ultimo, el resto de las conductas que no fueron mencionadas no
presentaron diferencias estadisticas significativas en sus valores.
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Tabla 4. Otras conductas motoras provocadas por administracion de ketamina (0-20 min).

Rearings Groomings  Signos Flat body
0-20 min de Estereotipias posture
ataxia
Arrastrado  Head Head

Tratamiento de patas shakes  weavings
Control 38.8£5.4 11.8+1.6 0.0+£0.0 2.6£1.3 0.0+0.0 0.0+£0.0
Ketamina 13.0+2.3 1.0+£0.5 0.0+£0.0 3.5£2.9 0.0+0.0 0.3+0.2
10 mg/kg *kk *kk

Ketamina 11.3£1.3 0.3+0.3 0.0+0.0 0.4+0.3 0.6+0.6 1.1+0.3
25 m g/kg ke *kk *kq

Ketamina 11.8+5.7 0.0+0.0 0.0+£0.0 0.0£0.0 1.6+0.8 2.6+0.2
40 mg/kg Fokk Hokk *kk g pgff]

Tabla 4. Efecto de ketamina 10, 25 y 40 mg/kg sobre la conducta exploratoria vertical, groomings,
el patron locomotor, signos de ataxia, esteriotipias y conducta de flat body posture durante los
primeros 20 minutos de registro. Los resultados se encuentran expresados como la media + EEM.
ANOVA de una via seguido del test Newman-Keuls. *= vs control, += vs ketamina 10 mg/kg, /=vs
ketamina 25 mg/kg. **= p< 0.01, ***= p<0.001, += p< 0.05, +++= p<0.001, ///= p<0.001.
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Evaluacion del efecto comportamental de ketamina en el modelo de
memoria LT.

En este caso, se evalu6é el efecto sobre las funciones cognitivas de
ketamina en el modelo de LT. Para ello, se eligio la dosis de 10 mg/kg a
partir de los resultados del objetivo anterior, ya que ésta no genero
efectos locomotores caracteristicos del antagonismo NMDA que pudiesen
interferir con la performance del animal en este modelo.

En la Figura 9A puede advertirse que el grupo tratado con ketamina a la
dosis seleccionada demostro tener durante el primer dia una LT1 similar
al grupo control. Durante el dia 2, los controles disminuyen su tiempo de
latencia (LT2) de manera significativa respecto a su LT1, demostrando la
correcta adquisicion de la tarea realizada. En contraposicion, los animales
tratados con ketamina mostraron una LT2 levemente mayor en
comparacion con el grupo control en el mismo dia, y un leve cambio en la
LT2 respecto a su propia LT1. Sin embargo, la diferencia entre ambos
grupos experimentales en LT2 no alcanzoé significancia estadistica, por lo
que no se observa un efecto amnésico. Por otro lado, tanto el grupo
control como el tratado disminuyeron su LT3 respecto a su propio LT1,
mientras que no se encontraron diferencias significativas entre los LT3 de
ambos grupos.

Previo al registro del parametro latencia de transferencia en el dia 1 (ver
Esquema 2), se registro la actividad locomotora en CA durante 5 minutos
(Fig. 9B). Se confirm6 que a esta dosis, la ketamina no indujo
hiperactividad locomotora.
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Figura 9 A-B: Efecto de ketamina 10 mg/kg sobre Latencia de Transferencia (A) y la actividad
locomotora (m) en CA durante 5 minutos (B). Los resultados se encuentran expresados como la
media + EEM de los animales inyectados con ketamina 10 mg/kg o agua destilada (control).
ANOVA de dos vias seguido del test Newman-Keuls entre los tres dias consecutivos para ambos
tratamientos. * = vs LT1 control, += vs LT2 ketamina 10 mg/kg. *= p< 0.05, *** = p<0.001, + = p<
0.05.

Por otro lado, la Tabla 5 muestra el nUmero de conductas de head dipping
inducidas por la inyeccion s.c. de ketamina 10 mg/kg en el modelo LT.
Para esta conducta, se observaron diferencias significativas durante el
primer dia entre los grupos tratados y controles. La inyeccion de ketamina
10 mg/kg indujo un aumento en su numero. En los dias siguientes, esta
conducta disminuy6 significativamente durante LT2 y LT3 respecto a LT1
para ambos tratamientos. Aun asi, entre LT2 y LT3 del grupo control no
se presentaron variaciones significativas. Lo mismo sucedi6 para el grupo
de ketamina 10 mg/kg entre LT2 y LT3. Tampoco se presentaron
variaciones en esta conducta al comparar los grupos control y tratado en
LT2 y LT3. No se observaron variaciones en otros tipos de conductas.
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Tabla 5. Conducta de head dipping inducida por la administracion de ketamina 10 mg/kg en el

modelo LT.

Tratamiento N° Head dipping
LT1 Control 3.3+0.3

Ketamina 10 mg/kg 5.5+1.0 *
LT2 Control 1.0£0.3 +

Ketamina 10 mg/kg 2.6+0.6 ©°
LT3 Control 0.5£0.2 +

Ketamina 10 mg/kg 0.7£0.3 °°

Tabla 5. Efecto de ketamina 10 mg/kg en la conducta de head dippings en el modelo LT. Los
resultados se encuentran expresados como la media + EEM. ANOVA de dos vias seguido del test
Newman-Keuls entre los dias consecutivos para ambos tratamientos. *= vs control mismo dia, +=
vs LT1 control, ° = vs LT1 ketamina 10 mg/kg. * = p< 0.05, + = p< 0.05, °° = p< 0.01, °°° = p<0.001.
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Evaluacion del efecto comportamental de ketamina en el modelo de
memoria NOR

Para cumplir con el tercer objetivo se realizd6 una nueva serie de
experimentos que permitieron poner a punto el modelo NOR y evaluar el
efecto de ketamina 10 mg/kg sobre la capacidad de generar memoria en
la rata. La dosis de ketamina utilizada fue elegida bajo el mismo criterio
gue en el objetivo especifico 2.

Fase de Habituacion

Durante la fase de Habituacion (ver Esquema 3), se registro la actividad
locomotora durante las dos sesiones realizadas de 10 min cada una. Se
observé una disminucién estadisticamente significativa de este parametro
durante la segunda sesion (Fig. 10A).

A su vez, al desglosar estas sesiones en dos intervalos de 5 minutos (Fig.
10 B y C), puede verse que la actividad locomotora disminuye
significativamente en el segundo periodo respecto al primero para ambas
sesiones.
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Figura 10 A-C: Distancia recorrida (m) de las dos sesiones de la fase de habituacién del modelo
NOR, durante todo el tiempo de registro (A), de la sesidén 1 a intervalos de 5 minutos (B) y de la
sesion 2 a intervalos de 5 minutos (C). Los resultados se encuentran expresados como la media +
EEM de los animales. Student t-test. *= vs sesion 1, + = vs 0-5 min misma sesién. ***= p< 0.001,
++ = p< 0.01, +++ = p< 0.001.
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Asimismo, se cuantificaron las conductas de rearings y groomings de la
misma forma que la distancia recorrida. Se observé que ambas conductas
demostraron tener diferencias significativas en la sesion 2 respecto a la
sesion 1 durante el registro completo de cada sesion (Fig. 11A y 11D),
donde los rearings disminuyen y los groomings aumentan en namero.

Al desglosar el registro de las sesiones en dos periodos de 5 min, se
observo que en el segundo periodo de la primera sesién, los rearings (Fig.
11B) y groomings (Fig. 11E) disminuyen y aumentan de forma
estadisticamente significativa, respectivamente. Sin embargo, en la
segunda sesion y en el mismo periodo de tiempo, solamente los rearings
(Fig. 11C) mostraron una disminucion significativa, mientras que los
groomings (Fig. 11F) no demostraron cambios.
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Figura 11 A-F: Conductas registradas durante las dos sesiones de la fase de habituacién: rearings
durante los 10 minutos de cada sesién (A), o desglosado en dos periodos de 5 minutos para la
sesion 1 (B) o para la sesion 2 (C), y groomings durante los 10 minutos de cada sesion (D) o
desglosado en dos periodos de 5 minutos para la sesion 1 (E) o para la sesi6on 2 (F). Los
resultados se encuentran expresados como la media + EEM de los animales. Student t-test. *= vs
sesion 1, + = vs 0-5 min misma sesion. ** = p< 0.01, ** = p< 0.001, ++ = p< 0.01, +++ = p< 0.001.
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Fase de Training

Durante la fase de training, la actividad locomotora, los rearings y
groomings fueron cuantificados con el fin de evaluar la seleccién de los
objetos y el efecto de ketamina en esta fase. Pudo verse que la dosis de
ketamina utilizada no alter6 la actividad locomotora (Fig. 12A) ni los
rearings (Fig 12B) en el modelo, aunque si disminuyé significativamente
los groomings (Fig. 12C).
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Figura 12 A-C: Efecto de ketamina 10 mg/kg en la actividad locomotora (m) (A), rearings (B) y
groomings (C) durante la fase de training en el modelo NOR. Los resultados se encuentran
expresados como la media + EEM de los animales. Student t-test. * = vs control. * = p< 0.05.

A su vez, durante esta fase también se cuantificd el tiempo total de
exploracion para ambos objetos. En la Figura 13A, puede apreciarse que
los animales control como los tratados demostraron tener tiempos de
exploracion similares, sin observarse diferencias significativas. Ademas,
se observo que el tiempo de exploracion para ambos objetos (A y A+) son
similares para ambos grupos experimentales (Fig. 13B).
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Figura 13 A-B: Efecto de ketamina 10 mg/kg en el tiempo de exploracion total de ambos objetos
en total (A) y de cada objeto independientemente (B) durante la fase de training del modelo NOR.
La letra A representa al objeto que permanece igual durante la fase test (objeto conocido) y A+ el
objeto que serd cambiado por un objeto nuevo durante la misma. Los resultados se encuentran
expresados como la media + EEM de los animales. ANOVA de dos vias seguido del test Newman-
Keuls o Student t-test. No se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos experimentales.
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Fase de Test

En esta fase, se evaluaron los parametros: % tiempo de exploracion para
cada objeto e indice de discriminacion como indicadores de la funcion
cognitiva. Ambos parametros se obtuvieron a partir del registro de los
tiempos de exploracion de los objetos A y B (ver materiales y métodos).

Al evaluarse el parametro % tiempo de exploraciéon de cada objeto (Fig.
14A), se encontré6 un aumento significativo de la exploracion del objeto
desconocido (B) respecto al conocido (A) tanto para los animales control
como para los animales tratados con ketamina 10 mg/kg, sin observarse
diferencias entre ambos grupos experimentales.

En cuanto al indice de discriminacion (Fig. 14B), tampoco se observaron
diferencias significativas entre ambos tratamientos.
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Figura 14 A-B: Efecto de ketamina 10 mg/kg en el % tiempo de exploracion de ambos objetos (A,
conocido; B, nuevo) (A) e indice de discriminacién (B) en la fase test del modelo NOR. Los
resultados se encuentran expresados como la media + EEM de los animales. ANOVA de dos vias
seguido del test Newman-Keuls o Student t-test. * = vs % tiempo de exploracién objeto A control, +
= vs % tiempo de exploracion objeto A ketamina 10 mg/kg. *** = p<0.001, +++ = p< 0.001.
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DISCUSION

El presente trabajo de pasantia se centrd en el estudio del efecto de la
ketamina sobre la actividad locomotora y las conductas asociadas al
sindrome conductual motor descrito para los antagonistas NMDA y sobre
la funcién cognitiva evaluada en dos modelos de memoria.

Evaluacién del efecto de ketamina sobre la actividad locomotora

En la literatura estd ampliamente descrito que los antagonistas NMDA
inducen una hiperactividad en animales de laboratorio. En particular,
trabajos especificos de nuestro laboratorio han descrito de forma mas
amplia el sindrome conductual motor que induce la administracién del
antagonista NMDA mas potente, el MK-801%2. Sin embargo, no se habia
descrito el sindrome completo para la ketamina.

A partir de los resultados obtenidos, puede observarse que las dosis de
ketamina empleadas generaron los efectos conductuales caracteristicos
del sindrome conductual motor inducido por otros antagonistas NMDA
descriptos en la literatura®2%8-79, Entre ellos se encuentran: hiperactividad
locomotora, disminucion del ndamero de rearings y groomings,
desorganizacion del movimiento y aumento de signos de ataxia (no
frenado y caidas torpes). La mayoria de ellos mostraron dependencia
directa con la dosis, siendo la dosis mayor la que indujo los cambios mas
notorios o severos.

Por lo tanto, en cuanto con lo reportado anteriormente, las alteraciones en
las conductas de actividad locomotora, groomings y movimiento
desorganizado aparecian de forma dosis-dependiente, tal como fue ya
caracterizado para el MK-8015%-54,

A pesar de lo ya mencionado, el sindrome conductual inducido por
ketamina a las dosis empleadas agrega una nueva conducta que no se
habia tomado en cuenta en el laboratorio para MK-801: el flat body
posture. Esta conducta clasicamente se relaciona con una alta actividad
de los circuitos serotoninérgicos, por lo cual se registra como una de las
conductas del sindrome serotoninérgico’. Este sindrome puede ser
inducido por la sobredosis de una sola droga, o por el comsumo de
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drogas que aumenten los niveles de serotonina. Esta conducta fue dosis-
dependiente. Asimismo, se sabe que las conductas de head shakes y
head weavings se encuentran moduladas por este tipo de circuitos’.
Cabe destacar que la conducta de head weavings es atipica del animal y
solo aparece bajo el efecto de ciertas drogas, como la ketamina como el
MK-801, sugiriendo una interaccion entre el sistema serotoninérgico y
glutamatérgico.

Al mismo tiempo, es necesario notar que existen otras conductas "tipicas"
de antagonista NMDA que han sido vastamente vinculadas en la literatura
a la activacion de otros circuitos neurales especificos. En patrticular, la
aparicion de rearings, groomings e hiperactivaciéon locomotora se ha
vinculado con la activacién del sistema dopaminérgico’®’. Esto se ha
comprobado gracias a estudios realizados con agonistas indirectos como
cocaina que estimula la generacién de dichas conductas. En el caso de
este trabajo, lo que sucedid con las conductas de rearings y groomings
frente al aumento de la dosis, podria asociarse al gran aumento en la
actividad locomotora horizontal, producido por el bloqueo de los
receptores NMDA.

Por lo tanto, ambos sistemas indicados parecen estar afectados por el
antagonismo del receptor NMDA, llevando a la exacerbacién o inhibicion
de las conductas mencionadas. Estos efectos evidencian la estrecha
relacion que existe entre el sistema de neurotransmision glutamatérgico y
los sistemas dopaminérgicos y serotoninérgicos en circuitos de control
motor. Por lo tanto, la accién ya conocida de los antagonistas NMDA
desencadena la activacion de otros sistemas de neurotransmisén que
pueden encontrarse implicados en la enfermedad, como ya ha sido
propuesto por varios autores’>’7,

A su vez, en algunos casos es interesante advertir que los efectos de la
droga se hacen mas o menos visibles en el segundo periodo de tiempo
(20-40 minutos), como sucede claramente para el movimiento
desorganizado. Esto podria indicar una evolucion del efecto farmacolégico
de ketamina en el tiempo, lo cual podria ser importante para considerar al
momento de realizar experimentos conductuales y para identificar los
circuitos que subyacen a esta conducta.
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Evaluacion del efecto comportamental de la ketamina en el modelo
de memoria LT.

Como ya fue mencionado anteriormente, los antagonistas NMDA son
capaces de ocasionar efectos amnésicos que alteran la generacion de
memorias. En particular, se ha descrito que la ketamina induce déficit en
la memoria en diferentes modelos’®-8%, Sin embargo, su efecto no habia
sido evaluado en la adquisicion de la tarea en el modelo de LT.

En este caso, con el LCE se determiné la capacidad de aprendizaje de los
animales bajo el efecto de ketamina 10 mg/kg. Esta dosis fue escogida a
partir del resultado del objetivo especifico 1, considerando que no
generaba un efecto locomotor que pudiese interferir en la tarea del
modelo de LT a registrar.

Al evaluarse el parametro tiempo de transferencia, se demostré que los
animales controles realizaron la tarea que se esperaba observar en el
modelo. Por su parte, para aquellas drogas capaces de inducir un efecto
amnésico, se espera registrar un aumento de LT2 y una diferencia
significativa con la LT2 de los animales control. El tratamiento con
ketamina a la dosis de 10 mg/kg, no fue capaz de generar un claro efecto
amnésico en el modelo de LT. Por lo tanto, se puede concluir que la dosis
de ketamina utilizada no fue efectiva en la generacion del efecto amnésico
esperado. Aunque en ciertos estudios se han testeado dosis menores de
ketamina®.82, en animales o modelos diferentes a los utilizados en este
trabajo, es posible esperar que dosis menores a 10 mg/kg de ketamina
sean efectivas en el modelo de LT. Se deberan ensayar nuevos
experimentos para confirmar dicha hipotesis.

Al evaluar lo que sucedio durante el tercer dia para los animales control,
donde volvi6 a evocarse la tarea aprendida durante el primer dia,
cumpliendo asi con lo esperado. Por su parte, para los animales tratados
se demostré que la droga no generd un posible efecto residual, dado que
fueron capaces de evocar la tarea aprendida.

A su vez, se evalud la conducta de head dipping. Esta conducta se utiliza
como un indicador de la ansiedad del animal en el plus-maze®. Entonces,
durante el dia 1 para los animales tratados se generd una disminucion en
su ansiedad, sugiriendo que la ketamina pudo generar efectos
ansioliticos. Sin embargo, hay que considerar la evolucién que se observé
durante los dias sucesivos para ambos grupos, ya que el numero de head
dippings se redujo en los animales expuestos repetidamente al modelo.
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Evaluacion del efecto comportamental de ketamina en el modelo de
memoria NOR.

Durante la tercera fase de este trabajo, se puso a punto el modelo NOR
en el Laboratorio, y se evalu6 el efecto de ketamina 10 mg/kg en el
mismo. Varios trabajos han reportado el efecto de ketamina en las
funciones cognitivas aplicadas a este modelo323564,

Habituacion

Durante esta fase, se demostro que las condiciones para la realizacion del
experimento fueron las 6ptimas y que utilizando el protocolo descripto los
animales fueron capaces de adaptarse con éxito.

Training

Durante el training, los cambios que se observaron fueron los esperables
dado que los animales tratados con ketamina respecto a los animales del
grupo control, tanto para la actividad locomotora como para los
groomings, manifestaron las mismas variaciones provocadas por la droga
observadas durante el objetivo 1. El nimero de rearings en los animales
tratados con ketamina reflejan la correcta habituacién al modelo.

Al analizar los tiempos de exploracion total de cada objeto (Fig. 13A),
pudo verificarse que ketamina a la dosis inyectada no generé otros
efectos que pudiesen interferir con la capacidad exploratoria del animal
hacia los objetos. A continuacion, si se consideran a los objetos de forma
individual, no se encontré ningun tipo de preferencia de un objeto frente a
otro.

De esta forma, se concluye que la segunda fase que compete a este
modelo fue efectuada con éxito: los objetos eran adecuados, el modelo no
genera una preferencia por alguno de ellos y la ketamina a esta dosis
permite que se dé una exploracion similar a lo que sucede en el control.
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Test

Por ultimo, en esta fase se evalla la capacidad del animal de evocar la
tarea. Como era de esperarse, los resultados indican que los animales del
grupo control fueron capaces de explorar por mas tiempo al objeto nuevo
y reconocer como objeto familiar al que habian sido expuestos durante la
fase del training. Aun asi, en los trabajos que utilizan este tipo de modelo,
los indices de discriminacion para los animales control suelen ser de
valores mayores a 0.4. En este caso, nuestra media se encuentra por
debajo del mismo. Este detalle puede deberse a condiciones particulares
del cuarto de experimentacion, como podria ser diferencias en la
dispersion de luz dentro de la caja.

Por otro lado, se demostré que la dosis de ketamina utilizada no genero el
efecto amnésico caracteristico que ha sido descripto en este modelo. Por
lo tanto, al igual que lo concluido para el modelo de LT, se deberia testear
otra dosis de ketamina con el fin de observar la alteracion cognitiva
esperada. Existen ciertos trabajos que han demostrado que a dosis
menores de ketamina, el efecto amnésico puede ser concebido. Un
ejemplo de esto es con dosis de ketamina de 1-3 mg/kg administradas via
intraperitoneal en ratas®!, mientras que en otros modelos animales como
conejos se logré a dosis de 1 mg/kg s.c.84.

En suma, puede decirse que los animales se habituaron con éxito al
modelo en la fase de habituacion. Durante la fase de training, los
animales demostraron no tener preferencia por ninguno de los objetos y
qgue el patron locomotor inducido por la droga no afectd la capacidad de
exploraciéon del animal. Finalmente, en la fase de test, los controles
demostraron actuar de acuerdo a lo esperado, con una mayor preferencia
hacia el objeto desconocido en relacién al familiar. Por su parte, los
animales tratados con la dosis de ketamina utilizada no generaron el
efecto amneésico en este modelo.
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Ventajas de la validacion de dos modelos de memoria en el
laboratorio

En este trabajo, se implementaron dos modelos de memoria: LT y NOR.
Tanto el modelo de LT como el de NOR presentan ciertas caracteristicas
en comun: ambos modelos no necesitan de recompensa ni aversion, son
econdémicos en costos y tiempo®63 y miden memorias a corto, mediano y
largo plazo®8, Ademas, ambos son sensibles a antagonistas NMDA®1.87,

A pesar de estos puntos en comun, ambos modelos presentan
caracteristicas particulares. Por un lado, el modelo de LT evalla memoria
y aprendizaje espacial®®, y la actuaciéon del animal en el modelo depende
de sistemas hipocampales, que a su vez dependen de los niveles de la
proteina BDNF (brain derived neurotrophic factor, parametro molecular
asociado al aprendizaje), lo cual ha sido estudiado recientemente en el
laboratorio donde realicé mi pasantia®. Por otro lado, el NOR evalla
memoria de reconocimiento de objeto, memoria episddica® y, algunos
autores, establecen que también evalia memoria de trabajo. A su vez, se
han asociado ciertas areas cerebrales al performance de los animales en
este modelo: el nucleo de Accumbens, hipocampo y corteza cerebral,
entre otras®.

Por lo tanto, ambos modelos son capaces de evaluar, con bajo costo de
tiempo y dinero, distintos tipos de memoria. Esto confiere una ventaja
importante, ya que se complementan el uno al otro y permiten evaluar de
forma mas completa las diferentes dimensiones de los trastornos
cognitivos de la esquizofrenia.
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CONCLUSIONES

El desarrollo de esta tesina permitio alcanzar las siguientes conclusiones:

1) Se caracterizaron con éxito los efectos comportamentales de la
administracion sistémica de ketamina 10, 25 y 40 mg/kg en el modelo CA.
Ellos concuerdan con los reportados en la literatura.

2) Se puso a punto el modelo NOR en el laboratorio. De esta forma se
sientan las bases para perpetuar su uso en el laboratorio.

3) La dosis de ketamina utilizada en ambos modelos de memoria (LT y
NOR) no gener0 las alteraciones esperadas en la funcidon cognitiva. Se
debera probar una dosis menor para evaluar sus efectos amnésicos en
los modelos.
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