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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi testar se a indugfo de potenciagio de longa dura¢do (LTP) no cértex
frontal seria capaz de bloquear os efeitos depressores sobre a plasticidade pré-sindptica da via hipocampo
(CA1)-cortex pré-frontal medial (mPFC) induzidos por pés-descarga no hipocampo (AD; atividade epiléptica)
ou pela injecdo sistémica de cetamina (KET; modelo farmacoldgico de psicose). Ratos anestesiados com uretana
receberam implantes de eletrodos de estimulacio e registro, em CAl e mPFC, respectivamente. Estimulos
elétricos monofasicos pareados foram aplicados em CA1 a cada 20s para eliciar potenciais p6s-sindpticos de
campo (P1 e P2) no mPFC. Avaliamos a plasticidade de curta duracio através da facilitagio por pulso pareado
(PPF), definida pela razdo entre as amplitudes de P2 e P1. Apés 90min de registros de linha de base, grupos
independentes de animais receberam aplicacio de AD, injecdo de KET-S(+) (12,5 mg/kg i.p.) ou injegio de
veiculo (NaCl 0,15M), e foram registrados por mais 120min. Em outro experimento registramos 30min de linha
de base e aplicamos estimulos de alta frequéncia (HFS) para indugio de LTP aos 30 e 60min. Trinta minutos
depois, os animais receberam KET, AD ou veiculo e tiveram seus potenciais corticais registrados por mais 120
min. Nossos resultados mostram que AD gera significativa redugio (-50%) da eficiéncia de transmissdo basal
na via CA1-mPFC, enquanto KET promove leve aumento (+10%). Ambos os tratamentos também promovem
prejuizo significativo da PPF na mesma via (-15%). Além disso, observamos que a indugio prévia de LTP atenua
as alteragdes da eficiéncia basal e bloqueia os prejuizos da PPF na via CA1-mPFC induzidos por KET e AD.
Nossos achados reforgam evidéncias recentes de que moduladores alostéricos positivos de NMDA e AMPA
atenuam 0s prejuizos cognitivos em modelos animais de psicose. Acreditamos, portanto, que a aplicacio prévia
de HFS na regido CA1 do hipocampo pode ser uma ferramenta ttil para melhor entendermos como prevenir
os prejuizos de plasticidade sindptica no mPFC em modelos de psicose e psicose pds-ictal.

Unitermos: psicose pos-ictal, plasticidade sinéptica, via CAl-cértex pré-frontal medial, potenciacdo de longa
duracio, pds-descarga, cetamina.

ABSTRACT

Prevention of the CA1-mPFC pre-synaptic plasticity impairments in a post-ictal psychosis model ‘in vivo’

The present work aimed to test whether the induction of cortical long-term potentiation (LTP) was able to
prevent the presynaptic plasticity impairment in the hippocampus (CA1)-medial prefrontal cortex (mPFC)
pathway induced by hippocampal after-discharge (AD; epileptic activity) or systemic injection of ketamine
(KET; pharmacological model of psychosis). Electrodes were stereotaxically positioned into CAl and mPFC
in urethane-anesthetized rats. Monophasic paired-pulses of electrical stimuli were applied to CA1 in order to
evoke field post-synaptic potentials (P1 and P2) in the mPFC every 20s. Short-term plasticity was evaluated
by measuring paired-pulse facilitation (PPF), defined as the amplitude ratio P2/P1. After 90min of baseline

*Trabalho vencedor do Prémio Aristides Ledo — XXXIV Congresso Brasileiro de Epilepsia, 06-09 de junho de 2012, Ribeirdo Preto, SP

2 Departamento de Neurociéncias e Ciéncias do Comportamento — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USE, Ribeirdo Preto, SR
b Instituto do Cérebro, Universidade Federal do Rio Grande do Norte — UFRN, Natal-RN.

Received Apr. 28, 2012; accepted Apr. 30, 2012.

45



Lopes-Aguiar C, Rossignoli MT, Esteves IM et al.

recordings, three independent groups of animals received hippocampal-AD, KET-S(+) (12.5mg/kg, i.p.) or
vehicle (NaCl 0.15M) followed by 120min of evoked response monitoring. In an additional experiment, two
applications of high-frequency stimuli (HFS) were given at 30 and 60min after baseline. Thirty minutes after
the second HFS, the rats received KET, AD or vehicle and their cortical evoked potentials were monitored for
further 120min. Our results showed that AD significantly decreased (-50%) whereas KET enhanced (+10%)
CA1-mPFC basal synaptic transmission. In addition, AD and KET similarly impaired short-term plasticity in
the mPFC (-15%). Interestingly, pre-induction of LTP in the mPFC prevented the PPF disruption induced by
KET and AD. Altogether, our findings support recent evidences that positive allosteric modulators of NMDA
and AMPA receptors attenuate cognitive impairments in animal models of psychosis. We believe that controlled
HEFS in CA1 can be a useful tool to better understand how to prevent synaptic plasticity disruptions observed
in experimental models of psychosis and pos-ictal psychosis.

Keywords: post-ictal psychosis, synaptic plasticity, CAl-medial prefrontal cortex pathway, long-term potentiation,

afterdischarge, ketamine.

INTRODUCAO

Virios estudos tém mostrado que a incidéncia de
psicose — perturbagio que envolve o inicio stbito de delirios,
alucinagdes, discurso desorganizado ou comportamento
amplamente desorganizado ou catatdnico — chega a ser trés
vezes maior em pacientes com epilepsia do lobo temporal
(ELT) do que em casos de epilepsia generalizada'?.
Entretanto, os mecanismos neurais responsaveis pela
ocorréncia e fenomenologia dos episédios psicéticos
em pacientes com epilepsia ainda sio pouco compreen-
didos.

A relagio entre psicose e epilepsia tem sido investigada
experimentalmente por meio, principalmente, de (1) pro-
tocolos de avaliagio comportamental em modelos animais
de epilepsia (genéticos ou induzidos)>*° e de abrasamento
limbico (kindling do hipocampo e amigdala)®?8; (2) pro-
tocolos de evocacio de pds-descargas (AD) no hipocampo’;
e (3) tratamentos agudos ou cronicos com antagonistas nao
competitivos do receptor de glutamato do tipo N-metil-
D-aspartato (NMDA)'°.

O modelo de AD tnica no hipocampo é considerado
uma importante ferramenta, pois induz hiperlocomogio
e movimentos estereotipados, logo que a atividade
epileptiforme cessa, reproduzindo alguns aspectos
caracterfsticos de um episddio psicético pds-ictal'l. Além
disso, o prejuizo nas fungdes do filtro sensério-motor gerado
por indugio de AD apresenta-se associado a aumento de
oscilacoes gama (30-100Hz) no hipocampo e cortex pré-
frontal medial (mPFC), como observado no modelo de
psicose induzido por cetamina (KET)!.

Os modelos de psicose gerados pela administracio
de antagonsitas glutamatérgicos como a fenciclidina
(PCP), KET ou a dizocilpina (MK-801) sdo baseados na
hipétese de hipofungio glutamatérgica da esquizofrenia'®.
Recentemente foi demonstrado que a administragio
sistémica de MK-801, além de potencializar oscilacoes
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gama'?, também ¢ capaz de alterar o perfil espectral
dentro da faixa de oscilagdes lentas (0,5-2Hz) no cértex
pré-frontal e reduzir a plasticidade sindptica de curta
duragio na via CA1-mPFC in vivo®. E interessante notar
que ambos os efeitos foram imediatamente revertidos apds
administracio de AMPAcina, um modulador alostérico
positivo de receptores AMPA. Ainda em suporte 2 hip6tese
glutamatérgica, estudos pré-clinicos com roedores tém
mostrado que a inibi¢io de transportadores de glicina (um
co-agonista do receptor NMDA) é capaz de (1) reverter
a hiperlocomocfo e o excesso de liberacio dopaminérgica,
induzidos por PCP!*, (2) potencializar a atividade do
mPFC in vivo'® e (3) reverter os prejuizos de memoria de
trabalho induzidos por KET'. Uma série de inibidores de
alta afinidade para o transportador de glicina tém sido
desenvolvidos e também testados, com sucesso, em modelos
experimentais de psicose!*, em pacientes com esquizofrenia!?
e em sujeitos sadios submetidos a administragio de KET!S.
Consistente com esses achados, alguns estudos sugerem que
a clozapina, um antipsicdtico atipico, funciona pelo menos
em parte como um agonista do sitio de glicina presente nos
receptores NMDA 4. Portanto, considerando as evidéncias
sobre o envolvimento da neurotransmissio glutamatérgica
nas alteragdes eletrofisioldgicas e comportamentais em
modelos experimentais de psicose, nosso objetivo foi
testar a hipétese de que a potencializacio sindptica de
longa duracdo (LTP) cortical é capaz de bloquear os efeitos
depressores da injecio sistémica de KET ou da aplicacio
de AD hipocampal, sobre a plasticidade pré-sindptica na
via hipocampo (CA1)-mPFC in vivo.

METODOS

Ratos Wistar adultos machos foram anestesiados com
uretana (1,3g/kg, i.p.) para implantagio estereotdxica de
eletrodos em CA1 e mPFC segundo coordenadas anatdmicas
de referéncia'’. No total, trés eletrodos foram implantados:
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(1) eletrodo monopolar de registro no mPFC; (2) eletrodo
bipolar de estimulo na regidio CA1l do hipocampo poste-
rior dorsal (com desnivel entre as pontas de 0,5 mm) e
(3) eletrodo monopolar de registro em CA1, localizado
1,5mm anterior ao eletrodo de estimulo. Estimulos
monofasicos pareados (0,2ms de duragio; intervalo inter-
estfimulos de 80ms) aplicados em CA1, a cada 20s, foram
capazes de eliciar potenciais pds-sindpticos de campo
denominados P1 e P2 no mPFC. A facilitagdo por pulso
pareado (PPF) foi definida pela razio entre as amplitudes
de P2 e P1, e foi estudada antes e depois da administracio
de AD-hipocampal, KET-S(+) (12,5 mg/kgi.p.) ou veiculo
(NaCl 0,15M i.p.).

Em resumo, apés 90min de registro de linha de base,
trés grupos independentes de animais receberam AD-
hipocampal, KET-S(+) ou veiculo e tiveram seus potenciais
monitorados por mais 120min. Para testar os efeitos da LTP
sobre a PPE, trés novos grupos de animais foram registrados
por 30min de linha de base e, em seguida, receberam
duas sessoes de estimulos em alta frequéncia (HES) aos
30 e 60min. Trinta minutos depois, cada grupo recebeu
como tratamento AD, KET-S(+) ou veiculo e tiveram
seus potenciais corticais registrados por mais 120min. A
indugio de AD-hipocampal foi realizada por um Gnico trem
de estimulos em CA1 constituido por 200 pulsos a 20Hz
(pulsos monofasicos; 1ms de duragio) com duracéo total
de 10 segundos'!. A indugido de LTP foi realizada por meio
da aplicacdo de HES, aos 30 e 60min de registro. Cada HFS
consistiu de duas séries de 10 trens (50 pulsos a 250Hz;
0,2ms de duracio; a cada 10s), separados por 10min®. A
corrente de estimulagio utilizada em todos os experimentos
foi em intensidade capaz de gerar o maior PPF nessa via
determinada a partir da curva de calibragfo'*. Para analisar
os potenciais evocados no mPFC consideramos amplitude
de P1 e P2 medidas como a distAncia entre o ponto maximo
do primeiro pico positivo e o ponto minimo do primeiro
pico negativo com laténcia de 16 a 20 ms. Esses valores
foram normalizados com relagio a linha de base, definida
como 100%. Todas as varidveis analisadas apresentaram

distribui¢do normal e, por isso, utilizamos o teste estatistico
ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido do
teste post hoc de Tukey.

RESULTADOS

A Tabela 1 sintetiza os principais efeitos de KET e
AD sobre a transmissdo e plasticidade pré-sindptica na
via CA1-mPFC in vivo. Nossos resultados indicam que a
injecdo sistémica de KET aumentou significativamente
a amplitude do P1 em dois momentos especificos do
experimento, de 120 a 130min e 170 a 190min [Interacio
tratamento-tempo: +10%, Sham-KET vs. Sham-SAL:
F(20, 260)=1,88, p<0.05; ANOVA de duas vias medidas
repetidas e teste post hoc de Tukey, p<0,05] sem afetar
de maneira significativa o P2 da via CA1-mPFC in vivo
(p>0,05). Em contrapartida, a indugido de AD gera uma
queda robusta de ambos, P1 [Tratamento: -50%; Sham-
AD vs. Sham-Sham: F(1, 12)=61,95, p<0,001, ANOVA
de duas vias medidas repetidas) e P2 [Tratamento: -60%;
F(1,12)=95,88, p<0,001] na mesma via. Além de robusto,
esse efeito mostrou ser sustentado, mantendo a queda inicial
dos potenciais de 50 a 60% por, no minimo, 2 horas em
relacdo ao grupo controle (teste post hoc de Tukey para P1
e P2; p<0,05). Embora KET e AD tenham efeitos bastante
distintos sobre a eficiéncia basal da via CA1-mPFC, ambos
geram prejuizo sobre sua plasticidade pré-sinaptica, medida
por PPF [Tratamento: -15%; Sham-KET vs. Sham-SAL:
F(1, 13)=39,34, p<0,001 e -13%; Sham-AD vs. Sham-
Sham: PPE F(1, 12)=6,31, p<0.05, ANOVA de duas vias
para medidas repetidas]. A Tabela 2 mostra as principais
comparacdes referentes ao segundo estudo realizado para
testar a hipétese de que a LTP seria capaz de bloquear os
prejuizos de AD e KET. Observa-se que a inducéo prévia
de LTP previne a queda dos PPF gerada por KET e AD.
Ao contrario do experimento anterior, nenhuma diferenca
foi observada entre os grupos tratados com LTP+KET, AD
ou SAL [Tratamento: F(2, 20)=0,089; p=0,9; ANOVA de
duas vias para medidas repetidas].

Tabela 1. Efeitos de KET e AD sobre a eficiéncia basal e plasticidade pré-sindptica da via
CA1-mPFC. P1: amplitude do primeiro potencial evocado no mPFC apos estimulacio de CALl.
P2: amplitude do segundo potencial evocado. PPF: razio entre as amplitudes de P2 e P1.

Comparacio . AN(.)VA . Parametros Variacao
duas vias medidas repetidas

Sham-KET vs. Sham-SAL F(20, 260)=1,88; p<0.05 P1 10%
Sham-KET vs. Sham-SAL n.s. P2 n.s.

Sham-KET vs. Sham-SAL F(1, 13)=39,34; p<0,001 PPF -15%
Sham-AD vs. Sham-Sham F(1, 12)=61,95; p<0,001 P1 -50%
Sham-AD vs. Sham-Sham F(1, 12)=95,88; p<0,001 P2 -60%
Sham-AD vs. Sham-Sham F(1, 12)=6,31; p<0,05 PPF -13%
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Tabela 2. Efeitos indugio prévia de LTP sobre os efeitos depressores de plasticidade pré-sinaptica

induzidos por KET e AD.
= ANOVA ~ I
Comparacio duas vias medidas repetidas Pariametros Variacao
LTP-KET vs. LTP-SAL n.s P1 n.s
LTP-KET vs. LTP-SAL n.s P2 n.s
LTP-KET vs. LTP-SAL n.s PPF n.s.
LTP-AD vs. LTP-SAL n.s P1 n.s
LTP-AD vs. LTP-SAL n.s P2 n.s.
LTP-AD vs. LTP-SAL n.s PPF n.s
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