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TAGUCHI, L. M. (2021) Efeitos da meta-clorofenilpiperazina (mCPP) sobre a autolimpeza e
alternancia espontanea em ratos: influéncias do sexo e do ciclo estral. Dissertagdo de
Mestrado, Programa de Pds-Graduagdo em Psicologia, Universidade Federal de S&o Carlos,
Séo Carlos, SP. 67 pp.

RESUMO

O Transtorno Obsessivo-Compulsivo (TOC) é caracterizado por obsesses e/ou compulsdes
que causam grande sofrimento aos portadores. As bases neurais subjacentes ao TOC precisam
ser melhor investigadas, considerando-se, por exemplo, as diferencas existentes em termos de
prevaléncia, severidade e sintomatologia entre homens e mulheres. Além disso, modelos
animais para estudo do TOC ainda ndo estdo bem estabelecidos, sendo o agonista
serotoninérgico meta-clorofenilpiperazina (mCPP) utilizado como ferramenta na tentativa de
explorar a relacdo entre a transmissao serotoninérgica e o TOC. O presente estudo teve como
objetivos comparar a expressao basal da autolimpeza e alternancia espontanea em ratos machos
e fémeas (proestro/estro e metaestro/diestro) e avaliar os efeitos da administracdo aguda ou
repetida da mCPP sobre esses comportamentos. Para isso, ratos Wistar machos e fémeas em
proestro/estro e metaestro/diestro tiveram a autolimpeza e alternancia espontanea basais
comparadas (exp.1); ou receberam injecao intraperitoneal de salina ou mCPP (0,1, 0,5 ou 1,0
mg/kg) de forma aguda (exp.2) ou repetida (exp.3) para avaliacdo dos efeitos sobre esses
comportamentos. Nao foram encontradas diferencas basais para autolimpeza ou alternancia
espontanea entre machos e fémeas ou entre fémeas em diferentes fases do ciclo estral. A
administragdo aguda ou repetida da mCPP n&o alterou, de forma importante, 0s
comportamentos de autolimpeza ou alternancia espontanea para machos ou fémeas. De fato,
houve apenas diminuicdo da autolimpeza para fémeas em metaestro/diestro tratadas
agudamente com mCPP 1,0 mg/kg e aumento significativo da laténcia para entradas no teste de
alternancia causado pelas doses mais altas de mCPP administradas de forma aguda em fémeas
em proestro/estro e de forma repetida em fémeas em metaestro/diestro. Assim, de maneira geral,
nossos resultados indicam que os comportamentos naturais de autolimpeza e alternancia
espontanea em ratos da linhagem Wistar ndo parecem diferir entre machos e fémeas ou estar
associados as alteracfes hormonais apresentadas ao longo do ciclo estral. Além disso,
diferentemente do esperado, a mCPP ndo exacerbou o comportamento de autolimpeza ou
prejudicou a alternancia espontanea em nosso estudo para machos ou para fémeas. Por outro
lado, os efeitos da mCPP observados parecem indicar um potencial comprometimento motor
induzido pelo farmaco ocorrendo apenas nas fémeas.

Palavras-chave: serotonina; labirinto em T; alternancia espacial; Transtorno Obsessivo-
Compulsivo; fémeas.
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ABSTRACT

Obsessive-Compulsive Disorder (OCD) is characterized by obsessions and/or compulsions that
cause great suffering to patients. The neural bases underlying OCD need to be better
investigated, considering, for example, the existing differences in terms of prevalence, severity,
and symptomatology between men and women. In addition, animal models for the study of
OCD are not yet well established, with the serotonergic agonist meta-chlorophenylpiperazine
(mCPP) being used as a tool in an attempt to explore the relationship between serotonergic
transmission and OCD. The present study aimed to compare the basal expression of self-
grooming and spontaneous alternation in male and female rats (proestrus/estrus and
metestrus/diestrus) and to evaluate the effects of acute or repeated administration of mCPP on
these behaviors. For this, male and female Wistar rats (females in proestrus/estrus and
metestrus/diestrus) had basal self-grooming and spontaneous alternation compared (exp.1); or
received intraperitoneal injection of saline or mCPP (0.1, 0.5 or 1.0 mg/kg) acutely (exp.2) or
repeated (exp.3) to assess the effects on these behaviors. No baseline differences were found
for self-grooming or spontaneous alternation between males and females or between females at
different stages of the estrous cycle. Acute or repeated administration of mCPP did not
significantly alter self-grooming behaviors or spontaneous alternation in males or females. In
fact, there was only a decrease in self-grooming for females in metestrus/diestrus treated acutely
with 1.0 mg/kg mCPP and a significant increase in latency for entries in the alternation test
caused by the higher doses of mCPP administered acutely on females in proestrus/estrus and
repeatedly on females in metestrus/diestrus. Thus, overall, our results indicate that the natural
behaviors of self-grooming and spontaneous alternation in Wistar rats do not appear to differ
between males and females or be associated with hormonal changes presented along the estrous
cycle. Furthermore, contrary to expectations, mCPP did not exacerbate the self-grooming
behavior or impair spontaneous alternation in our study for males or females. On the other hand,
the observed effects of mMCPP seem to indicate a potential drug-induced motor impairment
occurring only on females.

Keywords: serotonin; T maze; special alternation; obsessive-compulsive disorder; females
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1. INTRODUCAO

1.1. Transtorno Obsessivo-Compulsivo

O Transtorno Obsessivo-Compulsivo (TOC) é caracterizado, no Manual Diagnostico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5), pela presenca de obsessbes e/ou compulsoes,
considerando obsessdes 0s pensamentos, imagens ou impulsos indesejados, mas recorrentes e
persistentes; e compulsdes como atos mentais ou comportamentos repetitivos que o individuo
sente necessidade de executar como resposta a alguma obsessdo (American Psychiatric
Association, 2014). Em outras palavras, sdo comportamentos e pensamentos recorrentes, que
impedem que o individuo tenha qualidade de vida, tomando grande parte do seu tempo,
impedindo a realizacdo de outras atividades e gerando sofrimento significativo para quem tem
0 transtorno.

Os sintomas geralmente sdo graves e em 10 % dos casos, incapacitantes (Cordioli,
2014). Em uma pesquisa realizada pela Organiza¢do Mundial da Saude, o TOC estava entre as
10 principais causas de incapacitacdo no mundo em 2004, na categoria de transtornos
neuropsiquiatricos, que juntos sdo responsaveis por 22 % de incapacitacdo e prejuizo da
qualidade de vida em mulheres entre 15 e 49 anos ao redor do mundo (WHO, 2008). O TOC &,
ainda, um importante fator de risco para separacdes e divdrcios, em razdo dos constantes
conflitos que os sintomas provocam na familia (Lensi et al., 1996). Estima-se que o transtorno
acometa entre 1,2 e 2,3 % das pessoas ao longo da vida (Ruscio et al., 2010; Mathes et al.,
2019).

Estudos utilizando neuroimagem possibilitaram a visualizagdo do cérebro em
funcionamento, permitindo comparar o metabolismo cerebral de individuos com e sem TOC e
identificar as regibes relacionadas ao transtorno (Menzies et al., 2008; Cordioli, 2014). A

desregulacdo do circuito cortico-estriado-talamo-cortical foi uma das primeiras propostas de
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alteracdo neuroanatdmica no TOC, sendo investigada por diversos estudos, nos quais
encontraram alteragcdes principalmente nas regides orbitofrontal e estriatal (Menzies et al.,
2008; Milad e Rauch, 2012; Stein et al., 2019). Adicionalmente, pesquisas sugerem que
anormalidades no funcionamento da amigdala também possam ser relevantes para o0 TOC, por
causa de sua forte integragdo com os sistemas cdrtico-estriado-talamo-corticais e seu papel bem
estabelecido na regulacdo da ansiedade, memaria do medo e flexibilidade comportamental, que
se encontram comprometidas no TOC (Milad e Rauch, 2012; Milad et al., 2013; Stein et al.,
2019; Zhang et al., 2020).

Em uma pesquisa realizada com adultos americanos, 90 % dos portadores de TOC
afirmou apresentar comorbidades com outros transtornos. Os transtornos de ansiedades foram
0s mais comumente relatados, seguidos por transtornos de humor, de controle e de uso de
substancias (Ruscio et al., 2010). Até o DSM-1V, o TOC estava categorizado juntamente com
os Transtornos de Ansiedade (APA, 2000). Porém, no DSM-5 foi criada uma classificacdo que
tem o TOC como diagndstico principal do novo grupo Transtorno Obsessivo-Compulsivo e
Transtornos Relacionados (APA, 2014). A separacdo do TOC dos Transtornos de Ansiedade
sugere que a ansiedade ndo seja caracteristica fundamental ou ndo exerca influéncia decisiva
sobre o TOC (Diniz et al., 2012), embora seja raro encontrar pacientes com TOC sem
comorbidades (Ruscio et al., 2010; Fineberg et al., 2011). As pesquisas sobre as bases
bioldgicas do TOC, até entdo escassas, tornaram-se ainda mais necessarias para que se tenha
mais conhecimento sobre suas caracteristicas e fisiopatologia, entendendo assim melhor o

transtorno e sua relagdo com a ansiedade.

1.2. Mecanismos serotoninérgicos e a meta-clorofenilpiperazina
Por muito tempo, o tratamento farmacoldgico do TOC feito com antidepressivos

triciclicos, antagonistas de receptores dopaminérgicos ou moduladores dos receptores
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GABAérgicos, era pouco utilizado pois ndo apresentava resultados eficazes (Kreiss et al.,
2013). Na medida em que a utilizagdo de antidepressivos que atuam mais especificamente na
neurotransmissdo serotoninérgica comecou a fazer mais efeito, varios estudos clinicos e pré-
clinicos demonstraram o papel do sistema serotonérgico na mediacéo do TOC (Fineberg e Gale,
2005; Korff e Harvey, 2006; Stein, 2002; Zohar e Insel, 1987; Kreiss et al., 2013; Nardo et al.,
2014; Stewart et al., 1989). Com a utilizagéo de inibidores seletivos de receptacdo de serotonina
(ISRS) como tratamento farmacoldgico, os resultados comecaram a aparecer e a taxa de
melhora significativa subiu para cerca de 60% dos pacientes; entretanto, estes pacientes
raramente ficam completamente sem sintomas (Kreiss et al., 2013; Marques, 2001; Shavitt et
al., 2001). Ainda, estudos de neuroimagem funcional realizados em pacientes com TOC,
durante a provocacdo de sintomas, demonstraram atividade cerebral elevada no cértex
cingulado anterior e orbitofrontal, estriado e talamo, que diminui ap6s o tratamento bem-
sucedido com os ISRS (Saxena e Rauch, 2000).

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) € um neurotransmissor do tipo amina,
derivado do aminodcido triptofano, amplamente encontrado no mesencéfalo. Os receptores 5-
HT s&o divididos em 7 classes (5-HT1a 5-HT7) com pelo menos 14 subtipos (Rang et al., 2012;
Stahl, 2014). As principais areas de projecdes serotoninérgicas que podem estar relacionadas
ao TOC sdo o cortex, hipocampo, sistema limbico e hipotdlamo (Rang et al., 2012; Milad e
Rauch, 2012). A meta-clorofenilpiperazina (mCPP) é uma substancia cujo papel como agonista
ndo seletivo de receptores serotoninérgicos estad bem estabelecido na literatura, tendo sido um
dos primeiros compostos amplamente utilizado em pesquisas cientificas (Korff & Harvey,
2006; Stein, 2002; Zohar & Insel, 1987; Lombardi, 2012). Seus efeitos sdo aparentemente
mediados pelos receptores 5-HT2c, que parecem envolvidos na regulagdo das funcdes
serotoninérgicas e dopaminérgicas em diversas regides encefalicas (Graf et al, 2003; Papakosta

et al., 2013; Reimer et al., 2018). Com a administragdo local de mCPP no nucleo accumbens
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em ratos Sprague-Dawley machos acordados, foi observado, por meio de microdialise, um
aumento da concentracdo de 5-HT e dopamina nessa estrutura (Baumann et al., 2001).

Explorando a hipdtese do envolvimento da neurotransmisséo serotoninérgica no TOC,
foi demonstrado em estudo randomizado, duplo-cego, placebo-controlado, que a mCPP é capaz
de exacerbar de forma transitoria os sintomas dos pacientes com TOC em compara¢do aos
individuos sem esse diagnostico (Zahar et al, 1987). Além disso, a administragdo de mCPP
também exacerbou os sintomas e induziu alteracBes nas respostas neuroenddcrinas em
pacientes com TOC ndo tratados (Stein, 2002; Zohar & Insel, 1987). Em outro estudo,
observou-se que pacientes tratados cronicamente com fluoxetina (um dos ISRS mais
prescritos), alem de apresentarem melhora nos sintomas do TOC, ndo mais tiveram esses
sintomas exacerbados em resposta a administracdo de mCPP (Hollander et al, 1991).

Assim, disfuncBes nas vias serotoninérgicas tém sido relacionadas a expressao dos
sintomas do TOC, tendo os ISRS se estabelecido como classe de medicamentos ainda
considerados como um dos tratamentos de primeira linha para o transtorno, uma vez que a
reducdo dos sintomas de TOC continua sendo comprovada tanto na préatica clinica como em
inimeras pesquisas (Hollander et al., 1991; Saxena e Rauch, 2000; Cordioli, 2014). Todavia,
ainda é necessario investigar a seletividade dos efeitos dos ISRS para pacientes com TOC, ja
que na maioria das vezes a resposta terapéutica é parcial, levantando a hipétese de que a
neurotransmissao serotoninérgica seja importante apenas para parte dos sintomas (Marques,
2001; Shavitt et al., 2001; Kreiss et al., 2013; Cordioli, 2014). Devido a diversidade das
manifestacdes clinicas e a evolucdo dos sintomas ao longo da vida, que podem se modificar,
desaparecerem ou surgirem novos sintomas, a hipotese serotoninérgica carece de maiores

investigacoes (Cordioli, 2014).

1.3 Modelos animais para o estudo do TOC
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Uma outra questdo importante no estudo do TOC é que ainda ndo existem modelos
animais ideais para esse transtorno, que se enquadrem simultaneamente nos critérios de
validagcdo de face, constructo e previsibilidade. De fato, devido a natureza cognitiva das
obsessdes, estas ndo podem ser diretamente acessadas nos animais. Ja os comportamentos do
tipo compulsivo podem ser analisados e s&éo comumente utilizados em modelos animais para o
TOC. Como as manifestacOes motoras estdo intimamente conectadas com as manifestacoes
cognitivas no TOC, é vélido observa-las como forma de tentar entender melhor o transtorno
(Fineberg et al., 2011). Para modelar completamente o TOC, seria necessario cobrir aspectos
comportamentais, neuroquimicos e de anormalidades estruturais cerebrais especificas, analogas
ao transtorno (Stein, 2000; Phillips, 2002; Korff & Harvey, 2006). Nao é possivel, entretanto,
estabelecer um modelo animal que simule todas as caracteristicas de um transtorno mental.
Assim, é mais adequado selecionar modelos que avaliem caracteristicas especificas do
transtorno separadamente, usando diversos modelos animais para explorar diferentes aspectos
do TOC (Graf et al., 2003; Kreiss et al., 2013; Joel, 2006; Stewart et al., 1989).

Nesse sentido, a autolimpeza e a alternancia espontanea sdo exemplos de
comportamentos que podem ser observados em roedores e extrapolados a comportamentos
vistos em pacientes com TOC (Joel, 2006; Korff e Harvey, 2006; Reimer et al., 2015). O
comportamento de autolimpeza é composto por uma sequéncia de movimentos coordenados
que incluem lamber, cocar e limpar, voltados para a limpeza do pelo da cabeca e do corpo do
animal (Graf et al., 2003; Kalueff et al., 2007; Reimer et al., 2015; Sachs, 1988). Esse
comportamento, com claras fungdes adaptativas em determinadas situagdes, € considerado
deslocado em alguns contextos, pois pode aparecer, por exemplo, quando o animal é colocado
em situagdes atipicas ou estressantes, como o labirinto em cruz elevado (Anseloni e Brandéo,
1997; Sachs, 1988). Esse comportamento quando realizado excessivamente pode ser

comparado aos comportamentos  obsessivos e compulsivos relacionados a
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contaminacgéo/limpeza em pacientes com TOC (Diniz et al, 2012; Reimer et al., 2015). No
estudo de Estanislau e colaboradores (2019), o comportamento de autolimpeza espontaneo em
ratos foi registrado em testes comportamentais e seus resultados sugerem uma relagao entre a
realizacdo da autolimpeza e 0 aumento da persisténcia desse comportamento durante ou ap6s
uma situacdo estressante. Ainda, a mCPP foi capaz de exacerbar o comportamento de
autolimpeza em ratos machos (Graf et al., 2003; Georgiadou et al., 2012), e teve seu aumento
revertido pelo SB-242084, um antagonista de receptores do tipo 5-HT2c (Graf et al., 2003).

J& a alternédncia espacial refere-se a tendéncia natural do rato em explorar novos lugares
sequencialmente e sucessivamente, ou seja, se apresentado a dois caminhos, o animal vai
escolher um e depois vai visitar o outro (Joel, 2006; Korff e Harvey, 2006). A diminuigéo da
alternancia espacial pode ser comparada a indecisdo e a perseveracao observadas nos pacientes
com TOC (Joel, 2006; Korff e Harvey, 2006; Yadin et al., 1991). Em um estudo realizado em
1991, Yadin e colaboradores colocaram ratos privados de alimento em um labirinto em T que
continha leite achocolatado em cada braco, e estudaram o padrdo de escolha desses animais
pelos diferentes bracos do labirinto. Tracada a linha de base, na qual os animais apresentaram
alternancia nas visitas, foram administrados um agonista ndo-seletivo serotoninérgico, a
5-MeODMT, ou um agonista seletivo 5-HT1A, o 8-OH-DPAT. Ambas as drogas aumentaram
significativamente as escolhas repetidas no labirinto em T, ou seja, diminuiram a alternancia,
apontando uma relacdo entre comportamentos tipo-compulsivos e a serotonina. Alguns estudos
também foram capazes de induzir a perseveracdo em ratos no teste de alternancia espacial
reforcada utilizando a mCPP (Tsaltas et al., 2005; Kontis et al., 2008; Papakosta et al., 2013),
indicando que essa persisténcia pode ser modulada por receptores do tipo 5-HT2 (Papakosta et
al., 2013).

O animal ndo parece, entretanto, precisar estar em privacdo para apresentar alternancia

espacial (Deacon e Rawlins, 2006). Em estudo prévio de nosso grupo de pesquisa (Taguchi,
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2018), mostramos que ratos ndo privados de alimento ou agua, quando colocados no labirinto
em “T” elevado durante a linha de base, fase em que o animal ainda n&o havia sido manipulado
farmacologicamente, obtiveram em média 57 % de alternéncia, valor dentro do esperado para
alternancia espontanea sem privacao/recompensa (Deacon e Rawlins, 2006). Ou seja, mesmo
sem nenhum estimulo diferencial no aparato, o rato tendeu a visitar ambos os bragos do labirinto
em “T” elevado e alternar essas visitas em mais da metade das tentativas. Ainda nesse estudo,
observamos uma tendéncia clara de diminui¢cdo da porcentagem de alternancia espontanea
quando administrada a mCPP, principalmente para as doses de 0,1 e 0,5 mg/kg no periodo de
teste, tanto em relacdo a linha de base quanto em relacdo ao grupo salina no préprio teste
(Taguchi, 2018). Imaginamos que tal efeito poderia vir a se tornar mais robusto com a execucéo
do teste sem exposicdo prévia dos animais ao aparato, uma vez que demonstramos ndo ser
necessario treinamento prévio no labirinto e observamos aumento da laténcia para entrada nos
bracos no teste em relagdo a linha de base (Taguchi, 2018), o que poderia estar influenciando a
tomada de decis&o.

De maneira geral, a literatura considera a utilizacgdo da mCPP na inducdo de
comportamentos repetitivos/persistentes como um modelo animal para o TOC promissor,
apesar de apontar resultados diferentes dependendo da dosagem, teste, espécies e linhagens
utilizados (Stewart et al., 1989; Joel, 2006; Korff e Harvey, 2006; Kreiss et al., 2013; Nardo et
al., 2014; Reimer et al., 2018). Nesse sentido, pesquisas nesse caminho precisam continuar a
serem feitas, em busca da dose efetiva da mCPP a ser utilizada, da padronizacao da metodologia
empregada e do estabelecimento das relagdes entre 0s comportamentos tipo-compulsivos
induzidos pela mCPP e 0os comportamentos tipicamente avaliados em testes de ansiedade, por
exemplo. Por existirem muitas inconsisténcias nos estudos, ha necessidade de explorar 0s
comportamentos avaliados e os métodos utilizados a fim de facilitar a replicagdo dos estudos e

ser menos custoso para o animal. Adicionalmente, a grande maioria das pesquisas focam seus
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estudos apenas em machos, generalizando seus resultados para as fémeas, 0 que pode ser
prejudicial para o entendimento completo do transtorno.

Dada a importancia da investigacao das alteragdes bioldgicas envolvidas nos transtornos
mentais e as diferencas encontradas nos protocolos dos modelos animais para o TOC, é
importante que pesquisas nessa area continuem sendo realizadas. Com o desenvolvimento de
modelos animais cada vez mais padronizados, e que levem em consideragéo diferencas entre
sexos, sera possivel compreender mais sobre a fisiopatologia do TOC e contribuir para

intervengdes terapéuticas cada vez mais eficazes para esse transtorno.

1.4. Diferencas sexuais no TOC e nos modelos animais para TOC

A manifestagcdo do TOC em homens e mulheres pode ocorrer de diversas formas, como
medos de contaminacgdo/lavagens, davidas/checagens, ordem/simetria, obsessbes de contetdo
inaceitavel, compulsdo por acumulacdo ou colecionismo (Cordioli, 2014). O diagndstico de
TOC é um pouco mais comum em meninos durante a infancia, com sintomas emergindo mais
cedo e frequentemente associados a tiques/transtorno de Tourette ou transtorno de déficit de
atencdo/hiperatividade (TDAH), enquanto as meninas apresentam maiores riscos de
desenvolver o transtorno na adolescéncia, durante ou apds a menarca, e vida adulta, com a
maioria dos casos permanecendo ao longo da vida (Kinrys e Wygant, 2005; Ruscio et al., 2010;
Cordioli, 2014; Mathes et al., 2019).

Torresan e colaboradores (2013) observaram que, para homens, além de apresentarem
mais tiques, os sintomas de dimensdo sexual/religiosa foram mais comuns e graves, enquanto
as mulheres eram mais propensas a apresentar sintomas de agressividade e
contaminacgdo/limpeza. Além disso, mulheres tém maiores riscos de desenvolver o transtorno
durante ou ap0s a gravidez (Mathes et al., 2019). Ainda, segundo uma meta-analise realizada

para estimar a prevaléncia do TOC em mulheres gravidas ou em p6s-parto, foi evidenciado que
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elas tém maiores chances de experienciar o TOC quando comparadas a populagéo geral, com
apresentacdo de sintomas relacionados a contaminacéo e/ou obsessfes agressivas, geralmente
relacionadas ao bebé (Russell et al., 2013). Essas pesquisas indicam que 0s hormonios
ovarianos poderiam estar envolvidos no desenvolvimento do transtorno e precisam ser melhor
investigados (Kinrys e Wygant, 2005; Russell et al., 2013; Mathes et al., 2019).

Estudos experimentais com animais também indicam diferengas comportamentais
dependendo do sexo dos roedores (Gouveia et al., 2004; Ulloa et al., 2004; Reimer et al., 2018).
Para esses animais, a producao ciclica de horménios sexuais é chamada de ciclo estral, dura em
média quatro ou cinco dias e € caracterizado por quatro fases, proestro, estro, metaestro e
diestro, as quais podem ser determinadas pela proporcdo dos trés tipos celulares: células
epiteliais, células cornificadas e leucocitos (Marcondes et al., 2002). O inicio do ciclo comeca
pelo proestro, fase na qual as células epiteliais nucleadas estdo presentes em grande quantidade
e a concentracdo dos hormonios sexuais esté alta. A ovulacao ocorre na fase de estro, marcada
pela predominancia das células cornificadas, ndo nucleadas, e pelo pico de progesterona. A fase
seguinte, metaestro, é caracterizada pela proporcdo equivalente de leucdcitos, células
cornificadas e células epiteliais nucleadas, e pelos baixos niveis de estrdgeno e um pequeno
aumento da concentracdo de progesterona. Ja a fase de diestro é caracterizada
predominantemente por leucdcitos, sendo o periodo em que ocorre a queda abrupta dos niveis
de progesterona, que marcam o fim do ciclo (Butcher et al., 1974; Lovick et al., 2014).

Em um estudo realizado no labirinto em T, ratas pré-adolescentes apresentaram taxas
mais baixas de alternancia espontanea e permaneceram repetindo suas escolhas por mais tempo
gue 0os machos, entretanto, apenas 0s machos tratados com 8-OH-DPAT apresentaram
perseveracdo na alterndncia espontanea (Ulloa et al., 2004). Em outro estudo, Olvera-

Hernandez e colaboradores (2013) observaram que alteracdes das concentracdes de estradiol
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durante o ciclo estral interferiram no comportamento persistente das ratas induzido pelo
agonista serotoninérgico 8-OH-DPAT.

Em 2018, Reimer e colaboradores mostraram que tanto ratos machos quanto fémeas
apresentaram indices mais altos de autolimpeza quando receberam administragdo de mCPP
durante o pré-teste e nos treinamentos de extin¢gdo do medo condicionado ao contexto e ao som.
A atividade motora também foi comprometida com a dosagem mais alta para ambos 0s sexos,
diminuindo a locomocédo, mobilidade e o nimero de entradas no centro da arena quando
avaliados no teste de campo aberto. Outro dado interessante desse estudo foi que apenas as
fémeas tiveram a retencdo da extingdo do medo prejudicadas pela mCPP, principalmente as
fémeas submetidas ao treinamento de extingdo do medo nas fases de metaestro/diestro (Reimer
et al., 2018). Assim como nessas fémeas, esse prejuizo na retencdo da extingdo também pdde
ser observado em pacientes com TOC (Milad et al., 2009, 2013).

Desta forma, investigar as diferencas entre 0s sexos se mostra interessante, uma vez que
existem indicios de que as diferencas hormonais influenciem o surgimento do TOC e sua forma
e intensidade de manifestacdo (Gouveia et al., 2004; Ulloa et al., 2004; Kinrys e Wygant, 2005;

Mathes et al., 2019).

Assim, o presente estudo visa contribuir na busca por um melhor modelo animal que
possa ser utilizado para o estudo do TOC. Em especifico, temos por objetivos avaliar a
expressao basal dos comportamentos de autolimpeza e alternancia espontanea em ratos machos
e fémeas em diferentes fases do ciclo estral e, em seguida, avaliar os efeitos da administracdo
aguda e repetida da mCPP na indugdo de comportamento de autolimpeza nos animais,
observando potenciais diferengas sexuais e hormonais, e explorar sua relagdo com o
comportamento de alternancia espontanea no labirinto em T, sem que o animal precise ficar em

privacdo ou tenha que treinar no aparato antes de ser exposto ao teste. Além disso, o0 presente
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estudo pode contribuir para o melhor entendimento acerca do envolvimento dos receptores 5-
HT2c na geragdo de comportamentos que podem ser associados a sintomas do TOC. Temos
como hipoteses que, inicialmente, os comportamentos basais de autolimpeza e alternéncia
espontanea néo se diferenciariam em relagéo ao sexo do animal, mas que tanto a administragéo
aguda quanto repetida da mCPP aumentaria 0 comportamento de autolimpeza e esse estaria
associado a diminuicdo da alterndncia espontdnea para ambos 0S sexos; porém, com a
administracdo repetida, esperdvamos efeitos mais robustos. Além disso, esperavamos que as
fémeas na fase de metaestro/diestro (fase de baixa quantidade de hormonios gonadais)
apresentassem menores indices de alternancia ap6s tratamento com mCPP, tanto em
comparacdo com as fémeas em proestro/estro quanto quando comparadas com os machos, o

que indicaria que este seria um modelo animal mais promissor para o estudo do TOC.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
O objetivo geral do presente estudo é avangar a busca por um melhor modelo animal
para o estudo do TOC utilizando a mCPP para indugéo de comportamentos tipo-compulsivos

em ratos e explorando potenciais efeitos diferenciais em machos e fémeas.

2.2. Objetivos especificos

1) avaliar a expresséo dos comportamentos de autolimpeza e de alternancia espontanea
basais em ratos, considerando a influéncia do sexo e das fases do ciclo estral em fémeas;

2) avaliar os efeitos da administracdo aguda de mCPP sobre a expressdo dos
comportamentos de autolimpeza e de alternancia espontanea em ratos, considerando a
influéncia do sexo e das fases do ciclo estral em fémeas;

3) avaliar os efeitos da administragdo repetida de mCPP sobre a expressdo dos
comportamentos de autolimpeza e alternancia esponténea, considerando a influéncia do sexo e

das fases do ciclo estral em fémeas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Ao todo, foram utilizados 110 ratos Wistar machos e 220 fémeas, com
aproximadamente 75 dias de vida e pesando em média 350 g e 270 g, respectivamente,
provenientes do biotério central da Universidade Federal de Séo Carlos, campus S&o Carlos.
Para o experimento 1 foram utilizados 14 machos e 17 fémeas. Para 0 experimento 2, foram
utilizados 48 machos e 100 fémeas. Para o experimento 3, foram utilizados 48 machos e 103
fémeas. Os animais ficaram no biotério setorial do Laboratério de Psicologia da Aprendizagem
(LPA) do Departamento de Psicologia da Universidade Federal de S&o Carlos, alojados em
grupos de 5 ratos, em caixas de polipropileno (40 x 33 x 25 cm) forradas com maravalha, com
livre acesso a agua e comida. A iluminacdo foi artificial, com ciclo claro/escuro 12 x 12 h,
iniciando o periodo claro as 7:00 h. Todos os experimentos foram realizados durante a fase
clara do ciclo. Os animais foram transportados individualmente até a sala experimental em
caixas de polipropileno (40 x 33 x 17 cm) forradas com maravalha. Todos 0s experimentos
foram realizados seguindo os principios éticos da experimentacdo animal, com protocolos
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de S&o Carlos

(CEUA- UFSCar n° 6139080419, ANEXO A).

3.2. Determinacdo da fase do ciclo estral

Antes do inicio dos experimentos com as fémeas, por no minimo 2 semanas, foi
realizado esfregaco vaginal diariamente para acompanhamento do ciclo estral, sempre entre
12h00 e 14h00. Para recolher as amostras de tecido epitelial, uma haste esterilizada e umedecida
em solucdo fisiologica foi utilizada. As amostras foram entdo depositadas em laminas de

microscopia. Foi utilizado o corante do tipo Pandtico Rapido (Laborclin Ltda., Brasil) e, apds
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a coloracdo e secagem, a lamina foi submetida a microscopia 6ptica com aumento de 40 ou 100
x para avaliacdo celular. As fases do ciclo foram verificadas e classificadas com base na
proporcdo de células epiteliais, células cornificadas e leucocitos observados no esfregago
(Maeng et al., 2015). As ratas foram divididas em dois grupos de acordo com a fases do ciclo
estral: em proestro/estro, fases iniciais do ciclo, marcadas pela presenca de células nucleadas e
maiores concentrages de hormdnios sexuais, e metaestro/diestro, fases finais do ciclo em que
os leucdcitos sdo encontrados em grande quantidade, que posteriormente se desfazem, e ha uma
queda abrupta dos niveis de progesterona (Fig. 1) (Becker et al., 2005; Maeng et al., 2015;
McLean, 2012). Apenas as fémeas que completaram pelo menos dois ciclos regulares foram

consideradas aptas a realizarem os testes comportamentais.

Figura 1. Fotomicrografias ilustrativas da avaliacéo citoldgica caracteristica das fases do ciclo estral de ratas.
Aumento de 100x. (A) Proestro, (B) Estro, (C) Metaestro e (D) Diestro. As setas em preto, vermelho e verde
indicam células nucleadas, células cornificadas e leucocitos, respectivamente.

3.3. Drogas

A droga utilizada foi 0 agonista serotoninérgico meta-clorofenilpiperazina (mCPP), nas

doses 0,1; 0,5 e 1,0 mg/kg. A mCPP foi administrada intraperitonealmente em volume constante

de 1,0 ml/kg. Foi administrado o volume equivalente de salina fisiologica (0,9 %) para 0s
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grupos controle. A administragdo aguda da mCPP ocorreu imediatamente antes da avaliacdo da
resposta de autolimpeza e, consequentemente, 20 min antes do teste de alterndncia espontanea.
A administracdo repetida de mCPP ocorreu por 4 dias consecutivos, sendo a ultima
administracdo imediatamente antes da avaliagdo da resposta de autolimpeza e,
consequentemente, 20 min antes do teste de alternancia espontanea. As doses da droga foram
escolhidas com base em estudos anteriores (Graf et al., 2003; Taguchi, 2018; Tsaltas, 2005;

Reimer et al., 2018).

3.4. Equipamentos e procedimentos

Caixa de observagdo: Para avaliar por 20 min a emissdo do comportamento de
autolimpeza, observado imediatamente apds a administracdo de droga ou salina, o animal foi
colocado em uma caixa medindo 30 x 30 x 30 cm (Fig. 2), sendo que o teto, a porta e a parede
posterior eram de acrilico transparente, as duas paredes laterais de aluminio e o assoalho
constituido por um suporte de polipropileno. Foram avaliadas a frequéncia e duracdo da
execucdo do comportamento de autolimpeza, que inclui, lamber, cocar e limpar toda regido do

corpo e cabeca do animal.

Figura 2. Fotografia da caixa experimental utilizada para observacao da autolimpeza.

29



Labirinto em T: Para o teste de alternancia espontanea, foi utilizado um labirintoem T
(Fig. 3). O aparato é composto por dois bragos de acrilico com as mesmas dimensdes (10 cm
de largura e 50 cm de comprimento), com paredes laterais de acrilico com 40 cm de altura e
portas moveis de acrilico que permitem isolar os bragos. O terceiro braco (10 cm de largura e
35 cm de comprimento) esta disposto entre os outros dois bragos perpendicularmente, formando
um “T”. Os animais foram expostos ao labirinto em T ap6s completarem 20 min de exposicao
a caixa de observacdo da autolimpeza. O animal foi colocado na por¢do final do braco
perpendicular do labirinto. Quando o animal entrou em um dos bragos com o corpo inteiro, a
porta movel foi colocada e decorridos 30 s, 0 animal foi retirado do aparato para a limpeza com
solucdo alcodlica (20 %) e acido acético (5%), para evitar a perda do interesse em explorar 0
labirinto (Deacon e Rawlins, 2006). O periodo maximo de permanéncia do animal em cada
tentativa foi de 300 s. Quando o animal ndo atingiu o brago ou ficou entre os dois bragos por
quatro vezes seguidas, foi descartado do experimento. Foram avaliados o braco escolhido e a
laténcia para a entrada em um total de 7 tentativas consecutivas (Yadin et al., 1991; Taguchi,

2018).

Figura 3. Imagem do labirinto em T utilizado para realizag8o do teste de alternéncia espontanea.
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3.5. Delineamento experimental

Experimento 1 — Autolimpeza e alternancia espontanea em ratos machos e fémeas em
Proestro/Estro e Metaestro/Diestro (Fig. 4)

Primeiramente, os animais ficaram no biotério setorial do LPA por pelo menos 3 dias
para habituacdo. Na sequéncia, foi realizado diariamente o esfregaco vaginal nas fémeas para
acompanhamento do ciclo por pelo menos duas semanas, sedo verificada a fase do ciclo no dia
do experimento. O animal foi colocado na caixa de observacdo para verificacdo do
comportamento de autolimpeza por 20 min. Em seguida, foram expostos sete vezes ao labirinto
em T para realizacdo do teste de alternancia espontanea. Ao final do experimento foi realizada
a confirmacéo da fase do ciclo nas fémeas. Para os machos, os procedimentos foram os mesmos,

com excecdo daqueles relativos a checagem do ciclo.

Biotério Classificagéo Dia doteste ,Verificagéo da )
LSetorial di] diaria do ciclo fase do ciclo Observagao da

~—— 20min —

ra ado oy autolimpeza
3 dias 14 dias ) ) \
OICon_fi Irmaf;f?loI A-Il-i)::ﬁé?:?a
o ciclo estra Espontanea
\ d 7 vezes

Figura 4. Delineamento do Experimento 1. O procedimento é 0 mesmo para 0s machos, excluindo as etapas de
classificacdo e checagem do ciclo estral.

Experimento 2 — Efeitos da administracdo aguda de mCPP sobre a autolimpeza e
alternancia espontanea (Fig. 5)

Primeiramente, os animais ficaram no biotério setorial do LPA por pelo menos 3 dias
para habituacdo. Na sequéncia, foi realizado diariamente o esfregaco vaginal nas fémeas para
acompanhamento do ciclo durante aproximadamente duas semanas. No dia do experimento, foi

realizada a verificacdo da fase do ciclo nas fémeas e cada animal recebeu uma injecdo i.p. de
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salina ou mCPP nas diferentes doses, formando os seguintes grupos: salina, mCPP 0,1 mg/kg,

mCPP 0,5 mg/kg e mCPP 1,0 mg/kg. Em seguida o animal foi colocado na caixa de observagéo

para verificagdo do comportamento de autolimpeza por 20 min. Os animais foram, na

sequéncia, expostos sete vezes ao labirinto em T para realizacdo do teste de alternéncia

espontanea. Ao final do experimento foi realizada a confirmacdo da fase do ciclo nas fémeas.

Para os machos, os procedimentos foram os mesmos, com exce¢do daqueles relativos a

checagem do ciclo.

L e Dia do teste e . ( . )
Bioterio Classificagdo Verificagdo da Injecdo de
Setorial do diaria do ciclo fase do ciclo Salina ou
LPA estral estral mCPP i.p.

3 dias 14 dias ) g
Confirmagao A-ll-(tees;[ﬁécclzei)a Observagéo da
do ciclo estral Espontanea autolimpeza

7 vezes 20 min

Figura 5. Delineamento do Experimento 2. O procedimento é 0 mesmo para 0s machos, excluindo as etapas de

classificacdo e checagem do ciclo estral.

Experimento 3 — Efeitos da administracdo repetida de mCPP sobre a autolimpeza e

alternancia espontanea (Fig. 6)

Primeiramente, os animais ficaram no biotério setorial do LPA por pelo

para habituacdo. Foi realizado diariamente o esfregaco vaginal nas

menos 3 dias

fémeas para

acompanhamento do ciclo durante aproximadamente duas semanas. Na sequéncia, durante 4

dias consecutivos, foi administrado i.p. salina ou mCPP nas diversas doses,

seguintes grupos: salina, mCPP 0,1 mg/kg, mCPP 0,5 mg/kg e mCPP 1,0 mg/kg.

formando os

No quarto dia

foi realizado o experimento. Primeiramente foi realizada a verificacdo da fase do ciclo nas

fémeas e cada animal foi colocado na caixa de observagéo para verificagdo do comportamento
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de autolimpeza por 20 min. Em seguida, os animais foram expostos sete vezes ao labirinto em
T para realizagdo do teste de alternancia espontanea. Ao final do experimento foi realizada a
confirmagéo da fase do ciclo nas fémeas. Para 0s machos, os procedimentos foram 0s mesmos,

coma excec¢do daqueles relativos a checagem do ciclo.

Biotério Classificacdo Injecéo de Dia do teste Verificagdo
Setorial do diaria do Salina ou da fase do
LPA ciclo estral MCPP i.p. ciclo estral
3 dias 14 dias 3 dias
Confirmacéo Teste de Observagéo 4% injecdo
do ciclo alternancia da de salmg ou
estral espontanea autolimpeza mMCPP 1.p.
7 vezes 20 min

Figura 6. Delineamento do Experimento 3. O procedimento é o0 mesmo para 0s machos, excluindo as etapas de
classificacdo e checagem do ciclo estral.

3.6. Analise estatistica

Os dados sao apresentados como média + EPM. Inicialmente foram realizados testes de
normalidade Shapiro-Wilk. Nos casos de distribuicdo normal, foi realizado o teste de igualdade
de variancias Levene e, a depender do resultado, foram utilizados testes t de Student ou Analises
de Variancia (ANOVASs) de uma via, ambos com ou sem corre¢do de Welch, conforme
apropriado. Para a ANOVA, no caso de significancia estatistica, a analise post hoc com o teste
de Tukey foi utilizada. Nos casos em que os dados ndo seguem distribuicdo normal, foram
utilizadas analises ndo paramétricas com os testes de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis,
conforme apropriado. Para o teste de Kruskal-Wallis, no caso de significancia estatistica, a
analise post hoc com o teste Dwass-Steel-Critchlow-Fligner (DSCF) foi utilizada. Os resultados

séo considerados como significativos para valores de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Experimento 1 — Autolimpeza e alterndncia espontanea em ratos machos e fémeas
em Proestro/Estro e Metaestro/Diestro

Os resultados do experimento 1, referentes a frequéncia e ao tempo do comportamento
de autolimpeza durante 20 minutos, entre ratos machos e fémeas sdo mostrados nas figuras 7A
e 7B, respectivamente. O teste de Mann-Whitney ndo mostrou diferenga significativa para a
frequéncia de autolimpeza (U = 86, p > 0,05). O teste t de Student n&o apontou diferenga para
o tempo de autolimpeza (t29 =-0,52, p > 0,05) entre machos e fémeas. As figuras 7C, 7D e 7E
sdo referentes as tentativas até a primeira alternancia, porcentagem de alternancia e laténcia
para entradas, respectivamente, no teste de alternancia espontanea entre machos e fémeas. Os
testes de Mann-Whitney ndo mostraram diferencgas significativas para as tentativas até a
primeira alternéncia (U = 106, p > 0,05), porcentagem de alternancia espontanea (U = 118,5, p

> 0,05) ou laténcia para entradas (U = 93,5, p > 0,05) entre machos e fémeas.
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Figura 7. Autolimpeza e Alternancia Espontanea entre machos e fémeas. Frequéncia de ocorréncia de episodios
de autolimpeza (A) e duracdo total da resposta de autolimpeza (B) durante 20 min em ratos machos e fémeas.
NUmero de tentativas até a primeira alternancia ocorrer (C), porcentagem de alternancia entre os bracos (D) e
laténcia para entradas nos bracos (E) durante o teste de alternancia espontanea em ratos machos e fémeas. Média
+ EPM. Teste t de Student ou Mann-Whitney. n = 14 machos e n = 17 fémeas.
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As figuras 8A e 8B sdo referentes a frequéncia e ao tempo do comportamento de
autolimpeza durante 20 minutos entre ratas nas fases de Proestro/Estro (P/E) e
Metaestro/Diestro (M/D), respectivamente. Os testes t de Student ndo mostraram diferencas
significativas para o tempo (t15 = -1,08, p > 0,05) ou para a frequéncia (t15 = -2,04, p > 0,05),
de autolimpeza entre as fases do ciclo nas fémeas. As figuras 8C, 8D e 8E sdo referentes as
tentativas até a primeira alternancia, porcentagem de alternéncia e laténcia para entradas,
respectivamente, no teste de alternancia espontéanea entre as fémeas em P/E e M/D. Os testes
de Mann-Whitney ndo mostraram diferencas significativas para as tentativas até a primeira
alternancia (U = 26, p > 0,05) ou laténcia para entradas (U = 30, p > 0,05) entre as fémeas em
diferentes fases do ciclo estral. O teste t de Student ndo apontou diferenga para a porcentagem

de alternancia espontanea (t15 =-1,18, p > 0,05)
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Figura 8. Autolimpeza e Alternancia Espontanea entre fémeas em proestro/estro e metaestro/diestro. Frequéncia
de ocorréncia de episddios de autolimpeza (A) e duragdo total da resposta de autolimpeza (B) durante 20 min em
fémeas em Proestro/Estro (Pro/Est) e Metaestro/Diestro (Met/Die). Nimero de tentativas até a primeira alternancia
ocorrer (C), porcentagem de alternancia entre os bragos (D) e laténcia para entradas nos bragos (E) durante o teste
de alternéncia espontanea em fémeas em Pro/Est e Met/Die. Média + EPM. Teste t de Student ou Mann-Whitney.
n =9 Pro/Est e n = 8 Met/Die.

37



4.2. Experimento 2 — Efeitos da administracdo aguda de mCPP sobre a autolimpeza e
alternancia espontanea

As figuras 9, 10 e 11 mostram os resultados do experimento 2. As figuras 9A e 9B séo
referentes a frequéncia e ao tempo do comportamento de autolimpeza dos machos durante o0s
20 minutos apds a administracdo i.p. de salina ou de mCPP, nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg,
respectivamente. A ANOVA de uma via e o teste de Kruskal-Wallis ndo apresentaram
diferencas significativas para os tratamentos na frequéncia (Fz 44 = 1,15, p > 0,05) e tempo (Hs
= 2,17, p > 0,05) de autolimpeza em machos, respectivamente. As figuras 9C, 9D e 9E
representam o numero de tentativas até a primeira alternancia, a porcentagem de alternéncia e
a laténcia para entradas no teste de alternancia espontanea, respectivamente. Os testes de
Kruskal-Wallis ndo apresentaram diferencas significativas para os tratamentos sobre o0 nimero
de tentativas até a primeira alternéncia (Hs = 2,58, p > 0,05) e para a laténcia para entradas (H3
= 2,11, p > 0,05). Ja para a porcentagem de alternancia em machos (figura 9D), a ANOVA de

uma via ndo revelou efeito significativo dos tratamentos (Fs.44= 1,86, p > 0,05).
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Figura 9. Efeitos da mCPP sobre a Autolimpeza e Alternancia Espontdnea em machos. Frequéncia de ocorréncia
de episodios de autolimpeza (A) e duracdo total da resposta de autolimpeza (B) durante os 20 min imediatamente
apos a administracéo i.p. de salina ou mCPP nas doses de 0,1, 0,5 ou 1,0 mg/kg. NUmero de tentativas até a primeira
alternancia ocorrer (C), porcentagem de alternéncia entre os bracos (D) e laténcia para entradas nos bracos (E)
durante o teste de alternancia espontanea em machos. Média + EPM. ANOVA de uma via ou Kruskal-Wallis. n =
12.

As figuras 10A e 10B sdo referentes a frequéncia e ao tempo do comportamento de
autolimpeza de fémeas nas fases de Proestro/Estro (P/E) durante os 20 minutos apds a
administracdo i.p. de salina ou de mCPP, nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg, respectivamente.

Os testes de Kruskal-Wallis e a ANOVA de uma via ndo apresentaram diferencas significativas
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para os tratamentos na frequéncia (Hsz = 3,88, p > 0,05) e tempo (Fs4s = 2,20, p > 0,05) de
autolimpeza nas fémeas em P/E, respectivamente. As figuras 10C, 10D e 10E representam 0
namero de tentativas até a primeira alternancia, a porcentagem de alternéncia e laténcia para
entradas no teste de alternancia espontanea, respectivamente. Os testes de Kruskal-Wallis néo
apresentaram diferencas significativas para os tratamentos sobre o nimero de tentativas até a
primeira alternancia (Hs = 1,57, p > 0,05), mas sim para a laténcia para entradas (Hs = 9,40, p
< 0,05). A analise post hoc com o teste DSCF revelou que a laténcia para entradas do grupo
que recebeu a dose de mCPP 0,5 é significativamente maior que a laténcia para entradas do
grupo salina (p < 0,05). Ja para a porcentagem de alternancia de fémeas em P/E (figura 10D),
a ANOVA de uma via ndo apresentou diferengas significativas entre os tratamentos (Fsss =

1,31, p > 0,05).
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Figura 10. Efeitos da mCPP sobre a Autolimpeza e Alternancia Espontanea de fémeas em proestro/estro.
Frequéncia de ocorréncia de episddios de autolimpeza (A) e duracao total da resposta de autolimpeza (B) durante
0s 20 min imediatamente ap6s a administracdo i.p. de salina ou mCPP nas doses de 0,1, 0,5 ou 1,0 mg/kg em
fémeas em Proestro/Estro (P/E). NUmero de tentativas até a primeira alternancia ocorrer (C), porcentagem de
alternncia entre os bracos (D) e laténcia para entradas nos bragos (E) durante o teste de alternancia espontanea
em fémeas em P/E. Média £ EPM. ANOVA de uma via ou Kruskal-Wallis seguido por DSCF. *Diferenga
estatistica em relagdo ao grupo salina (p < 0,05). n = 14 Salina e mCPP 0,5; n =12 mCPP 0,1 e mCPP 1,0.

As figuras 11A e 11B séo referentes a frequéncia e ao tempo do comportamento de
autolimpeza de fémeas nas fases de Metaestro/Diestro (M/D) durante os 20 minutos apés a
administracdo i.p. de salina ou de mCPP, nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg, respectivamente.

A ANOVA de uma via mostrou diferenca significativa dos tratamentos para a frequéncia de
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autolimpeza nas fémeas em M/D (Fs4s = 3,54, p < 0,05). A andlise post hoc com o teste de
Tukey revelou que a frequéncia de autolimpeza do grupo que recebeu a dose de mCPP 1,0 é
significativamente menor que a frequéncia de autolimpeza do grupo salina (p < 0,05). Para o
tempo de autolimpeza, o teste de Kruskal-Wallis ndo mostrou nenhuma diferenca significativa
(Hs = 6,08, p > 0,05). As figuras 11C, 11D e 11E representam o nimero de tentativas até a
primeira alterndncia, a porcentagem de alternancia e laténcia para entradas no teste de
alterndncia espontanea, respectivamente. Os testes de Kruskal-Wallis ndo apresentaram
diferencas significativas dos tratamentos para o nimero de tentativas até a primeira alternancia
(Hs = 1,82, p > 0,05) nem para a laténcia para entradas (Hs = 7,25, p > 0,05). Ja para a
porcentagem de alternancia de fémeas em M/D (figura 11D), a ANOVA de uma via com

correcdo de Welch ndo revelou efeito significativo para os tratamentos (Fs 23 = 1,20, p > 0,05).
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Figura 11. Efeitos da mCPP sobre a Autolimpeza e Alternancia Esponténea de fémeas em metaestro/diestro.
Frequéncia de ocorréncia de episddios de autolimpeza (A) e duracao total da resposta de autolimpeza (B) durante
0s 20 min imediatamente apds a administracdo i.p. de salina ou mCPP nas doses de 0,1, 0,5 ou 1,0 mg/kg em
fémeas em Metaestro/Diestro (M/D). NUmero de tentativas até a primeira alternancia ocorrer (C), porcentagem de
alternancia entre os bracos (D) e laténcia para entradas nos bragos (E) durante o teste de alternancia espontanea
em fémeas em M/D. Média + EPM. Kruskal-Wallis ou ANOVA de uma via seguida por Tukey. *Diferenca
estatistica em rela¢do ao grupo salina (p < 0,05). n=12.
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4.3. Experimento 3 — Efeitos da administracdo repetida de mCPP sobre a autolimpeza e

alternancia espontanea

As figuras 12, 13 e 14 mostram os resultados do experimento 3. As figuras 12A e 12B
sdo referentes a frequéncia e ao tempo do comportamento de autolimpeza dos machos durante
0s 20 minutos apos a 42. administracdo i.p. de salina ou de mCPP, nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0
mg/kg, respectivamente. A ANOVA de uma via nédo apresentou diferencas significativas para
os tratamentos na frequéncia (com correcdo de Welch: Fz23= 2,69, p > 0,05) e tempo (Fz44 =
1,82, p > 0,05) de autolimpeza em machos. As figuras 12C, 12D e 12E representam o nimero
de tentativas até a primeira alternéncia, a porcentagem de alternancia e a laténcia para entradas
no teste de alternancia espontanea, respectivamente. Os testes de Kruskal-Wallis nao
apresentaram diferencas significativas para os tratamentos sobre o nimero de tentativas até a
primeira alternancia (Hs = 0,01, p > 0,05) e para a porcentagem de alternancia (Hz = 1,56, p >
0,05). Ja para a laténcia para entradas em machos (figura 12D), a ANOVA de uma via com

correcdo de Welch ndo revelou efeito significativo dos tratamentos (Fs23 = 2,70, p > 0,05).
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Figura 12. Efeitos da administracdo repetida da mCPP sobre a Autolimpeza e Alternéncia Espontanea em
machos. Frequéncia de ocorréncia de episodios de autolimpeza (A) e duragdo total da resposta de autolimpeza (B)
durante os 20 min imediatamente apds a 4% administragdo i.p. de salina ou mCPP nas doses de 0,1, 0,5 ou 1,0
mg/kg. Niumero de tentativas até a primeira alternancia ocorrer (C), porcentagem de alternancia entre os bracos
(D) e laténcia para entradas nos bracos (E) durante o teste de alternancia espontanea em machos. Média + EPM.
ANOVA de uma via ou Kruskal-Wallis. n = 12.

As figuras 13A e 13B sdo referentes a frequéncia e ao tempo do comportamento de

autolimpeza de fémeas nas fases de Proestro/Estro (P/E) durante os 20 minutos apos a 42
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administracdo i.p. de salina ou de mCPP, nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg, respectivamente.
O teste de Kruskal-Wallis ndo apresentou diferenca significativa para os tratamentos na
frequéncia (Hz = 3,19, p > 0,05) de autolimpeza nas fémeas em P/E. Ja para o tempo, a ANOVA
de uma via mostrou diferencas significativas (Fz 46 = 3,00, p < 0,05). A anélise post hoc com o
teste de Tukey revelou que o tempo de autolimpeza do grupo que recebeu a dose de mCPP 1,0
é significativamente menor que a frequéncia de autolimpeza do grupo mCPP 0,1 (p < 0,05). As
figuras 13C, 13D e 13E representam o numero de tentativas até a primeira alternancia, a
porcentagem de alternancia e laténcia para entradas no teste de alternancia espontanea,
respectivamente. Os testes de Kruskal-Wallis ndo apresentaram diferencgas significativas para
0s tratamentos sobre o nimero de tentativas até a primeira alternéncia (Hs = 1,17, p > 0,05)
nem para a laténcia para entradas (Hs = 4,36, p > 0,05). J& para a porcentagem de alternancia
de fémeas em P/E (figura 13D), a ANOVA de uma via ndo apresentou diferencas significativas

entre os tratamentos (Fs 46 = 0,86, p > 0,05).
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Figura 13. Efeitos da administracdo repetida da mCPP sobre a Autolimpeza e Alternancia Espontanea de fémeas
em proestro/estro. Frequéncia de ocorréncia de episodios de autolimpeza (A) e duracdo total da resposta de
autolimpeza (B) durante os 20 min imediatamente ap6s a 42 administracdo i.p. de salina ou mCPP nas doses de
0,1, 0,5 ou 1,0 mg/kg em fémeas em Proestro/Estro (P/E). NUmero de tentativas até a primeira alternancia ocorrer
(C), porcentagem de alterndncia entre os bracos (D) e laténcia para entradas nos bracos (E) durante o teste de
alternancia espontanea em fémeas em P/E. Média £ EPM. Kruskal-Wallis ou ANOVA de uma via seguido por
Tukey. *Diferenca estatistica em relagdo ao grupo mCPP 0,1 (p < 0,05). n = 14 Salina; n =12 mCPP 0,1, 0,5 ¢ 1,0.

As figuras 14A e 14B sao referentes a frequéncia e ao tempo do comportamento de
autolimpeza de fémeas nas fases de Metaestro/Diestro (M/D) durante os 20 minutos apos a 42
administracdo i.p. de salina ou de mCPP, nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg, respectivamente.
A ANOVA de uma via mostrou diferengas significativas dos tratamentos para a frequéncia
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(F349= 4,44, p < 0,05) mas ndo para o tempo (Fz49 = 2,70, p > 0,05) de autolimpeza nas fémeas
em M/D. A anélise post hoc com o teste de Tukey revelou que a frequéncia de autolimpeza dos
grupos que receberam as doses de mCPP 0,5 e 1,0 so significativamente menores que o tempo
de autolimpeza do grupo mCPP 0,1 (p < 0,05). As figuras 14C, 14D e 14E representam o
namero de tentativas até a primeira alternancia, a porcentagem de alternéncia e laténcia para
entradas no teste de alternancia espontanea, respectivamente. O teste de Kruskal-Wallis néo
apresentou diferencgas significativas dos tratamentos para o nimero de tentativas até a primeira
alternancia (Hz = 5,57, p > 0,05) mas sim para a laténcia para entradas (Hz = 10,91, p < 0,05).
A andlise post hoc com o teste DSCF revelou que as laténcias para entradas dos grupos que
receberam as doses de mCPP 0,5 e 1,0 sdo significativamente maiores que a laténcia para
entradas do grupo salina (p < 0,05). J& para a porcentagem de alternancia de fémeas em M/D
(figura 14D), a ANOVA de uma via ndo apresentou diferengas significativas entre os

tratamentos (Fz 49 = 1,13, p > 0,05).
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Figura 14. Efeitos da administracdo repetida da mCPP sobre a Autolimpeza e Alternéncia Espontanea de fémeas
em metaestro/diestro. Frequéncia de ocorréncia de episddios de autolimpeza (A) e duragdo total da resposta de
autolimpeza (B) durante os 20 min imediatamente ap0s a 4% administracdo i.p. de salina ou mCPP nas doses de
0,1, 0,5 ou 1,0 mg/kg em fémeas em Metaestro/Diestro (M/D). NUmero de tentativas até a primeira alternancia
ocorrer (C), porcentagem de alternéncia entre os bragos (D) e laténcia para entradas nos bragos (E) durante o teste
de alternancia espontanea em fémeas em M/D. Média + EPM. ANOVA de uma via seguido por Tukey ou Kruskal-
Wallis seguido por DSCF. *Diferenca estatistica em relagdo ao grupo salina (p < 0,05). #Diferenca estatistica em
relagdo ao grupo mCPP 0,1 (p < 0,05). n = 13 Salina, mCPP 0,1 €1,0; n = 14 mCPP 0,5.
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5. DISCUSSAO

Os objetivos do presente estudo consistiram em avaliar a expressao basal dos
comportamentos de autolimpeza e alternancia espontanea em ratos, considerando a influéncia
do sexo e das fases do ciclo estral em fémeas e, na sequéncia, avaliar os efeitos da administracédo
aguda e repetida de mCPP sobre esses comportamentos. Nossas hipoteses eram de que, uma
vez ndo encontradas diferencas basais entre os comportamentos avaliados em machos e fémeas,
a mCPP aumentaria a autolimpeza e diminuiria a alternancia espontanea em ambos 0s sexos.
Isto é, 0s animais passariam mais tempo fazendo autolimpeza e escolheriam mais vezes um dos
bracos do labirinto em T quando sob efeito da mCPP, indiferentemente do sexo ou fase do ciclo
estral, mas com maiores efeitos quando tratados com mCPP repetidamente. Além disso,
esperava-se que as fémeas na fase de metaestro/diestro apresentassem menores indices de
alterndncia ap6s o tratamento com mCPP, tanto em comparacdo com as fémeas em
proestro/estro quanto quando comparadas com 0s machos.

O comportamento de autolimpeza, caracterizado pela sequéncia ritualizada de limpeza
do animal, vem sendo amplamente utilizado para o estudo do TOC em modelos animais (Joel,
2006; Korff e Harvey, 2006; Reimer et al., 2015). Ndo foi possivel encontrar diferencas
significativas basais para as respostas de autolimpeza ao compararmos ambos 0s sexos ou entre
fémeas em proestro/estro e metaestro/diestro no experimento 1. Na comparacdo entre fases do
ciclo em fémeas, as ratas em metaestro/diestro, que estdo com baixas concentracdes hormonais
guando comparadas as fémeas em proestro/estro (Maeng et al., 2015; McLean et al., 2012),
apresentaram visualmente maiores frequéncias e tempo de autolimpeza, porém ndo foram
diferencas estatisticamente significativas. Em uma pesquisa realizada com portadoras de TOC,
49% das entrevistadas indicaram a exacerbacgdo dos sintomas obsessivos-compulsivos durante
o periodo pré-menstrual (Vulink et al., 2006), indicando uma possivel relacdo hormonal com a

severidade dos sintomas de TOC em mulheres. Esses dados poderiam sugerir que a fase do
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ciclo estral em que a rata se encontra no momento da avaliagdo da autolimpeza teria influéncia
na duracéo e quantidade de vezes que o0 animal expressa esse comportamento considerado tipo-
compulsivo. Essa possivel relacdo entre os hormonios femininos e o TOC vem sendo
investigada por diversos pesquisadores (Maeng e Milad, 2015; Milad et al., 2009; Vulink et al.,
2006), mas néo foi observada no presente estudo.

Em relagdo aos efeitos da mCPP sobre a autolimpeza, os ratos Wistar machos néo
apresentaram diferencas significativas para frequéncia ou tempo de autolimpeza em nenhuma
das doses de mCPP aqui administradas, tanto aguda quanto repetidamente. Esse resultado esta
de acordo com o observado na pesquisa de iniciacao cientifica de Taguchi (2018), na qual ndo
houve aumento significativo da autolimpeza em ratos da linhagem Wistar com a administracéo
aguda da mCPP. Entretanto, esse ndo era o resultado esperado e observado na literatura. Wright
e Rodgers (2014) observaram um aumento da autolimpeza com a administragdo de mCPP 3,0
mg/kg, em ratos da linhagem Hooded Lister. Ainda, Georgiadou e colaboradores (2012)
observaram um aumento da duracdo e dos episddios de autolimpeza para ratos machos Wistar
com apenas uma administracdo de mCPP na dose de 0,6 mg/kg. O mesmo foi mostrado por
Graf e colaboradores (2003), que administraram doses de mCPP entre 0,1 e 2,5 mg/kg em ratos
Sprague-Dawley para induzir a autolimpeza, também obtendo 0 méximo efeito com a dose de
0,6 mg/kg.

Uma possivel justificativa para nosso resultado é que a alta duracdo de autolimpeza
encontrada em nossos animais controle possa ter influenciado na avaliacdo da exacerbacao da
autolimpeza pela mCPP, principalmente nos machos, que apresentaram em média
aproximadamente 250 s, enquanto outros experimentos relatam de 30 a 50 s de autolimpeza
(Georgiadou et al., 2012; Reimer et al., 2018) ou 180 s (Taguchi, 2018). Esses achados seriam
indicios de que a agdo da mCPP poderia ser diferenciada para linhagens distintas, e que também

variaria a dose da droga para que o efeito pudesse ser observado, com risco de prejuizo no
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sistema motor do animal. As doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg foram escolhidas para o presente
estudo com o objetivo de padronizar as pesquisas para ratos, pois ja foram utilizadas em
experimentos anteriores em nosso laboratorio, e investigar seus efeitos nas fémeas, o que ainda
ndo havia sido realizado. Ainda, doses maiores de mCPP ja foram utilizadas em nosso
laboratério causando importante efeito motor, tanto em machos (Kawaoku,2017) quanto em
fémeas (Da Silva, 2020).

Para as fémeas, resultados diferenciais de acordo com a fase do ciclo puderam ser
encontrados ao administrar mCPP aguda ou repetidamente. As ratas em metaestro/diestro
tratadas com mCPP 1,0 mg/kg apresentaram significativamente menores frequéncias de
autolimpeza em relacdo ao grupo salina com a administracdo unica de mCPP, mas nenhum
efeito significativo da mCPP foi encontrado para o tempo de autolimpeza em metaestro/diestro
ou para frequéncia e tempo de autolimpeza em proestro/estro. Ja para a administracao repetida
da mCPP em fémeas, foi possivel encontrar diferencas significativas tanto nas ratas em
proestro/estro quanto em metaestro/diestro para as respostas de autolimpeza. Nenhuma
alteracdo em relacdo ao grupo controle foi, no entanto, observada. Para as fémeas em
proestro/estro tratadas com mCPP 1,0 mg/kg, o tempo de autolimpeza foi significativamente
menor quando comparadas ao grupo mCPP 0,1 mg/kg. Ja para as fémeas em metaestro/diestro
tratadas com mCPP 0,5 e 1,0 mg/kg, as frequéncias de autolimpeza foram menores em relacédo
ao grupo mCPP 0,1 mg/kg. De qualquer forma, diferentemente do esperado, ndo foi possivel
observar aumento significativo da autolimpeza com a administracdo aguda ou repetida de
mCPP em fémeas Wistar em nenhuma fase do ciclo, mas sim uma diminuicdo do
comportamento de autolimpeza com as doses maiores, também observado por Da Silva (2020)
para a dose de 3,0 mg/kg em fémeas em proestro e diestro tardio.

Esses dados divergem do que foi encontrado na pesquisa de Reimer e colaboradores

(2018), em que ratas Sprague-Dawley, independentemente da fase do ciclo estral, apresentaram
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aumento significativo da autolimpeza para mCPP 3,0 mg/kg quando comparadas ao grupo
salina durante o pré-teste e os treinamentos de extingdo do medo condicionado ao contexto e
ao som. Apenas Reimer e colaboradores (2018) relataram os efeitos da mCPP sobre a
autolimpeza em fémeas, limitando a comparagdo dos resultados encontrados no presente
estudo. Sugere-se a influéncia da linhagem de animais utilizada no comportamento de
autolimpeza expressado, uma vez que os resultados relatados nos estudos divergiram. Ademais,
foi observado nos animais controle uma diferenca inicial no tempo de autolimpeza, com
duracdo de menos de 40 s em Reimer e colaboradores (2018) e em média 250 s no presente
estudo.

A tendéncia natural a alternéncia e exploracdo do ambiente pode refletir a motivacéao
para procurar agua, alimento, abrigo ou parceiros e é conhecida como alternancia espontanea
(Deacon e Rawlins, 2006). Em roedores, a falta de alternancia poderia ser extrapolada para a
perseveranca observada em pacientes com TOC (Joel, 2006; Korff e Harvey, 2006; Yadin et
al., 1991). Mostramos no presente estudo que a privacao alimentar ndo precisa ser realizada
para que o animal alterne as visitas no Labirinto em T (Deacon e Rawlins, 2006). Assim como
em Taguchi (2018), o presente estudo demonstrou a alternancia espontanea, tanto para os
machos quanto agora também para as fémeas. Os animais do experimento 1, mesmo néo
estando em privacdo em nenhum momento a ndo ser durante o curto periodo de realizagdo do
experimento, apresentaram, em média, 55% de alternancia, valor dentro do esperado para
alternancia espontanea sem privacdo (Deacon e Rawlins, 2006). Ou seja, tanto os machos
quanto as fémeas tenderam a visitar ambos os bragos do Labirinto em T e alternar essas visitas
em mais da metade das tentativas, mesmo sem nenhum estimulo diferencial no aparato. N&o foi
possivel, no presente estudo, identificar diferencas basais significativas entre machos e fémeas,
ou entre fémeas em proestro/estro e metaestro/diestro, para 0 numero de tentativas até a

primeira alternancia, porcentagem de alternancia e laténcia para entradas, como esperado.
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Em relacdo ao tratamento com mCPP, a tendéncia de diminui¢do da porcentagem de
alternancia espontéanea para as doses agudas de mCPP 0,1 e 0,5 mg/kg, observada em machos
por Taguchi (2018), ndo apareceu no presente estudo, tanto para a administracdo aguda ou
repetida de mCPP. Uma possivel justificativa para a ndo ocorréncia desse fenébmeno pode ser
explicada pela mudanca de aparato utilizado no teste de alternancia espontanea, que antes era
realizado em um Labirinto em T modificado, com dois bracos fechados e um braco aberto, e
atualmente foi feito no labirinto totalmente fechado. O modelo anterior seria uma adaptacéo do
Labirinto em “T” elevado, mais utilizado para o estudo de transtornos do panico, ja que envolve
um fator ansiogénico, a averséao a lugares abertos (Zangrossi Jr. e Graeff, 2014). Esse fator ndo
estaria presente no modelo atual, uma vez que o animal ja € colocado inicialmente em um braco
fechado dentro do labirinto, fazendo com que o animal esteja menos exposto e, logo, sinta-se
mais seguro para explorar ambos os bragcos sem precisar escolher rapidamente apenas um brago
para se proteger. Assim, o fator ansiogénico do labirinto em T modificado (dois bragos fechados
e um aberto) aparentemente parece influenciar nesse comportamento.

Nenhum outro estudo avaliou os efeitos da mCPP na alternancia espacial espontanea.
Ao utilizarem o modelo de alternéncia reforcada, Papakosta e colaboradores (2013) observaram
em ratos machos Wistar 0 aumento da taxa de persisténcia com a administracdo Unica de mCPP
2,5 mg/kg para 0 grupo que apresentou maiores niveis de persisténcia espontanea antes do
tratamento com mCPP. Tsaltas e colaboradores (2005), também utilizando ratos Wistar,
observaram taxas de persisténcia aumentadas quando administraram 2,0 mg/kg de mCPP
durante 4 dias consecutivos. Kontis e colaboradores (2008), utilizando o mesmo método,
também observaram aumento significativo da persisténcia ao administrar a dose de mCPP 2,5
mg/kg. 1sso mostra que, nesses casos, doses mais altas do que as que foram utilizadas em nosso
estudo conseguiram diminuir a alternéncia em labirinto em T utilizando reforgo alimentar. O

fato de avaliarmos a alternancia espontanea e ndo a aprendida por refor¢co também seria uma
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explicacéo para a divergéncia de resultados. Nao foram utilizadas doses mais altas de mCPP no
presente estudo, conforme discutido anteriormente, porque outros estudos do nosso laboratorio
mostraram diminuigdo da atividade lomotora no campo aberto em animais tratados com mCPP
principalmente na dose de 3,0 mg/kg (Kawaoku, 2017; Taguchi, 2018; Da Silva, 2020). Os
animais que receberam essa dose foram 0s que apresentaram maiores laténcias para entradas
nos bracos fechados no teste de alternancia espontanea no labirinto em T elevado modificado
(Taguchi, 2018).

Além disso, de acordo com uma revisdo sistematica de literatura que conduzimos
(Neurosci Biobehav Rev, under review), esses foram os trés inicos experimentos que utilizaram
a mCPP no modelo de alternancia reforgada (Tsaltas et al., 2005; Kontis et al., 2008; Papakosta
et al., 2013), indicando a necessidade de uma maior investigacdo das doses e delineamentos
para uma padronizacao na literatura, facilitando as replicagdes de experimentos e avangando no
conhecimento.

Para fémeas, ndo houve efeito significativo para as diferentes doses de mCPP
administradas aguda ou repetidamente na alternancia espontanea. E importante ressaltar que,
na revisdo de literatura sobre modelos animais para o TOC utilizando mCPP (Neurosci
Biobehav Rev, under review), dos 28 artigos encontrados, apenas dois estudos administraram
mCPP em roedores fémeas, um utilizando camundongos (Troelsen et al., 2005) e um utilizando
ratos (Reimer et al., 2018). Nenhum deles avaliou a alternancia espontanea para poder comparar
com os resultados obtidos no presente estudo. Por isso, mais pesquisas com fémeas precisam
ser realizadas para que diferencas sexuais, especificacbes ou generalizacbes possam ser
descobertas ou confirmadas. Apesar das fémeas em metaestro/diestro apresentarem uma
diminuicdo significativa da frequéncia de autolimpeza e as fémeas em proestro/estro
diminuirem significativamente seu tempo de autolimpeza, elas ndo se diferenciaram nos

comportamentos de alternancia espontanea, também considerados tipo-compulsivos. Entdo, a
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principio, esses comportamentos relacionados a autolimpeza e alternancia espontanea poderiam
estar modelando aspectos especificos associados ao TOC, que seriam influenciados de forma
distinta pela caracteristica hormonal das diferentes fases do ciclo estral.

Ainda para o teste de alterndncia esponténea, também ndo observamos diferenca
significativa na laténcia para entradas no labirinto em T para machos tratados com mCPP aguda
ou repetidamente. Ja para as fémeas, observamos aumento da laténcia para entradas das ratas
em metaestro/diestro tratadas repetidamente com mCPP 0,5 e 1,0 kg/mg e para as ratas em
proestro/estro com administracdo Unica de mCPP 0,5 mg/kg. Comparadas ao grupo salina, elas
obtiveram maiores laténcias para entradas, ou seja, demoraram mais tempo para se locomover,
indicando possivel déficit motor causado pela mCPP, o que seria mais um indicio de prejuizo
motor causado por esse farmaco em ratas. Esses achados estdo de acordo com o que foi
encontrado pelo nosso grupo de pesquisa com ratos Wistar machos, ao observar uma
diminuigdo da frequéncia de cruzamentos e de levantamentos no campo aberto (Kawaoku,
2018), também observado por Kennett e Curzon (1988) ao administrar doses mais altas de
mCPP (5,0 mg/kg e 10 mg/kg) quando comparados aos do grupo salina e mCPP 1,0 mg/kg e
2,0 mg/kg. Ainda no campo aberto, a interferéncia motora também pdde ser observada ao
diminuir a locomocéo, mobilidade e o nimero de entradas no centro da arena tanto em ratos
Sprague-Dawley machos quanto em fémeas (Reimer et al., 2018). Por fim, foi possivel observar
uma diminuicéo significativa na frequéncia total de cruzamentos e levantamentos e um aumento
significativo do tempo de imobilidade em fémeas Wistar tratadas com mCPP nas doses 0,5, 1,0
e 3,0 mg/kg em relagdo ao grupo salina no teste de campo aberto (Da Silva, 2020).

Assim, de maneira geral, nossos resultados indicam que 0s comportamentos naturais de
autolimpeza e alternancia espontanea em ratos da linhagem Wistar ndo parecem diferir entre
machos e fémeas ou estar associados as alteracfes hormonais apresentadas ao longo do ciclo

estral. Além disso, diferentemente do esperado, a mCPP ndo exacerbou o comportamento de
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autolimpeza ou prejudicou a alternancia espontanea em nosso estudo para machos ou para
fémeas. Por outro lado, os efeitos da mCPP observados na laténcia para entrada no teste de
alternancia espontanea parecem indicar um potencial comprometimento motor induzido pelo

farmaco, nas doses utilizadas, ocorrendo apenas nas fémeas.
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6. CONCLUSOES

e Os comportamentos naturais de autolimpeza e alternancia espontanea em ratos da
linhagem Wistar ndo parecem diferir entre machos e fémeas ou estar associados as
alteracBes hormonais apresentadas ao longo do ciclo estral nas fémeas.

e Diferentemente do esperado, o tratamento agudo ou repetido com mCPP ndo
exacerbou o comportamento de autolimpeza em machos ou em fémeas.

e A alternancia espontanea de ratos machos e fémeas ndo foi prejudicada pela
administracdo de mCPP de forma aguda ou repetida em nosso estudo.

e Ainda, no teste de alternancia espontanea, os efeitos da mCPP observados na
laténcia para entrada parecem indicar um potencial comprometimento motor

induzido pelas doses mais altas do fa&rmaco ocorrendo apenas nas fémeas.
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Certificamos que a proposta intitulada "Efeitos da meta-clorofenilpiperazina (mCPP) sobre a autolimpeza e alternancia espontanea
em ratos: influéncias do sexo e do ciclo estral", protocolada sob o CEUA n? 6139080419 (b 001254), Sob a responsabilidade de
Amanda Ribeiro de Oliveira e equipe; Leticia Mitsuko Taguchi - que envolve a produgao, manutencao e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com
os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacido Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Sao Carlos (CEUA/UFSCAR) na reunido de 26/06/2019.

We certify that the proposal "Effects of meta-chlorophenylpiperazine (mCPP) on grooming and spontaneous alternation in rats:
influences of sex and the estral cycle", utilizing 288 Heterogenics rats (96 males and 192 females), protocol number CEUA
6139080419 (10 001254), under the responsibility of Amanda Ribeiro de Oliveira and team; Leticia Mitsuko Taguchi - which
involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of
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Universidade Federal de Sao Carlos Universidade Federal de Sao Carlos
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