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LEITE, E.S (2022). Efeitos da meta-clorofenilpiperazina (mCPP) sobre a aprendizagem
reversa em ratos: implementacéo do teste e exploragdo de diferencgas entre machos e fémeas.
Dissertacdo de Mestrado, Programa de Pds-Graduacdo em Psicologia, Universidade Federal de
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RESUMO

Diversos transtornos mentais sdo conhecidos pela rigidez comportamental, em especial
o Transtorno Obsessivo-Compulsivo (TOC), que se associa com disfungdes nos cortices pré-
frontais e resisténcia ao recondicionamento quando as regras ambientais sdo alteradas
(aprendizagem reversa). Ratos tratados com meta-clorofenilpiperazina (mCPP) servem como
modelo animal para o TOC, apresentando alteracbes como aumento de ansiedade e
comportamentos compulsivos. Pouco se sabe, entretanto, sobre os efeitos da mCPP em fémeas
e sobre a flexibilidade comportamental. O presente estudo teve como objetivo a implementagéo
do teste de aprendizagem reversa e a aplicacdo do mesmo em ratos tratados com mCPP,
verificando potenciais diferencas de desempenho em relacdo ao modelo e entre sexos. Foram
utilizados 145 ratos Wistar adultos (10-12 semanas de idade, 73 machos e 72 fémeas)
condicionados em um labirinto em T e, na sequéncia, recondicionados para o teste de
aprendizagem reversa. No experimento 1, machos e fémeas foram comparados entre si. Machos
e fémeas aprenderam igualmente sobre a posicdo do alimento no labirinto, diminuindo
progressivamente as omissdes, 0s erros cometidos e o tempo até alcancar o alimento. Diferencas
entre os sexos foram observadas apenas na fase de aprendizagem reversa, com um nimero
maior de erros cometidos pelas fémeas nessas sessdes, indicando menor flexibilidade
comportamental para desvincular o comportamento de uma regra previamente aprendida e bem
estabelecida. No experimento 2, administracdes de mCPP ou salina ocorreram 20 min antes de
cada sessdo. 2 mg/Kg de mCPP produziu aumento das omiss@es e tempo de reacao nas fémeas,
tanto na aprendizagem quanto na aprendizagem reversa, além de um tempo de reacdo maior
para 0s machos apenas na aprendizagem reversa. Esses resultados sugerem um efeito motor
e/ou motivacional da mCPP mais proeminente em fémeas, que parece inclusive mais importante

do que uma potencial inducéo de inflexibilidade comportamental relacionada ao TOC.

Palavras-chave: mCPP; aprendizagem reversa; rigidez comportamental; diferencas sexuais;

modelo farmacolégico; Transtorno Obsessivo-Compulsivo.
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ABSTRACT

Several mental disorders are known for behavioral rigidity, especially Obsessive-
Compulsive Disorder (OCD), which is associated with dysfunctions in the prefrontal cortices
and resistance to reconditioning when environmental rules are changed (reversal learning). Rats
treated with meta-chlorophenylpiperazine (mCPP) are used as an animal model for OCD,
showing changes such as increased anxiety and compulsive behaviors. Little is known,
however, about the effects of mCPP in females and behavioral flexibility. The present study
aimed to implement the reversal learning test and apply it to rats treated with mCPP, verifying
potential performance differences in relation to the model and between sexes. 145 adult Wistar
rats (10-12 weeks old, 73 males and 72 females) were conditioned in a T-maze and subsequently
reconditioned for the reversal learning test. In experiment 1, males and females were compared
to each other. Males and females learned alike about the position of food in the maze,
progressively decreasing omissions, mistakes made, and the time to reach the food. Differences
between sexes were observed only in the reversal learning phase, with a greater number of
errors made by females in these sessions, indicating less behavioral flexibility to decouple the
behavior from a previously learned and well-established rule. In experiment 2, mCPP or saline
administrations occurred 20 min before each session. 2 mg/Kg of mCPP produced an increase
in omissions and reaction time in females, both in learning and in reversal learning, in addition
to a longer reaction time for males only in reversal learning. These results suggest a more
prominent motor and/or motivational effect of mCPP in females even more important than the

induction of OCD-related behavioral inflexibility.

Keywords: mCPP; reversal learning; behavioral rigidity; sexual differences; pharmacological

model; Obsessive-Compulsive disorder.
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1 Introdugéo

A capacidade de ajustar com flexibilidade nosso comportamento de acordo com
alteracdes ambientais é crucial para nossa vida diaria, mas para uma busca bem-sucedida de
nossos objetivos precisamos manter também o comportamento diante de potenciais distratores.
Assim, a flexibilidade e a estabilidade comportamental sdo processos componentes importantes
para o controle cognitivo do comportamento (Armbruster et al., 2012). A flexibilidade
comportamental se refere a capacidade de ajustar o comportamento de uma maneira dindmica
a alteracdo do ambiente, sendo que a falta dessa flexibilidade comportamental resulta em
comportamentos rigidos (Gruner & Pittenger, 2017). A flexibilidade comportamental permite
que um individuo trabalhe com eficiéncia para se desvencilhar de uma tarefa anterior,
reconfigurar um novo conjunto de respostas e implementar esse novo conjunto de respostas
para a tarefa em questdo, sendo uma construcao de propriedade da funcao executiva eficiente
que é normalmente medida em laboratério usando paradigmas comportamentais de mudanca
de conjunto ou mudanga de tarefa (Dajani & Uddin, 2015).

O protocolo de aprendizagem reversa mostra a dificuldade de se desvincular do
comportamento em curso apds uma mudanca de contingéncia e reflete uma tendéncia de
resposta habitual ou compulsiva. 1sso sugere que a tarefa de recondicionamento mede um
conjunto de processos relacionados a inibicdo do comportamento automatizado, o que também
pode ser relevante para o estudo de diversos transtornos mentais (Izquierdo et al., 2017). Em
especial, destacam-se 0s transtornos conhecidos pela tomada problematica de decisdes, ditas
guiadas ndo pela analise/ponderacdo dos estimulos ambientais, mas por processos impulsivos
ou pré-programados, como o Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) e o
Transtorno Obsessivo-Compulsivo (TOC), por exemplo.

O TOC é caracterizado por padrdes inadequados de cognicdo e comportamento
repetitivos e inflexiveis. Na clinica, os individuos com TOC tém dificuldades em alternar entre
0S processos mentais para gerar respostas comportamentais adaptativas, especialmente no
contexto de seus sintomas, denotando assim uma inflexibilidade comportamental (Gruner &
Pittenger, 2017). Alguns estudos sobre o TOC apontam dificuldades em lembrar a realizacéo
de acdes previas (disfuncdo da memoria para acgdes); dificuldades em determinar se uma acao
foi apenas imaginada ou verdadeiramente realizada (p. ex. fechar o gas); e incapacidade de
alterar regras aprendidas (Fontenelle, 2001). Por isso, portadores desse transtorno poderiam
oferecer respostas bastante diferenciadas nos testes de aprendizagem reversa, a ponto que o

mesmo pudesse ser usado como uma ferramenta de diagnostico (Ghahremani et al., 2009). Em
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um estudo realizado com 65 pacientes com TOC, 50 parentes de primeiro grau ndo afetados, e
com 41 controles pareados, em que os participantes foram comparados usando uma tarefa de
aprendizagem reversa, constatou-se que o0s portadores de TOC apresentam déficits
proeminentes e persistentes na aprendizagem reversa (Tezcan et al., 2017). Esses déficits foram
associados a sintomas clinicos de ruminacdo e davida (em pacientes) ou subclinicos (em
parentes). Esses achados suportam a nogdo de que os sintomas do TOC estdo associados a

flexibilidade comportamental prejudicada.

1.1 O Transtorno Obsessivo-Compulsivo

Segundo o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5), o0 TOC
é uma condicdo psiquiatrica incapacitante caracterizada pela presenca de pensamentos, imagens
ou impulsos perturbadores e persistentes que sdo vivenciados como intrusivos e sem sentido
(obsessivos) e que causam acentuada angustia ou ansiedade e/ou comportamentos/atos mentais
intencionais repetitivos, excessivos (compulsivos), destinados a neutralizar essa angUstia (APA,
2014). Mesmo reconhecendo a origem irreal ou imaginaria de seus impulsos, o portador de
TOC nédo consegue ou sofre ao tentar conté-los. As estimativas globais da prevaléncia do TOC
mostram que as mulheres tém 1,6 vezes maior probabilidade de apresentar TOC em comparacao
aos homens, com uma taxa de prevaléncia ao longo da vida de 1,5% nas mulheres e 1,0% nos
homens (Fawcett et al., 2020). A presenca de dificuldade financeira esta positivamente
relacionada ao TOC, bem como uma pior qualidade de vida comparado aos controles saudaveis
(Skapinakis et al., 2019). No entanto, raramente as pessoas procuram tratamento para o TOC,
mas o fazem para psicopatologias relacionadas como ansiedade generalizada, depresséo,
transtorno do panico, dependéncia de alcool ou outras drogas.

O TOC foi considerado um transtorno de ansiedade durante muito tempo, tendo sido
realocado recentemente para um grupo nosoldgico independente no DSM-5 (APA, 2014), mas
a ansiedade tem sua manifestacdo sintomatica no comportamento obsessivo-compulsivo e seus
marcadores neurobioldgicos também estdo presentes em pacientes com TOC. Tanto no TOC
quanto nos transtornos de ansiedade, 0 medo € mantido pelos tipos de percepcdes exageradas
da probabilidade e gravidade do dano resultante dos estimulos considerados aversivos
(Abramowitz & Jacoby, 2014). H& também a semelhanca fenomenoldgica em que as pessoas

com TOC e aquelas com transtornos de ansiedade usam estratégias de fuga e evitacdo ativas e
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passivas quando confrontadas com os estimulos aversivos. Os pacientes com TOC, em sua
maioria, descrevem que realizam os rituais repetitivos para aliviar os sentimentos desagradaveis
que resultam do aumento da ansiedade (Diniz et al., 2012). As principais comorbidades do TOC
incluem: ansiedade, depressdo e esquizofrenia, podendo ser explicadas pela alteracdo nos
circuitos corticoestriatais e a sua modulacdo (Robbins et al., 2019).

O TOC tem sido associado a anomalias estruturais no cortex orbitofrontal (OFC), no
cortex cingulado anterior (ACC) e nos ndcleos da base, especialmente o nicleo caudado (NC)
(Pujol et al., 2004; Menzies et al., 2008; Van den Heuvel et al., 2020). Sendo a regido do OFC
envolvida na aprendizagem guiada por recompensas e na tomada de decisdo, em pessoas com
TOC existe uma hiperatividade nessa area sendo relacionada com obsessdes e compulsdes
(Beucke et al., 2013); ja as regides ACC e NC sao hipoativas em pessoas com TOC, o que
ocasionaria a inflexibilidade comportamental e os déficits na funcdo executiva observados em
avaliacdes neuropsicoldgicas nesses pacientes (Saxena & Rauch, 2000). Os neurotransmissores
implicados no TOC incluem serotonina, dopamina e glutamato, conforme estudos de
neuroimagem e farmacologicos (Van den Heuvel et al., 2020; Graf, 2006). A eficacia dos
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRSs) e da clomipramina no tratamento do
TOC sugere que a neurotransmissdo serotoninérgica tenha um papel central TOC (Bokorn &
Anderson, 2014).

O tratamento do TOC é feito usualmente com terapia cognitivo-comportamental (TCC)
e inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) — estudos multicéntricos separados,
mostraram eficécia destes entre 40 — 60% no tratamento dos pacientes (Bloch et al., 2010; Ost,
et al., 2015). A TCC parece modular os circuitos cognitivos fronto-limbico e dorsal trazendo
melhoras na regulacdo do medo e da emocédo (Thorsen et al., 2018). Os ISRSs podem ser
particularmente apropriados para pacientes com disfunc¢des do circuito afetivo fronto-limbico e
ventral, pois estas areas estdo relacionadas aos mecanismos de medo e recompensa. No estudo
de Shin e cols. 2014, pacientes com TOC que fizeram o uso de ISRS durante um periodo de 16
semanas tiveram uma restauragcdo do equilibrio ideal de redes cerebrais, principalmente em

areas frontoparietais.

1.2 Modelos Animais para TOC
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Uma vez que o TOC é um transtorno heterogéneo e complexo, e devido a natureza
cognitiva das obsessOes, diferentes modelos animais sdo usados na tentativa de melhor
compreender distintos aspectos e subtipos do TOC, com a modelagem dos comportamentos
compulsivos sendo uma abordagem bastante comum (Diniz et al., 2012).

Modelos animais etologicos para TOC incluem a avaliagdo de comportamentos
repetitivos ou instintivos que ocorrem durante periodos de conflito ou estresse. Nesse sentido,
por exemplo, Reimer et al. (2015) buscaram entender se as diferencas individuais na expressao
do comportamento de autolimpeza em ratos resultariam em variacdes na expressdo de respostas
incondicionadas e condicionadas de medo e comportamentos tipo-compulsivos. Dado que 0
comportamento de autolimpeza poderia ser um componente de todo o espectro de ansiedade
e/ou disturbios compulsivos, antes de cada teste comportamental ou analise neuroquimica
realizada pelos autores, os ratos foram divididos em trés grupos (autolimpeza baixa,
intermediaria ou alta), de acordo com a expressdo do comportamento de autolimpeza no
labirinto em cruz elevado (LCE). Os autores chegaram a concluséo de que ratos selecionados
de acordo com a expressao de autolimpeza no LCE mostram desempenho similar em testes de
medo incondicionado e condicionado, comportamento compulsivo e funcdo sensorio-
motora, indicando que o comportamento de autolimpeza, especificamente o observado no LCE,
ndo estaria associado a ansiedade de forma geral, ou ao TOC mais especificamente.

J& em modelos animais farmacolégicos para o TOC, busca-se induzir alteracdes
comportamentais com o uso de drogas, sendo essas alteracfes semelhantes aos sintomas
especificos do TOC em humanos, como perseveracao, indecisao ou checagem compulsiva, bem
como aumento da ansiedade (Diniz et al., 2012). A validade de construto desses modelos estaria
baseada no fato de que esses comportamentos anormais seriam induzidos pela manipulagéo de
sistemas de neurotransmissores que se acredita estarem relacionados com o TOC,
principalmente a serotonina e a dopamina (Alonso et al., 2015). A disfuncdo nos cortices pré-
frontais, semelhante ao que ocorre em humanos, sugeriria que a alteragdo comportamental
produzida em animais também estaria ancorada em impulsividade (Georgiadou et al., 2012).

No final dos anos 1990, um modelo animal farmacoldgico para o TOC foi proposto com
a administracdo de quimpirole (agonista de receptores dopaminéergicos D2/D3) em ratos. A
droga fazia com que os animais visitassem compulsivamente alguns locais e objetos, tendo seu
efeito bloqueado pelo triciclico clomipramina, usado no tratamento de pacientes com TOC
(Szechtman et al., 1998, 1999, 2001). De forma semelhante, foi demonstrado que ratos tratados

com meta-clorofenilpiperazina (mCPP), um agonista ndo seletivo 5-HT2C, adquirem alteragoes
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de comportamento similares aos sintomas do TOC, como comportamento ritualistico de
mastigacdo, excessiva autolimpeza e aumento de persisténcia no contexto da alternéncia
recompensada do labirinto em T (Kreiss et al., 2013; Georgiadou et al., 2012; Tsaltas et al.,
2005). A mCPP em humanos provoca aumento da ansiedade em individuos controle e
exacerbacdo dos sintomas em pacientes com TOC (Zohar et al.,1987; Hollander et al., 1991).
Ja em roedores, a mCPP evoca comportamentos repetitivos que envolvem a ativacao de areas
cerebrais homologas aquelas encontradas como disfuncionais em pacientes com TOC (Stark et
al., 2006). Essas regides, incluindo os cortices pré-frontal medial, orbitofrontal e cingulado
anterior, também estdo envolvidas na memoria, tomada de decisdo e aprendizagem (Euston et
al., 2012).

Nessa direcdo, Reimer et al. (2018) fizeram uso da mCPP como um modelo
farmacoldgico de TOC, encontrando um aumento significativo no comportamento de
autolimpeza tanto em ratos machos quanto fémeas, mas com comprometimento da extin¢éo do
medo condicionado apenas em ratas, de forma dependente do ciclo estral. Esse achado sugere
que, em roedores, tal processo de extingdo esta ligado tanto a sinalizacdo dos hormonios sexuais
guanto aos receptores 5-HT2C no encéfalo. A extin¢do comportamental, junto com a aquisicédo
de novos comportamentos, compde o que chamamos de flexibilidade comportamental, um
elemento significativo da aprendizagem reversa. Tendo como hipétese que a aprendizagem
reversa estaria prejudicada em um modelo animal para TOC, no presente estudo os ratos foram
tratados com mCPP (0,5 e 2,0 mg/kg) para avaliar possiveis déficits de aquisicdo e reversdo de
aprendizagem, levando em consideracado a diferenca entre sexos.

Hé evidéncias de que machos e fémeas aprendem e lembram de forma diferente, tanto
devido a constituicbes diferentes do encéfalo desde estagios iniciais do desenvolvimento,
quanto devido aos efeitos de esteroides sexuais. No estudo de Safari et al. (2021), ratos Wistar
foram utilizados para investigar as diferencas sexuais na capacidade espacial e na plasticidade
sinptica. De uma forma geral, os machos tiveram um desempenho melhor do que as fémeas
na tarefa do Labirinto Aquatico de Morris, ficando evidente também diferencas de sexo na
plasticidade e nas sinapses da via perfurante no giro dentado. Esses dados sdo consistentes com
muitos outros trabalhos que mostram gque os machos tiveram um desempenho melhor do que
fémeas em tarefas de aprendizagem espacial (lachini et al., 2005; Blokland et al., 2006; Saucier
et al.,, 2008). Uma diferenca importante no aprendizado espacial e na memdria entre ratos
machos e fémeas parece ser que eles usam diferentes abordagens de aprendizado que sdo

controladas por diferentes areas do cérebro. A estratégia preferencial dos machos é espacial,
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dependente do hipocampo ao invés de uma estratégia de resposta dependente do estriado (Safari
et al.,, 2021). Em contraste, as fémeas preferem uma estratégia espacial apenas quando a
concentracdo de estradiol aumenta em sua corrente sanguinea (Hawley et al., 2012).

O conhecimento sobre as diferencas sexuais na aprendizagem pode nos ajudar a prevenir
e tratar com mais eficicia varios distlrbios relacionados a falhas no aprendizado ou
extingdo/substituicdo de contingéncias, onde ha diferenciacdo de prevaléncia e até de sintomas
por sexo. As mulheres portadoras de TOC, por exemplo, apresentam sintomas iniciados
abruptamente ap06s os 30 anos, sdo em sua maioria casadas e ha uma maior comorbidade de
transtornos alimentares, sindrome do panico, depressdo e obsessdes agressivas; ja os homens
geralmente apresentam sintomas iniciados de forma gradual antes dos 30 anos, sdo em grande
parte sozinhos, apresentam episédios hipomaniacos, obsessdes sociais, sexuais e por simetria
(Lensi et al., 1996). Por isso, ao se avaliar um modelo animal que proponha mimetizar tanto
aspectos neurais como comportamentais humanos, é necessario detalhar se essas diferencas se

estendem a diferencas entre sexos.

1.3 A Aprendizagem Reversa

A aprendizagem reversa pode ser estudada com um protocolo no qual os individuos séo
treinados para discriminar entre dois estimulos visuais ou locais espaciais, um dos quais €é
recompensado toda vez que é escolhido e o outro que ndo é. Apos o sucesso da discriminacao,
o aprendizado fica demonstrado pela preferéncia pelo estimulo/local recompensado. Na
sequéncia, os resultados associados aos dois estimulos sdo revertidos e os individuos sao
novamente treinados até que atendam a um critério de desempenho para a nova contingéncia
(Izquierdo et al., 2017). Em outras palavras, troca-se a resposta reforcada e observa-se a
“persisténcia” das respostas antigas (automaticas) nesse novo esquema. Este protocolo esta
intimamente ligado com a flexibilidade comportamental, que é descrita geralmente como uma
das fungdes executivas, tendo como aspecto principal a capacidade de ajustar o comportamento
em resposta a alteragdo do estimulo recompensado.

A rigidez comportamental, que é uma incapacidade espontanea de reter, modificar ou
sustentar o comportamento adaptativo em resposta a alteracdes nas demandas situacionais, esta
associada a varios transtornos psiquiatricos, principalmente esquizofrenia, depressdo,

dependéncia e TOC. A elucidacéo das bases neurais subjacentes a flexibilidade comportamental
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e aos processos constituintes, incluindo a inibi¢do da resposta, pode ser de grande importancia
para a compreensdo da etiologia e tratamento do comportamento inflexivel aparente em tais
transtornos (Granon & Floresco, 2009). Estudos de neuroimagem demonstram aumento de
atividade no OFC e cortex pré-frontal medial (mPFC) em seres humanos realizando reversoes
de aprendizagem, bem como lesdes nessas regides podem ocasionar déficits na aprendizagem
de reverséo (Izquierdo et al., 2017; Remijnse et al., 2006; Tezcan et al., 2017).

Como dito anteriormente, a metodologia da aprendizagem reversa propde condicionar
0s animais a um conjunto de contingéncias e depois substitui-las, de forma a estudar os erros
cometidos pelos animais até que um novo condicionamento seja implantado. Essa metodologia
foi extensamente analisada por Remmelink et al. (2016) considerando camundongos mutantes
e com danos cerebrais como modelos experimentais para algumas psicopatologias humanas. Ja
Floresco et al. (2008), em seu estudo com ratos Long Evans, demonstrou que a inativacdo do
OFC prejudicou a aprendizagem reversa, 0 que nos leva a sugerir que animais modelo para o
TOC possam apresentar desempenho inferior nesse tipo de protocolo.

Uma das formas de se estudar aprendizagem reversa em roedores é utilizando-se um
labirinto em formato de T, que tem sido amplamente utilizado em neurociéncia para estudos de
aprendizado espacial e memdria. A tarefa € baseada na natureza exploratdria dos roedores para
localizar alimentos de maneira rapida e eficiente. O modelo bésico do labirinto fornece ao
animal duas opcdes: braco esquerdo e brago direito. A tendéncia natural do roedor é a de
explorar o braco nao visitado, depois de ter conseguido a recompensa alimentar em um dos
bracos. Tolman et al. (1946) utilizaram o Labirinto em T para investigar a aprendizagem de
inclinacdes e referéncias em ratos. Eles levantaram a hipétese de que o aprendizado animal
incluia propdsito e cognicdo. Seus resultados sugeriram que o comportamento aprendido no
labirinto era uma disposicdo para orientar ou ir em direcdo a localizacdo do objetivo. Esse
comportamento € denominado alternancia espontanea, tendo como referéncia a tendéncia
natural dos ratos de explorar sequencial e sucessivamente lugares novos (Diniz et al., 2012).
Nesse modelo, os ratos séo privados de alimentos por 23h e podem correr no labirinto em forma
de T, no qual ambas as extremidades dos bracos do labirinto contém leite achocolatado. O
numero médio de escolhas feitas até que ocorra uma alternancia é a principal medida (Yadin et
al., 1991). A reducdo da alternancia espontanea foi proposta como um modelo dos sintomas de
perseveracdo e indecisdo observados no TOC, respondendo farmacologicamente de maneira

analoga ao comportamento compulsivo em humanos (Tsaltas et al., 2005).
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Para a aprendizagem reversa tem-se operagdes especificas, tais como (1) detecgdo da
mudanga na contingéncia; (2) inibicdo de uma resposta aprendida previamente; (3) superacéo
da "irrelevancia aprendida"; e (4) nova aprendizagem associativa (Boulougouris et al., 2008).
O rato deve aprender num primeiro momento onde encontrar o reforco (braco direito, por
exemplo) e depois reaprender onde estard o reforco apds a reversdo (braco esquerdo). A
hipotese do presente trabalho é que a metodologia de Aprendizagem Reversa possa detectar
diferencas de reversdo de aprendizagem entre os ratos da linhagem Wistar machos e fémeas.
Espera-se que para o0s ratos nos quais alteragdes do tipo TOC serdo induzidos por mCPP, essa
diferenca na aprendizagem reversa seja ainda maior, pois a mCPP é um agonista ndo seletivo
5-HT2C, que conforme estudo de Boulougouris et al., (2008) o agonismo desse receptor esta
ligado a uma rigidez comportamental. Além disso, em um estudo recente, Reimer et al. (2018)
demonstraram que o comprometimento na retencdo de extincdo do medo foi observado apenas
em fémeas submetidas ao medo contextual, um tipo de aprendizagem reversa, sugerindo que as
flutuacBes nos hormonios sexuais podem interagir com a serotonina e contribuir para o déficit
de extin¢do do medo induzido pela mCPP. Considerando gue ratos machos e fémeas apresentam
resultados de desempenho diferentes, e que as mulheres tem uma maior incidéncia de TOC em
comparacao aos homens (Fawcett et al., 2020), a hipdtese do presente estudo se justifica em
encontrar uma diferenca entre machos e fémeas mais pronunciada ap6s o tratamento com
mCPP.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Implantar o teste de aprendizagem reversa no laboratorio, explorando uma possivel
diferenca de resultados no teste em relacdo ao sexo e como resultado do tratamento com mCPP,

um modelo animal farmacologico para o Transtorno Obsessivo-Compulsivo.

2.2 Objetivos Especificos

° Implantar o protocolo de Aprendizagem Reversa no Laboratorio de Psicologia
da Aprendizagem da UFSCar.

) Verificar possiveis diferencas de desempenho de ratos machos e fémeas na
Aprendizagem Reversa.

° Explorar possiveis diferencas de reversdo de aprendizagem em ratos para o

modelo farmacoldgico de TOC.
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3 Material e Métodos

3.1 Animais

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno forradas com maravalha (40 x
33 x 25 cm; divididos em grupos de 4) e ficaram alojados no biotério setorial do Laboratério
de Psicologia da Aprendizagem (LPA), no Departamento de Psicologia da UFSCar. Os animais
foram mantidos em um ambiente com temperatura controlada (23 £ 1°C), com agua ad libitum.
O biotério setorial conta com um ciclo de iluminag&o artificial 12/12 h, com inicio do periodo
claro as 7:00 h, e todos os experimentos foram realizados durante a fase clara do ciclo. Todos
os procedimentos seguiram as recomendacfes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacio Animal (CONCEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFSCar (protocolo no. 3442130619 — ANEXO A)

Foram utilizados 145 ratos adultos (10-12 semanas de idade) da linhagem Wistar. A
partir do inicio dos experimentos, os animais tiveram restricdo alimentar prévia, conforme
protocolo adaptado de Deacon & Rawlins (2006) e Ghods-Sharifi et al. (2008). Os animais
permaneceram em suas caixas sem acesso a comida. Todos os dias, pela manh&, eles eram
pesados (para controle da perda de peso corporal mantida em no maximo 20% - National
Research Council, 2010) e passavam pela sessdo experimental. 15 min ap6s o término dos
experimentos, 0s animais tinham acesso a ra¢do em suas caixas moradia, por uma hora.

Foram utilizados ao todo 73 machos e 72 fémeas, divididos em dois experimentos, da

seguinte forma:

Experimento 1 - Comparacéo da Aprendizagem Reversa entre 0s Sexos
Foram utilizados 12 machos e 12 fémeas submetidos ao teste de aprendizagem reversa

para implantacdo/padronizacédo do teste e avaliacdo de potenciais diferencas entre 0s sexos.

Experimento 2 - Efeitos da mCPP sobre a Aprendizagem Reversa
Foram utilizados 61 machos e 60 fémeas, subdivididos em 5 grupos (Tabela 1), de
acordo com o tratamento para avaliagdo dos efeitos da mCPP sobre a aprendizagem e a

aprendizagem reversa.

23



Tabela 1

Grupos e tratamentos utilizados para o Experimento 2

Tratamento na Tratamento na Machos Fémeas
Grupos ) ~

Aprendizagem Reversao (n por grupo) (n por grupo)
Grupo 1 — controle Salina Salina 13 12
Grupo 2 Salina mCPP 0,5 mg/Kg 12 12
Grupo 3 Salina mCPP 2,0 mg/Kg 12 12
Grupo 4 mCPP 0,5 mg/Kg Salina 12 12
Grupo 5 mCPP 2,0 mg/Kg Salina 12 12

3.2 Drogas

Foi utilizada a meta-clorofenilpiperazina (mCPP), agonista serotonérgico ndo seletivo
do receptor 5-HT2C, nas doses de 0,5 e 2,0 mg/kg. A mCPP foi administrada
intraperitonealmente em volume constante de 1,0 ml/kg, com volume ajustado ao peso de cada
animal. Volume equivalente de salina fisioldgica foi administrado para os grupos controle. As
administracdes ocorreram 20 min antes dos testes de aprendizagem e aprendizagem reversa. As
doses e 0 tempo de espera foram selecionados com base em estudos anteriores nos quais a
mCPP foi usada para induzir respostas semelhantes ao TOC em ratos (Reimer et al., 2018;
Taguchi, 2018; Kawaoku, 2018).

3.3 Equipamento

O aparato experimental consiste em um labirinto no formato de T construido em acrilico
preto, com trés bracos de 50 cm de comprimento e 10 cm de largura, com paredes de 30 cm de
altura (Fig. 1). Tanto na extremidade do braco direito quanto do bragco esquerdo o alimento
apetitivo era acondicionado em uma pequena caixa acrilica de cor cinza escuro. Sobre o
labirinto em T havia uma camera de video, para registro de cada sesséo experimental. Todas as
sessdes de aprendizagem e de aprendizagem reversa foram filmadas, para arquivo. O labirinto

foi limpo com alcool 20% e papel toalha, ap6s cada tentativa, e entre um sujeito e outro.
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Figura 1. Labirinto em T utilizado para o protocolo de aprendizagem reversa.

3.4 Procedimentos

Habituacdo A: Os animais foram colocados diariamente em caixa individual com uma
bolinha de NESCAU® cereal disponivel (Fig. 2), que posteriormente seria utilizado como
reforco no labirinto em T. Os animais permaneciam por 1 h na caixa e, apos esse periodo,
retornavam para a caixa moradia. Os animais que ndo comiam o refor¢o, retornavam para uma
nova sessdo de Habituacdo A no dia seguinte. Os animais que comiam o reforco eram, no dia

seguinte, submetidos a Habituacdo B, no labirinto em T.

LR L L

Figura 2. Caixa individual utilizada durante a Habituagéo A.

Habituacéo B: Os animais foram colocados diariamente no labirinto em T, com o reforco
disponivel no meio do labirinto e nos dois bragos. Os animais permaneciam no aparato por um
periodo de 10 minutos e, na sequéncia, retornavam para a caixa moradia. Os animais que nao
comiam o reforco retornavam para uma nova sessao de Habituagdo B no dia seguinte. Para os

animais que comiam o reforco, no dia seguinte iniciava-se o protocolo de aprendizagem.
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Fase de Aprendizagem: Os animais foram colocados pela cauda dentro do aparato, na
parte inferior inicial do labirinto em T em 10 tentativas diarias, durante 5 dias. Nesta etapa, 0
reforco foi sempre apresentado na extremidade do brago direito (ou esquerdo) do labirinto.
Foram avaliados 0 nimero de acertos, ou seja, 0 niumero de vezes em que o animal encontra o
alimento; o nimero de erros, ou seja, 0 niUmero de vezes em que o animal ndo encontrou o
alimento; o numero de omissdes, ou seja, 0 numero de vezes em que o0 animal ndo fez a tentativa,
ndo entrando em nenhum dos dois bracos do labirinto; e a laténcia para resposta, ou seja, 0
tempo que o animal levou até alcangar o alimento. O tempo para uma tentativa ser considerada

como omissao foi fixado em 5 minutos.

Pausa: Apos os 5 dias de aprendizado foi dado um intervalo de 48 horas antes do inicio
da fase de aprendizagem reversa. Durante esse periodo, a privacdo alimentar de 23 h era

mantida.

Fase de Aprendizagem Reversa: Os animais foram colocados pela cauda dentro do
aparato, na parte inferior inicial do labirinto em T em 10 tentativas diarias, durante 3 dias. Nesta
etapa, o reforco foi sempre apresentado na extremidade do brago oposto ao utilizado durante a
fase de aprendizagem (direito ou esquerdo). Foram avaliados o nimero de acertos, erros e
omissoes, e a laténcia para resposta. O tempo para uma tentativa ser considerada como omissédo
foi fixado em 5 minutos. No primeiro dia de aprendizagem reversa, antes da primeira tentativa
de reversdo, foi realizada uma tentativa para avaliacdo da evocacdo da aprendizagem, com o

reforgo colocado no mesmo brago utilizado na fase de aprendizagem.

3.5 Delineamento Experimental

Os animais permaneceram no biotério setorial por pelo menos 4 dias para habituacéo.
Neste protocolo adaptado Deacon & Rawlins (2006) e Ghods-Sharifi et al. (2008), antes de
iniciar o experimento no labirinto em T, os animais foram privados de ra¢do por um periodo de
23 horas. Apds esse periodo, eles eram levados para uma sala adjacente a sala experimental
onde eram pesados diariamente, logo apos para sala de observacdo para dar inicio ao
experimento. O protocolo utilizado para aprendizagem reversa foi composto por 3 fases:
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Habituacdo (A e B), Aprendizagem (1, 2, 3, 4, e 5) e Aprendizagem reversa (1, 2 e 3) (Fig. 3).
Todos os animais foram privados de racdo por um periodo de 23 horas a partir do dia anterior
ao inicio do procedimento de habituacao.

»

Figura 3. Delineamento Experimental.

3.6 Analise de Dados

Os dados séo apresentados como média £ EPM. Para o experimento 1 e 2, todas as
comparacOes foram realizadas com andlises de varidncia (ANOVAS) de duas vias com medidas
repetidas, com um fator para fase do procedimento (sessdo: Al x A2 x A3 x A4 x A5, ou AR1
x AR2 x AR3) e outro fator para grupo (sexo: Machos x Fémeas, ou tratamento: sal/sal x
sal/mCPP0,5 x sal/mCPP2,0 x mCPPO0,5/sal x mCPP2,0/sal). Ap6s as ANOVASs seguiu-se, no
caso de significancia estatistica, o teste Newman-Keuls. Valores de p menores que 0,05 foram
considerados significativos.
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4 Resultados

4.1 Experimento 1 - Comparacado da Aprendizagem Reversa entre 0S Sexos

Nesse experimento foram exploradas potenciais diferencas entre 0s sexos na
aprendizagem e aprendizagem reversa para ratos machos e fémeas no labirinto em T. Na Figura
4, sdo apresentados 0s nimeros de acertos, erros e omissdes, assim como 0s tempos de reacao
dos machos e fémeas submetidos ao protocolo de aprendizagem e aprendizagem reversa no
labirintoem T.

Para o nimero de acertos durante a aprendizagem (Fig. 4A), a ANOVA de duas vias
com medidas repetidas mostrou efeito significativo para o fator sessdo (Al x A2 x A3 x A4 x
A5; Fs119 = 32,79, p < 0,05), mas néo revelou efeito significativo para o fator sexo (Machos x
Fémeas; F188 = 0,17, p > 0,05) ou para interacdo entre os fatores (sessdo x Sexo; Fa 119 = 0,42,
p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou aumento significativo do nidmero de
respostas corretas em A2, A3, A4 e A5 em relacdo a Al e em A3, A4 e A5 em relacdo a A2 (p
< 0,05). Para 0 numero de acertos durante a aprendizagem reversa (Fig. 4A), a ANOVA de duas
vias com medidas repetidas mostrou efeito significativo para o fator sessdo (AR1 x AR2 x
AR3; F271 = 113,79, p < 0,05) e para a interacdo entre os fatores (sessdo x Sexo; F2,71 = 3,30, p
< 0,05), mas ndo revelou efeito significativo para o fator sexo (Machos x Fémeas; F144 = 3,42,
p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou aumento significativo do nimero de
respostas corretas em AR2 e AR3 em relagéo a AR1 e em AR3 em relagdo a AR2, tanto para
machos quanto para fémeas (p < 0,05). O teste de Newman-Keuls também indicou maior
nimero de respostas corretas para machos em relacdo as fémeas nas sessées AR1 e AR2 (p <
0,05). N&o houve diferenga significativa entre machos e fémeas em AR3 (p > 0,05).

Para o nimero de erros durante a aprendizagem (Fig. 4B), a ANOVA de duas vias com
medidas repetidas também mostrou efeito significativo para o fator sessdo (Al x A2 x A3 x A4
x A5; Fs110 = 33,56, p < 0,05) e ndo revelou efeito significativo para o fator sexo (Machos x
Fémeas; F188= 1,74, p > 0,05), ou para interacdo entre os fatores (sessdo x Sexo; Fa,119 = 0,94,
p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou uma reducéo significativa do numero de
erros em A2, A3, Ade A5 emrelacdo a Al e em A3, A4 e A5 em relacdo a A2 (p <0,05). Para
0 numero de erros durante a aprendizagem reversa (Fig. 4B), a ANOVA de duas vias com
medidas repetidas mostrou efeito significativo para o fator sessdo (AR1 x AR2 x AR3; F271=
113,79, p < 0,05) e para a interagdo entre os fatores (sessdo x Sexo; F2,71 = 3,30, p < 0,05), mas
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ndo para o fator sexo (Machos x Fémeas; F1,44 = 3,42, p < 0,05). O teste post hoc de Newman-
Keuls indicou diminuicdo significativa de erros em AR2 e AR3 em relagédo a AR1 e em AR3
em relagdo a AR2, tanto para machos quanto para fémeas (p < 0,05). O teste de Newman-Keuls
também indicou maior nimero de erros das fémeas em relacdo aos machos nas sessdes AR1 e
AR2 (p < 0,05). N&o houve diferenca significativa entre machos e fémeas em AR3 (p > 0,05).

Para 0 numero de omissfes durante a aprendizagem (Fig. 4C), a ANOVA de duas vias
com medidas repetidas ndo mostrou diferencas significativas para o fator sexo (Machos x
Fémeas; F183= 1,77, p > 0,05), para o fator sessdo (Al x A2 x A3 x A4 x A5; F4119= 1,91, p
> 0,05), ou para a interagéo entre os fatores (sessdo x Sexo; Fs119= 0,51, p > 0,05). N&o foram
observadas omissdes para machos ou fémeas durante a aprendizagem reversa (Fig. 4C).

Para o tempo de reacdo durante a aprendizagem (Fig. 4D), a ANOVA de duas vias com
medidas repetidas mostrou efeito significativo para o fator sessdo (Al x A2 x A3 x A4 x Ab;
Fa110 = 28,29, p < 0,05), mas néo revelou efeito significativo para o fator sexo (Machos x
Fémeas; F188=1,42, p > 0,05), ou para interagcdo entre os fatores (sessédo x Sexo; Fs119= 0,11,
p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou diminuicao significativa do tempo de
reacdo em A2, A3, A4 e Ab em relacdo a Al, em A3, Ad e A5 em relacdo a A2 (p <0,05). Para
0 tempo de reacdo durante a aprendizagem reversa (Fig. 4D), a ANOVA de duas vias com
medidas repetidas mostrou efeito significativo para o fator sessdo (AR1 x AR2 x AR3; F271=
5,29, p < 0,05), mas ndo para a sexo (Machos x Fémeas; F144 = 2,11, p > 0,05) ou para a
interacdo entre os fatores (sessdo x Sexo; F271= 1,03, p > 0,05). O teste post hoc de Newman-
Keuls indicou reducdo significativa do tempo de reacdo em AR3 em relacdo a AR2 e AR1 (p <
0,05).
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Figura 4. Comparagao entre ratos machos e fémeas para respostas corretas (A), incorretas (B),
omissdes (C) e tempo de reacédo (D) ao longo do processo de aprendizagem (Al a A5) e durante
a aprendizagem reversa (AR1 a AR3).

Nota: Os ratos foram condicionados a encontrar o alimento em um dos bragos do Labirinto em T e, na fase de
aprendizagem reversa, o alimento era trocado para o lado oposto. Os pontos representam as médias de 12 animais
em 10 tentativas por sessdo e as barras representam o erro padrdo da média. As médias para a aprendizagem ou
aprendizagem reversa foram analisadas por ANOVAs de duas vias com medidas repetidas; no caso de diferencas
significativas foi utilizado o teste post-hoc de Newman-Keuls. * indica p < 0,05 entre machos e fémeas. (A) média
dos acertos, (B) média dos erros, (C) média das omissdes de resposta, (D) média dos tempos até completar o
percurso, contabilizando apenas tentativas com erros ou acertos.

4.2 Experimento 2 — Efeitos da mCPP sobre a Aprendizagem Reversa

4.2.1 Efeitos da mCPP sobre a Aprendizagem Reversa em Machos

Nesse experimento, foram avaliados os efeitos da mCPP sobre a aprendizagem (5 dias)
e aprendizagem reversa (3 dias) em ratos no labirinto em T. Na Figura 5 séo apresentados 0s

nameros de acertos, erros e omissdes, assim como o tempo de reacdo, dos machos submetidos
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ao protocolo de aprendizagem e aprendizagem reversa no labirinto em T dos 5 diferentes
grupos.

Para 0 nimero de acertos durante a aprendizagem (Fig. 5A), a ANOVA de duas vias
com medidas repetidas mostrou efeito significativo para o fator sessdo (Al x A2 x A3 x A4 x
A5; Fa304= 72,96, p <0,05). Ndo houve efeito significativo para o fator tratamento (sal x mCPP
0,5 xmCPP 2,0; F4,224 = 0,92, p > 0,05) ou para a interacao entre os fatores (tratamento x sessao;
Fa110 = 1,04, p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou aumento significativo do
numero de respostas corretas em A2, A3, A4 e A5 emrelacdo a Al, de A3, Ad e A5 em relacdo
aA2edeAde A5 emrelacdo a A3 (p <0,05). Para o numero de acertos durante a aprendizagem
reversa (Fig. 5A), a ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito significativo
para o fator sessdo (AR1 x AR2 x AR3; F21s2 = 178,11, p < 0,05). Ndo houve efeito
significativo para o fator tratamento (sal x mCPP 0,5 x mCPP 2,0; Fa4112 = 0,29, p > 0,05) ou
para a interagdo entre os fatores (tratamento x sessdo; Fs 82 = 0,79, p > 0,05). O teste post hoc
de Newman-Keuls indicou aumento significativo do nimero de respostas corretas em AR2 e
AR3 em relacdo a AR1, e em AR3 em relacdo a AR2 (p < 0,05).

Para o numero de erros durante a aprendizagem (Fig. 5B), a ANOVA de duas vias com
medidas repetidas também mostrou efeito significativo para o fator sessdo (Al x A2 x A3 x A4
x Ab5; Faz04 = 28,89, p < 0,05). Nao houve efeito significativo para o fator tratamento (sal x
mCPP 0,5 x mCPP 2,0; F4.224 = 0,92, p > 0,05) ou para a interagdo entre os fatores (tratamento
x sessdo; Fi6304 = 0,60, p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou diminuicao
significativa do nimero de respostas incorretas em A2, A3, A4 e A5 em relacdo a Al e de A3,
A4 e A5 em relagdo a A2 (p < 0,05). Para o nimero de erros durante a aprendizagem reversa
(Fig. 5B), a ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito significativo para o
fator sesséo (AR1 x AR2 x AR3; F2182 = 171,16, p < 0,05). Na aprendizagem reversa, também
ndo houve efeito significativo para tratamento (sal x mCPP 0,5 x mCPP 2,0; F4112 = 1,02, p >
0,05) ou interagéo entre os fatores (tratamento e sessao; Fg1s2 = 0,53, p > 0,05). O teste post
hoc de Newman-Keuls indicou diminuicéo significativa do nimero de respostas erradas em
AR2 e AR3 em relagdo a AR1, e de AR3 em relacdo a AR2 (p < 0,05).

Para o nimero de omissdes durante a aprendizagem (Fig. 5C), a ANOVA de duas vias
com medidas repetidas mostrou efeito significativo no fator sesséo (Al x A2 x A3 x A4 x A5;
Faz04 = 14,71, p < 0,05). Nao houve efeito significativo para o fator tratamento (sal x mCPP
0,5 x mCPP 2,0; Fs,224 = 1,04, p > 0,05) ou para a interacdo entre os fatores (tratamento x sessao;

Fi6304 = 0,75, p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou diminuicao significativa
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do nimero de omissdes entre as sessdes A3, Ad e A5 e asessdo Al; e entre Ad e A5 e as sessdes
A2 e A3 (p < 0,05). Para o nUmero de omissdes durante a aprendizagem reversa (Fig. 5C), a
ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito significativo para o fator sesséo
(AR1 x AR2 x ARS3; F2182 = 4,84, p < 0,05). N&o houve efeito significativo para tratamento
(sal x mCPP 0,5 x mCPP 2,0; Fs,112 = 1,87, p > 0,05) ou interacdo (tratamento x sessao; Fs s>
= 1,87, p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls apontou diminui¢cdo das omissées em
AR2 e AR3 em relacdo a AR1 (p < 0,05).

Para o tempo de reacdo durante a aprendizagem (Fig. 5D), ANOVA de duas vias com
medidas repetidas, mostrou um efeito significativo no fator sessdo (Al x A2 x A3 x A4 x A5;
Fa201 = 42,23, p < 0,05). Nao houve efeito significativo para tratamento (sal x mCPP 0,5 x
mCPP 2,0; F4212 = 1,65, p > 0,05) ou para a interacdo entre os fatores (tratamento x sessao;
F16.201 = 0,77, p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou diminuicao significativa
do tempo de reacdo entre A2, A3, Ad e A5 em relagéo a Al; de A3, Ad e A5 com relagdo a A2;
e de A4 e A5 em relacdo a A3 (p < 0,05). Para o tempo de reagdo durante a aprendizagem
reversa (Fig. 5D), a ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito significativo
para sessdo (AR1 x AR2 x ARS3; F2182 = 21,05, p < 0,05), para tratamento (sal x mCPP 0,5 x
mCPP 2,0; Fs112 = 9,95, p < 0,05), assim como interacdo significativa entre tratamento e as
sessOes (Fs 132 = 4,32, p < 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls apontou uma diminuigéo
do tempo de reacdo entre AR2 e AR3 em relacdo a AR1 apenas para o grupo sal/mCPP2,0 (p
< 0,05). O teste de Newman-Keuls também apontou maior tempo de reacdo do grupo
sal/mCPP2,0 em relacdo aos demais grupos em AR1, AR2 e AR3 (p < 0,05).
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Figura 5. Efeitos da mCPP sobre as respostas corretas (A), incorretas (B), omissdes (C) e tempo
de reacdo (D) dos machos ao longo do processo de aprendizagem (Al a A5) e durante a

aprendizagem reversa (AR1 a AR3).

Nota: Os animais receberam, nos dias de aprendizado e aprendizagem reversa, respectivamente, salina e salina
(sal/sal), salina e mCPP 0,5 mg/kg (sal/mCPP0,5), salina e mCPP 2,0 mg/kg (sal/mCPP 2,0), mCPP 0,5 mg/kg e
salina (mCPP 0,5/sal), mCPP 2,0 mg/kg e sal (mCPP 2,0/sal). Os pontos representam as médias de 12 ou 13
animais em 10 tentativas por sessdo e as barras representam o erro padrdo da média. As médias para a
aprendizagem ou aprendizagem reversa foram comparadas com ANOVAs de duas vias para medidas repetidas
seguidas, no caso de significancia estatistica, pelo teste de Newman-Keuls. * indica p < 0,05 para 0 grupo

sal/mCPP 2,0 em relag&o ao grupo controle (sal/sal).

4.2.2 Efeitos da mCPP sobre a Aprendizagem Reversa em Fémeas

Nesse experimento foram avaliados os efeitos da mCPP sobre a aprendizagem (5 dias)

e aprendizagem reversa (3 dias) nas ratas no labirinto em T. Na Figura 6 sdo apresentados 0s

numeros de acertos, erros e omissdes, assim como o tempo de reacdo, das fémeas submetidas

ao protocolo de aprendizagem e aprendizagem reversa no labirinto em T dos 5 diferentes
grupos.
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Para 0 numero de acertos durante a aprendizagem (Fig. 6A) a ANOVA de duas vias
com medidas repetidas mostrou efeito significativo para o fator sessdo (Al x A2 x A3 x A4 x
Ab5; F4200 = 82,53, p <0,05). Houve um efeito significativo para o fator tratamento (sal x mCPP
0,5 x mCPP 2,0; Fa299 = 9,90, p < 0,05), mas ndo para a interacao entre os fatores (tratamento
x sessdo; Fap99 = 0,69, p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou aumento
significativo do nimero de respostas corretas em A2, A3, A4 e A5 em relagdo a Al (p < 0,05)
e de A3, A4 e A5 em relacdo a A2 (p < 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls também
indicou diminuicdo significativa do nimero de respostas corretas do grupo mCPP 2,0/sal em
relacdo aos demais grupos (p < 0,05). Para o nUmero de acertos durante a aprendizagem reversa
(Fig. 6A) a ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito significativo para o
fator sess@o (AR1 x AR2 x AR3; Fa,179 = 134,54, p < 0,05). N&o houve efeito significativo para
o fator tratamento (sal x mCPP 0,5 x mCPP 2,0; F4,179 = 2,48, p > 0,05), mas houve interacéo
entre os fatores tratamento e sesséo (tratamento x sessdo; Fa179 = 0,69, p < 0,05). O teste post
hoc de Newman-Keuls indicou aumento significativo do nimero de respostas corretas em AR2
e AR3 em relacdo a AR1 para todos os grupos (p < 0,05) e de AR3 em relacdo a AR2 para 0s
grupos sal/sal, sal/mCPP 2,0, mCPP 0,5/sal (p < 0,05). O teste de Newman-Keuls também
indicou diminuicdo significativa do nimero de respostas corretas do grupo sal/mCPP 2,0 em
relagdo aos grupos sal/sal e sal/mCPP 0,5 (p < 0,05).

Para o0 nimero de erros durante a aprendizagem (Fig. 6B) a ANOVA de duas vias com
medidas repetidas mostrou efeito significativo para o fator sessdo (Al x A2 x A3 x A4 x Ab;
Fa209 = 57,19, p < 0,05). Nao houve efeito significativo para o fator tratamento (sal x mCPP
0,5 xmCPP 2,0; F4,224 = 0,92, p > 0,05) ou para a interacao entre os fatores (tratamento x sessao;
Fa304 = 0,60, p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou diminuicdo significativa do
namero de respostas incorretas em A2, A3, A4 e A5 em relacdo a Al e de A3, A4 e A5 em
relacdo a A2 (p < 0,05). Para o numero de erros durante a aprendizagem reversa (Fig. 6B) a
ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito significativo para o fator sesséo
(AR1 x AR2 x AR3; Fa179 = 113,49, p < 0,05), com interacdo significativa entre os fatores
tratamento e sessdo (tratamento x sessao; Fa,179 = 4,84, p <0,05), mas sem efeito para tratamento
(sal x mCPP 0,5 x mCPP 2,0; Fs110 = 0,99, p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls
indicou diminuic&o significativa do numero de respostas incorretas em AR2 e AR3 em relacdo
a AR1 para todos os grupos (p < 0,05) e de AR3 em relacdo a AR2 para o0s grupos sal/sal e
mCPP 0,5/sal (p < 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls também indicou uma diminuicao

na quantidade de respostas erradas em AR1 para o grupo sal/mCPP 2,0 em relagdo aos grupos
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sal/sal, mCPP 0,5/sal e sal/mCPP 0,5 (p < 0,05) e para o grupo mCPP 2,0/sal em relacdo ao
grupo sal/sal (p < 0,05).

Para o nimero de omissdes durante a aprendizagem (Fig. 6C), a ANOVA de duas vias
com medidas repetidas mostrou efeito significativo para o fator sessdo (Al x A2 x A3 x A4 x
Ab; Fa 299 = 10,29, p < 0,05). Houve um efeito significativo para o fator tratamento (sal x mCPP
0,5 x mCPP 2,0; Fa299 = 7,28, p < 0,05), mas ndo para a interacdo entre os fatores (tratamento
x sessd0; Fa209 = 0,76, p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou uma diminuicao
significativa de omissGes em A3, A4 e A5 em relagdo a Al (p < 0,05) e A2 (p < 0,05). O teste
post hoc de Newman-Keuls também indicou aumento na quantidade de omissdes para o grupo
mCPP 2,0/sal em relagdo aos demais grupos (p < 0,05). Para o nimero de omissdes durante a
aprendizagem reversa (Fig. 6C) a ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito
significativo para o fator sessdo (AR1 x AR2 x AR3; Fa170 = 4,24, p < 0,05), com interacdo
entre os fatores tratamento e sessdo (Fs,179 = 3,37, p < 0,05). Também houve efeito significativo
para o fator tratamento (sal x mCPP 0,5 x mCPP 2,0; F4,110 = 4,56, p < 0,05). O teste post hoc
de Newman-Keuls indicou diminuicéo significativa do nUmero de omissées em AR2 e AR3 em
relacdo a AR1 (p < 0,05), e de AR3 em relacdo a AR2 (p < 0,05), apenas no grupo sal/mCPP
2,0. O teste post hoc de Newman-Keuls também indicou aumento de omissdes em AR1 e AR2
para o grupo sal/mCPP 2,0 em relagdo aos demais grupos (p < 0,05).

Para o tempo de reacdo durante a aprendizagem (Fig. 6D) a ANOVA de duas vias com
medidas repetidas, mostrou efeito significativo para o fator sessdo (Al x A2 x A3 x A4 x Ab;
Fa283 = 25,81, p < 0,05). Houve efeito significativo para tratamento (sal x mCPP 0,5 x mCPP
2,0; Fap0s = 5,91, p < 0,05), mas sem interacdo entre os fatores tratamento e sessao (Fie.283 =
0,63, p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou uma diminuicéo significativa do
tempo de reacdo em A2, A3, Ad e A5 emrelacdo a Al (p <0,05) e de A3, Ad e A5 em relacdo
a A2 (p < 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls também indicou aumento do tempo de
reacao para o grupo mCPP 2,0/sal em relagdo aos demais grupos (p < 0,05). Para o tempo de
reacao durante a aprendizagem reversa (Fig. 6D) a ANOVA de duas vias com medidas repetidas
mostrou efeito significativo para o fator sessdo (AR1 x AR2 x ARS3; F4,178 = 20,52, p < 0,05),
com interacdo entre os fatores tratamento e sessdo (Fs17s = 8,93, p < 0,05). Também houve
efeito significativo do tratamento (sal x mCPP 0,5 x mCPP 2,0; F4,109 = 8,94, p < 0,05). O teste
post hoc de Newman-Keuls indicou diminui¢éo significativa do tempo em AR2 e AR3 em
relagcdo a AR1 (p < 0,05) apenas para o grupo sal/mCPP 2,0. O teste post hoc de Newman-Keuls

também indicou aumento do tempo de reagéo para o grupo sal/mCPP 2,0 em relacdo aos demais
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grupos em AR1 e AR2 (p <0,05) e em relagéo aos grupos sal/sal e mCPP 0,5/sal em AR3 (p <

0,05).
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Figura 6. Efeitos da mCPP sobre respostas corretas (A), incorretas (B), omissoes (C) e tempo

de reacdo (D) das fémeas ao longo do processo de aprendizagem (Al a A5) e durante a

aprendizagem reversa (AR1 a AR3).

Nota: Os animais receberam, nos dias de aprendizado e aprendizagem reversa, respectivamente, salina e salina
(sal/sal), salina e mCPP 0,5 mg/kg (sal/mCPP0,5), salina e mCPP 2,0 mg/kg (sal/mCPP 2,0), mCPP 0,5 mg/kg e

salina (mMCPP 0,5/sal), mCPP 2,0 mg/kg e sal (mCPP 2,0/sal). Os pontos representam as médias de 12 animais em

10 tentativas por sessdo e as barras representam o erro padrdo da média. As médias para a aprendizagem ou

aprendizagem reversa foram comparadas com ANOVAs de duas vias para medidas repetidas seguidas, no caso de

significancia estatistica, pelo teste de Newman-Keuls. * indica p < 0,05 em relagéo ao grupo controle (sal/sal).
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5 Discussao

O trabalho teve como objetivos iniciais: 1. implementar o teste de Aprendizagem
Reversa no laboratorio; 2. verificar se encontrariamos diferencgas na reversao de aprendizagem
entre os ratos da linhagem Wistar machos e fémeas; 3. investigar se para 0s animais modelo
para 0 TOC induzido por mCPP observariamos prejuizos na reversao da aprendizagem com
diferengas entre sexos ainda mais pronunciadas. Na aprendizagem reversa, é testada a
flexibilidade comportamental dos animais, uma habilidade que se observa prejudicada em
transtornos psiquiatricos humanos como esquizofrenia, depressdo, dependéncia e TOC
(Brigman et al., 2010; Adler et al., 2020; Calu et al., 2007; Benzina et al., 2021). A
aprendizagem reversa € um paradigma muito utilizado para medir a flexibilidade
comportamental, ainda com poucos trabalhos em animais machos e fémeas da linhagem Wistar
modelo para o TOC, sendo 0 nosso estudo um dos primeiros na area. No experimento 1, as
fémeas apresentaram pior desempenho do que os machos na Aprendizagem Reversa, denotando
uma menor flexibilidade comportamental. Ja no experimento 2, os machos tratados com mCPP
2,0 mg/Kg apresentaram aumento do tempo de reacdo na fase de aprendizagem reversa,
enquanto as fémeas apresentaram aumento do tempo de reacdo e ndmero de omissdes e
diminuicdo dos acertos tanto na aprendizagem quanto na reversao.

A implementac&o do teste de aprendizagem reversa no LPA foi realizada com o objetivo
de explorar, na sequéncia, uma possivel diferenca de resultados nesse teste, associada
primeiramente ao sexo e, depois, ao tratamento com mCPP. A implementacdo do protocolo
experimental foi baseada em Deacon & Rawlins (2006) e Ghods-Sharifi et al. (2008), com
adaptacOes necessarias ao desenho experimental, que foram quanto ao tempo necessario para
concluir a tentativa (alteracdao de 2 min para 5 min) e quanto a medida experimental. O labirinto
em T é utilizado para medir a alterndncia espontanea e aprendizagens dependentes do
hipocampo, mas, em nosso estudo, utilizamos uma tarefa de aprendizagem reversa, que analisa
a flexibilidade comportamental, dependente do cortex orbitofrontal. No inicio, ndo foi utilizada
privacdo alimentar. No experimento de Remmelink et al. (2016), os animais adquiriram um
novo comportamento sem necessitar de privacdo alimentar prévia. No presente estudo, porém,
0s animais ndo ingeriam o reforgo apetitivo, inicialmente composto por iscas de cenoura ou
banana, normalmente atrativos para os ratos (Galef Jr, 1995; Morrow et al., 2011; Buckley &
Rasmussen, 2014; Morrow et al., 2015). Estudos semelhantes usaram o cereal Froot Loops®
(McDonald & White, 1995; Ely et al., 1997; Pettenuzzo et al., 2008); decidimos, entdo, tentar
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o cereal Nescau Balls®, com caracteristica mais padronizada em relagéo a cor, sabor, formato
e tamanho e menor custo. Usando este alimento, os animais ainda ndo ingeriam o reforgo sem
privacdo alimentar prévia. Testamos, entdo, a privacdo alimentar, que foi aumentada
gradativamente de 16 até 23 horas, quando os animais passaram a aceitar o reforco. O critério
de aprendizado utilizada foi uma taxa de acertos de 80% em 10 tentativas diarias; os animais
geralmente atingiam essa medida no 3° dia de Aprendizagem e, quando o reforco era invertido
de lado no Labirinto em T, na Aprendizagem Reversa, 0s animais atingiam 80% de acertos ja
no 2° dia.

No experimento 1, foi possivel atestar a efetividade do protocolo desenvolvido,
permitindo o estudo da aprendizagem reversa no laboratério. Cinco sessfes de aprendizagem
(com 10 tentativas cada) mostraram-se suficientes para gerar aprendizado — demonstrado pelo
aumento do nimero de acertos ao longo dos dias até atingir o maximo nas sec¢des 4 e 5, enquanto
os erros e omissdes diminuiram até praticamente desaparecerem nas se¢des 4 e 5. A utilizacao
de cinco sessOes para a fase de aprendizagem esta dentro do que € encontrado em experimentos
semelhantes com ratos (Tsaltas et al., 2005; Deibel et al., 2017). O tempo de reac¢do diminuiu
com o passar das sessdes, até ficar estavel em cerca de 10 s. Essa diminuicdo € comumente
reportada na literatura (Blokland, 1998; Tsaltas et al., 2005; Boulougouris et al., 2007). Trés
sessOes de aprendizagem reversa foram suficientes para observar o desafio da reversédo de
aprendizagem, com uma queda dréastica do nimero de acertos (e aumento do nimero de erros)
na primeira sessao. De fato, o desempenho na aprendizagem reversa foi pior do que o observado
na primeira sessdo de aprendizagem, como ja descrito em outros estudos (McAlonan & Brown,
2003; Boulougouris et al., 2007; Ghods-Sharifi et al., 2008). A recupera¢do de desempenho
com a desvinculagdo do comportamento da regra anterior e aprendizagem da nova contingéncia
de reforcamento foi rapidamente observada entre as sessdes e com efeito maximo ja na terceira
sessdo, com restabelecimento de desempenho similar ao apresentado no final da fase de
aprendizagem. Por outro lado, diferente da fase de aprendizagem, omissdes ndo foram
observadas e 0 tempo de reacdo permaneceu baixo durante toda a fase de aprendizagem reversa.
Assim, considerando os resultados alcangados, o protocolo foi implementado com sucesso.

Ainda no experimento 1, exploramos potenciais diferencas entre machos e fémeas na
Aprendizagem e Aprendizagem Reversa. Os animais machos e fémeas aprenderam igualmente
sobre a posicdo do alimento no Labirinto em T, diminuindo progressivamente as omissoes,
erros cometidos e o tempo até alcangar o alimento. Nossos resultados estdo de acordo com 0s

descritos por Lucon-Xiccato & Bisazza (2014) em seu experimento de aprendizagem com
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peixes machos e fémeas da espécie Poecilia reticulata (lebiste ou barrigudinho). Nesse estudo,
0s peixes foram inicialmente treinados em uma tarefa de discriminacao de cores (em uma grade
verde com 48 orificios, havia 2 cobertos com discos vermelho ou amarelo; sob um deles era
escondido um alimento) e a aprendizagem de discriminacéo foi adquirida com a mesma rapidez
por machos e fémeas. Milad et al. (2009), em seu experimento de medo condicionado com ratos
machos e fémeas, também ndo observaram diferencas associadas ao sexo durante a fase de
condicionamento, com os animais ndo diferindo em aprendizagem do medo nem mesmo
guando considerada a fase do ciclo estral nas fémeas.

Quando a recompensa alimentar teve seu lado invertido, houve um grande aumento no
namero de tentativas erradas, mas esses erros diminuiram nos dias subsequentes. Diferengas na
aprendizagem reversa relativas ao sexo foram observadas no 1° e 2° dias, com um nimero maior
de erros (e menor de acertos) cometidos pelas fémeas nessas sessdes. O melhor desempenho
dos machos em relacdo as fémeas, nos dois primeiros dias de reversdo de aprendizagem, foi
diferente dos achados de Lucon-Xiccato & Bisazza (2014) com peixes. Em seu experimento de
aprendizagem reversa de discriminacdo, conduzido em uma Unica sessdo com 10 tentativa para
cada animal (14F e 14M), peixes machos mostraram o dobro de erros em relacdo as fémeas
antes de aprender a associagédo reversa entre cor-alimento. Na reversdo de aprendizagem em
série, com alternéncia de reversdo de critério e contingéncias ocorrendo varias vezes no
treinamento, os machos ainda apresentaram piores resultados em comparacgdo as fémeas. Os
resultados apresentados aqui concordam com os achados da revisdo de literatura feita por Dalla
& Shors (2009), onde as fémeas mostraram maior retencdo do aprendizado e uma dificuldade
maior na extin¢do do comportamento nos experimentos de: condicionamento de piscar de olhos;
sobressalto potencializado pelo medo; teste do sobressalto intensificado por luz; evitagéo ativa
e reforcamento diferencial de baixa taxa. Tais resultados em ratos concordam também com o
estudo de Reimer et al. (2018), em que foram avaliadas a autolimpeza induzida por mCPP em
machos e fémeas em diferentes fases do ciclo estral e a extingdo do medo condicionado ao
contexto e ao som. Reimer et al. (2018) observaram que o pior desempenho das fémeas na
retencdo de medo contextual foi dependente da fase estral e particularmente mais pronunciado
durante as fases de baixa hormonal (metaestro e diestro).

A diferenca observada entre machos e fémeas durante a aprendizagem reversa nao
parece relacionada ao tempo necessario para realizacdo de cada tentativa ou a alguma diferenca
locomotora, uma vez que ndo encontramos diferengas nas omissdes (praticamente inexistentes)

ou no tempo de reacdo para machos e fémeas. O maior niumero de erros cometidos pelas fémeas
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indica menor flexibilidade (maior rigidez comportamental) para desvincular o comportamento
de uma regra previamente aprendida e bem estabelecida, sugerindo a prevaléncia de
comportamento habitual por mais tempo (LaClair et al., 2019; Aguirre et al., 2020). As
diferencas observadas refletem um atraso, mais do que algo permanente, visto que as fémeas
param de errar na terceira sessdo de AR, passando a exibir um comportamento similar aquele
apresentado pelos machos. Influéncias hormonais podem contribuir para a diferenca de
desempenho entre machos e fémeas e precisam ser exploradas em estudos futuros, com
avaliacdo, por exemplo, da influéncia do ciclo estral sobre a aprendizagem reversa — uma
limitacdo do nosso estudo. Diferengas de desempenho em outras tarefas, como aumento da
ansiedade no Labirinto em T Elevado (Gouveia et al., 2004), nivel de ansiedade menor no
Campo Aberto (O'Leary et al., 2013), menor ansiedade na Caixa Claro-escuro (Zuluaga et al.,
2005), menor vocalizacdo no teste de Vocalizacdo Ultrassdnica (Machado Figueiredo et al.,
2019), evocacdo do comportamento de fuga no modelo de Hipdxia (Batistela et al., 2021),
aumento da resposta defensiva condicionada no teste Interacdo Presa-Predador (Pentkowski et
al., 2018), nivel aumentado de medo e ansiedade no Risky Closed Economy (Pellman et al.,
2017), tém sido relacionadas as alteracdes hormonais associadas as fases do ciclo estral.

As diferencas de sexo encontradas na aprendizagem reversa nesse estudo mostrando um
resultado superior dos machos em relacdo as fémeas, contrapdem o que é encontrado na
literatura (Lucon-Xiccato & Bisazza 2014; Petrazzini et al., 2017), porém uma explicacdo
possivel pode ser nas diferentes estratégias de navegacdo que machos e fémeas usam no
labirinto. Os machos tendem a usar estratégias geométricas, navegando assim com base na
forma do ambiente, enquanto as fémeas tendem a usar estratégias alocéntricas, tanto
geométricas quanto baseadas em marcos, navegando assim com base na localizagdo de certos
objetos em relacdo a forma do ambiente (Koss & Frick, 2017). Como nao usamos pistas
ambientais em nosso aparato, quando o alimento era invertido de lugar, possivelmente as
fémeas se prendiam ao comportamento previamente aprendido por ndo localizar nenhuma
mudanca no aparato.

Em uma revisao sistematica sobre altera¢cGes comportamentais relacionadas ao TOC que
sdo induzidas por mCPP em roedores (Da Silva et al., em preparacdo), encontramos VAarios
estudos que, em sua maioria, avaliaram comportamentos defensivos, compulsivos e atividade
locomotora em ratos. Esses estudos mostram, de uma maneira geral, que a mCPP produz
aumento da ansiedade (Graf et al., 2003; Georgiadou et al., 2012; Reimer et al., 2018),
compulsividade (Bhutada et al., 2013; Kreiss et al., 2013; Nardo et al., 2014) e diminuicdo da
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atividade locomotora (Andrés et al., 2002; Yamauchi et al., 2004; Reimer et al., 2018).
Raramente sdo apresentados, entretanto, resultados de experimentos com fémeas ou que
explorem os efeitos da mCPP sobre a flexibilidade comportamental. Sendo assim, no
experimento 2 avaliamos os efeitos da mCPP sobre a aprendizagem reversa em machos e
fémeas. Esperava-se que essa habilidade estivesse prejudicada, no atual modelo experimental
com ratos Wistar, segundo os efeitos da mCPP encontrados na literatura (Eriksson et al., 1999;
Boulougouris et al., 2008). Apenas a dose mais alta de mCPP utilizada (2,0 mg/Kg) produziu
alteracdes comportamentais. Nos machos, essa dose de mCPP aumentou o tempo de reagdo
apenas na fase de aprendizagem reversa, sem interferir no aprendizado, pois ndo modificou 0s
nameros de acertos ou erros na aprendizagem ou na aprendizagem reversa. Nas fémeas, a
mesma dose de mCPP produziu alterages mais generalizadas, com diminuicdo do numero de
acertos, aumento do numero de omissdes e do tempo de reacdo na fase de aprendizagem; e
diminuicdo dos acertos, erros e aumento das omissGes e tempo de reacdo na fase de
aprendizagem reversa.

Essa alteracdo no tempo de reacdo, e no caso das fémeas consequentemente também
no nimero de omissdes, acertos e erros, poderia refletir um déficit motor induzido pela mCPP.
De fato, diversos estudos indicam essa reducédo da atividade locomotora, podendo ser explicada
pelo fato de a mCPP produzir uma reducdo dos receptores 5-HT2 corticais e uma regulacéo
positiva dos receptores 5-HT1 no hipocampo, junto com uma diminui¢do na DA hipotalamica
(Ulrichsen et al., 1992; Andrés et al., 2002; Yamauchi et al., 2004; Reimer et al., 2018). Além
disso, foi encontrada uma tolerancia funcional a hipoatividade locomotora induzida por mCPP,
sem alteracBes nas respostas neuroendocrinas a mCPP (Ulrichsen et al., 1992; Prisco &
Esposito, 1995). A alteracdo no tempo de reacdo também poderia ser explicada pelo fato de a
mCPP reduzir o apetite (e, portanto, a motivacdo alimentar). Tal efeito foi observado por
Vickers et al. (2003), quando os ratos tratados cronicamente com mMCPP reduziram
significativamente o peso corporal em relacéo aos controles. O mesmo resultado foi visto por
Carli e Samanin (1992), quando 2,5 mg/Kg de mCPP aumentou o percentual de omissdes e a
laténcia para responder corretamente ou para coletar o refor¢o, sem efeitos nas respostas
corretas em uma tarefa de reacdo em serie com cinco opgdes. Esse aumento do tempo de reagéo
e de omissdes pode ser devido a um envolvimento dos receptores 5-HT sobre a motivacdo dos
ratos para buscar alimento. A hipofagia produzida pela mCPP envolve a ativacédo de receptores
5-HT2C no hipotalamo, onde ha maior reserva desse receptor, ja a hipolocomocdao induzida por

mCPP parece ser mediada pela resisténcia negativa a regulacdo induzida por agonista dos
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receptores 5-HT2C em areas limbicas como o estriado e o ntcleo accumbens (Fone et al., 1998).
Por outro lado, a auséncia de efeitos da mCPP sobre o tempo de reacdo durante a fase de
aprendizagem nos machos enfraquece essas interpretacoes, sugerindo um efeito mais especifico
para aprendizagem reversa nesse caso ou que o potencial efeito motor ou na motivacao € fraco
o suficiente para ndo aparecer quando o tempo de reacdo ja se encontra mais alto.

A mCPP tem sido usada desde 1990 como indutor de comportamentos analogos ao TOC
em modelos animais (ratos e camundongos), por ser agonista ndo seletivo 5-HT2C, considerada
uma droga ansiogénica que em roedores, evoca 0s comportamentos repetitivos que envolvem a
ativacdo do cortex orbitofrontal, area cerebral homoéloga encontrada como disfuncional em
pacientes com TOC (Stark et al., 2006). Em nosso estudo, entretanto, efeitos da mCPP sobre
comportamentos andlogos ao TOC relacionado a rigidez comportamental podem ter sido
mascarados por potenciais efeitos motores e/ou relacionados a hipofagia, principalmente nas
fémeas. Era esperado que os animais tratados com a droga tivessem uma maior dificuldade de
se desvincular do comportamento previamente aprendido, ou seja, cometessem mais erros na
aprendizagem reversa. 1sso ndo ocorreu. Mas o aumento do tempo de reacdo especifico para a
fase de aprendizagem reversa em machos sugere diminuicéo de flexibilidade comportamental.
Outro resultado promissor encontrado foi a diferenca marcante do comportamento de omisséo
nos animais tratados com mCPP, com efeito significativo mais importante nas fémeas. Faltam,
entretanto, dados na literatura para discutir e compreender esse achado, uma vez que esse
comportamento é raramente relatado. Possiveis explicacdes podem envolver a expressao maior
de receptores 5-HT2C no encéfalo das fémeas, incluindo areas motoras e/ou relacionadas a

ansiedade.
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6 Conclustes

O protocolo de Aprendizagem Reversa foi implantado com sucesso utilizando ratos
Wistar machos e fémeas em um labirinto em T, sendo necessaria privacdo alimentar
prévia de 23 h. Os erros cometidos na Aprendizagem Reversa foram visiveis
principalmente no 1° dia.

O desempenho dos ratos Wistar no protocolo experimental apresentou uma diferenca de
sexos na Aprendizagem Reversa, com melhor desempenho dos machos. Esse resultado
é diferente do observado em outras espécies animais e com outros protocolos de
aprendizagem.

Nos machos a mCPP (dose de 2,0 mg/Kg) afetou de forma significativa o tempo de
reacdo apenas na aprendizagem reversa. Nas fémeas, a mCPP (dose de 2,0 mg/Kg)
produziu diminuic¢do do nimero de acertos, aumento do numero de omissées e do tempo
de reacdo na fase de aprendizagem; e diminuicdo dos acertos, erros e aumento das
omissdes e tempo de reacdo na fase de aprendizagem reversa.

Os efeitos mais pronunciados da mCPP nas fémeas pode estar relacionado a uma
expressao diferencial de receptores 5-HT2C e 5HT1 entre machos e fémeas, e/ou com
interacdo com a acdo dos esteroides sexuais.

Os efeitos observados da mCPP podem, além de sugerir diminuicdo da flexibilidade
comportamental, estarem ligados a efeitos da droga sobre a locomocao e diminuigéo da

motivacao alimentar dos animais, principalmente nas fémeas.
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