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Resumo

A meta-clorofenilpiperazina (mCPP) ¢ uma droga sintética agonista ndo seletiva dos
receptores serotoninérgicos, que tem sido utilizada no estudo de diversas psicopatologias como,
por exemplo, o Transtorno Obsessivo-Compulsivo (TOC). Nesses estudos, a administragao da
mCPP t€ém demonstrado efeitos motores de aumento ou diminui¢ao da atividade locomotora
em animais de forma dose dependente e devido, provavelmente, a uma interagdo entre os
receptores serotoninérgicos 5-HT2C e sua regulacdo da neurotransmissdo dopaminérgica.
Alguns estudos realizados com fémeas t€ém apresentado uma possivel influéncia do ciclo estral
nos efeitos causados pela mCPP. Entretanto, ainda que estudos demonstrem possiveis
distingdes sexuais também nos efeitos motores causados pela mCPP, ¢ necessario que sejam
realizados mais estudos com fémeas para compreender melhor tais diferengas. Deste modo, o
objetivo do presente estudo foi avaliar se a mCPP induz catalepsia em ratos Wistar, ¢ verificar
se existem diferencas nos resultados apresentados entre ratos machos e fémeas, estas em
diferentes fases do ciclo estral. Para isso, foram utilizados ratos Wistar, sendo 72 machos e 77
fémeas, pesando aproximadamente 250 g. Os animais receberam salina (controle) ou mCPP nas
doses de 0,1 mg/kg, 1,0 mg/kg, 3,0 mg/kg e 10 mg/kg, e o grupo controle positivo recebeu
haloperidol (antagonista dopaminérgico de receptores do tipo D2) na dose de 1,0 mg/kg. Apos
a administracao, a cada 10 min, foi realizado um teste de catalepsia, totalizando 6 testes. A
administracdo de haloperidol foi capaz de induzir catalepsia tanto em machos quanto em
fémeas. O efeito cataléptico do haloperidol foi dependente da fase do ciclo estral nas fémeas,
ou seja, foi observado nas fémeas em metaestro/diestro, mas ndo naquelas testadas em
proestro/estro. A administracdo de mCPP, por outro lado, ndo causou catalepsia em machos ou
em fémeas, independente da fase do ciclo estral. Os resultados obtidos com a mCPP sugerem
que as alteragdes motoras observadas em estudos anteriores sdo distintas daquelas que
caracterizam os estados catalépticos. Tais achados sdo importantes no contexto de utiliza¢ao da
mCPP para o estudo do TOC, e indicam que a avaliagao de comportamentos do tipo compulsivo

induzidos pela mCPP nao seria prejudicada por efeitos catalépticos induzidos pelo farmaco.

Palavras-chave: modelo animal, efeito motor, serotonina, receptor 5-HT2c¢, Transtorno

Obsessivo-Compulsivo.
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1. Introducao

A meta-clorofenilpiperazina (mCPP) ¢ uma droga sintética agonista ndo seletiva dos
receptores serotoninérgicos. Por possuir efeitos subjetivos parecidos com drogas como
a 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA), chegou a ser utilizada como droga de
abuso (Tancer & Johanson, 2001). Contudo, a mCPP tem sido muito utilizada em
diversos estudos de psicopatologias como o Transtorno Obsessivo-Compulsivo (TOC),

ansiedade e esquizofrenia (Kahn et al., 1992; Khanna et al., 2001; Sant’Ana et al., 2019).

O TOC, ¢ caracterizado por obsessdes — pensamentos, impulsos ou imagens
vivenciadas de forma insistente e indesejada, e compulsdes — comportamentos
repetitivos realizados pelo individuo na tentativa de aliviar o desconforto advindo das
obsessdes (American Psychiatric Association, 2014). No estudo desse transtorno em
modelo animal ndo ¢ possivel reproduzir as obsessdes, no entanto, em modelos
farmacologicos, ¢ possivel induzir comportamentos tipo-compulsivos que sdo similares
aos observados no quadro sintomatico em humanos (Albelda & Joel, 2012). Dessa
forma, a mCPP tem demonstrado, através da sua afinidade com receptores
serotoninérgicos, ser capaz de induzir comportamentos como mastigagao sem finalidade
e autolimpeza, que em estudos anteriores forem associados aos receptores 5S-HT2C

(Graf et al., 2003; Kreiss et al., 2013; Stewart et al., 1989).

A mCPP apresenta uma grande afinidade com diversos receptores serotoninérgicos,
tendo como um destaque sua alta afinidade pelos receptores 5-HT2C, principal
responsavel pelos efeitos fisiologicos promovidos pela administragio da mCPP
(Fiorella et al., 1995). Apesar de sua acdo mais potente ser nos receptores
serotoninérgicos, alguns estudos demonstraram que a mCPP, em doses mais altas,
apresenta afinidade para outros receptores, como os alfa-adrenérgicos, bem como, o
aumento do 4cido homovanilico e sulfato de 3-metoxi-4-hidroxifenoletilenoglicol, o que
indica um efeito adicional sobre as neurotransmissdes dopaminérgica e noradrenérgica

(Hamik & Peroutka, 1989).

Ainda sobre a interacdo da mCPP com neurotransmissores, alguns estudos apontam
para uma interacdo entre os receptores serotoninérgicos 5-HT2C e a dopamina. Em

Pozzi e colaboradores (2002), a estimulacdo de receptores 5S-HT2C nao teve efeito sobre
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a dopamina extracelular basal no cortex pré-frontal, enquanto o bloqueio desses mesmos
receptores aumentou a dopamina extracelular, indicando que receptores 5-HT2C
localizados na area tegmental ventral exercem a regulagdo da dopamina mesocortical.
Em Alex e colaboradores (2005), a mCPP conseguiu reverter o efeito hiperlocomotor
causado por um agonista inverso para os receptores 5-HT2C, diminuindo a dopamina e
consequentemente a hiperlocomogdo, ou seja, o tratamento sist€mico com mCPP

reduziu a dopamina no estriado causando a redu¢do da locomogao.

Deste modo, a administragdo da mCPP pode gerar efeitos motores de aumento ou
diminui¢do da atividade dos animais. Em estudo recente, a mCPP produziu déficits
motores importantes em ratos Wistar pré-tratados com apomorfina, um agonista dos
receptores dopaminérgicos D1 e D2, contribuindo para a hipdtese de que os receptores
5-HT2C interagem com a dopamina (Zafar et al., 2019). No entanto, a mCPP nao causou
efeito hipolocomotor em ratos selvagens, enquanto induziu um forte aumento na
atividade motora em ratos geneticamente modificados para nao possuirem os receptores

5-HT2C (Fletcher et al., 2009).

Tais efeitos, aparentemente contraditérios, podem ser explicados ndo somente pelas
diferencas de condigdes experimentais e espécies utilizadas, mas também, pela
complexa relagdo entre a ativagdo dos diversos subtipos de receptores serotoninérgicos.
Apesar do envolvimento dos receptores 5-HT2C na hipolocomogdo, e de estudos
demonstrando a ativagdo dos receptores 5-HT1A e 5-HTIB relacionados a
hiperlocomogao (Gleason & Shannon, 1998), as interagdes subjacentes aos efeitos
locomotores da administragdo da mCPP tém se mostrado mais complexas. Visto que,
embora a estimulagcdo do receptor 5S-HT1B seja essencial para a hiperatividade, ele
sozinho ndo ¢ suficiente para aumentar a atividade nesses animais. A hiperatividade
depende da estimulacdo simultanea dos receptores 5-HT1A e 5-HTIB os quais

dependem dos receptores 5-HT2C (Dalton et al., 2004).

Quando os receptores 5-HT1A e 5-HTIB sdo ativados simultaneamente, a
estimulagdo sobre os receptores 5-HT2C predomina, causando uma diminui¢ao da
atividade. Se a influéncia destes receptores ¢ enfraquecida seja por alteragdo genética
ou pré-tratamento com um antagonista, os receptores 5-HT1B sdo estimulados
resultando no aumento da atividade (Heisler & Tecott, 2000). Em suma, muitos estudos
revelam os efeitos hiperlocomotores nos animais com a administragdo da mCPP,

enquanto outros revelam a diminuicao da atividade locomotora, sendo necessario mais
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investigagdes para esclarecer se esses efeitos motores estdo relacionados a espécie,

doses ou outras condigdes experimentais utilizadas.

Adicionalmente, alguns estudos realizados com fémeas tém apresentado uma
possivel influéncia do ciclo estral nos efeitos causados pela mCPP. Foi observada uma
reducdo na retengdo da extingdo em ratas Sprague-Dawley tendo efeitos mais
pronunciados nas fases de metaestro/diestro, o que sugere que mudangas dos hormonios
sexuais podem interagir com os receptores serotonérgicos e contribuir para o déficit na
extingdo do medo (Reimer et al., 2018). Em outro estudo, a mCPP em ratas Wistar
causou uma significativa diminuicdo da atividade exploratoéria no campo aberto,
independente da fase do ciclo, com doses maiores que 0,5 mg/kg (Silva, 2020). Ainda
que tais estudos demonstrem possiveis distingdes sexuais nos efeitos causados pela
mCPP, ¢ necessario que sejam realizados mais investigacdes com fémeas para melhor

compreender tais diferengas.

A fim de contribuir para o entendimento do impacto motor decorrente da
administracdo da mCPP, foi utilizado neste presente estudo o teste de catalepsia. Este
teste consiste em posicionar as patas dianteiras do animal em uma barra horizontal
enquanto as patas traseiras permanecem no assoalho, sendo essa uma posi¢do incomum
e desconfortavel para o animal; mede-se, entdo, a laténcia que o animal levara para
desfazer esta posicdo (Waku et al., 2021). Em grande parte dos estudos a catalepsia ¢
induzida por haloperidol, um antagonista dos receptores dopaminérgicos D2; seu
bloqueio em tais receptores resulta no estado cataléptico mostrando sua associagdo com
o comportamento motor (Barroca et al., 2019; Colombo et al., 2013; Waku et al., 2022).
O teste de catalepsia ¢, portanto, muito utilizado para estudos dos efeitos motores, sendo
amplamente empregado em modelos animais para o estudo da doenga de Parkinson

(Sanberg et al., 1988; Waku et al., 2021).

Tendo em vista os achados anteriormente apresentados, o presente estudo teve
como proposito avaliar os possiveis efeitos motores causados pela administragdo da
mCPP em diferentes doses em ratos machos e fémeas por meio do teste de catalepsia,
avaliando o tempo que os animais levam para desfazer a posi¢cdo imposta. Esperava-se
que a mCPP, principalmente em doses maiores, seria capaz de promover um déficit

motor nos ratos em ambos 0s sexos, mas com um efeito mais pronunciado nas fémeas.



2. Objetivos

O objetivo do presente estudo ¢ avaliar se a meta-clorofenilpiperazina (mCPP)
induz catalepsia em ratos Wistar. Mais especificamente, pretende-se observar os efeitos
da administragdo da mCPP, em diferentes doses, sobre o tempo para retirada das patas
no teste de catalepsia e verificar se existem diferencas nos resultados apresentados entre

ratos machos e fémeas.
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3. Material e Métodos

3.1. Sujeitos

Para este estudo foram utilizados 149 ratos Wistar, sendo 72 machos e 77
fémeas, pesando aproximadamente 250 g. Os animais foram obtidos através do biotério
central da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), campus Sao Carlos. Os
animais ficaram acomodados em grupos de 4, em caixas de polipropileno (30 x 32 x 18
cm), forradas com maravalha, com acesso livre a 4gua e alimento. Foram mantidos no
biotério setorial do Laboratério de Psicologia da Aprendizagem (LPA) do
Departamento de Psicologia da UFSCar, sob ciclo claro/escuro de 12 x 12 h com o
periodo claro iniciando as 7:00 h da manha. Todos os experimentos foram realizados
durante a fase clara do ciclo. Os sujeitos foram transportados individualmente para a
sala de experimentagdo com o uso de uma caixa de polipropileno (30 x 20 x 13 cm)
forrada com maravalha. Cada grupo experimental variou entre 10 a 14 animais. O
presente experimento foi submetido para aprovagdo pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFSCar e encontra-se protocolado sob o n° 1921170621 (Anexo A).
O estudo seguiu as recomendacdes do Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.2. Determinacao das fases do ciclo estral

Nas fémeas, foi realizado esfregago vaginal diariamente pela tarde para verificar
o ciclo estral das ratas. Para tal fim, foi utilizado um cotonete umedecido com solu¢ao
fisiolodgica para coleta de amostras do tecido epitelial vaginal que foram colocadas em
laminas de microscopia e coloridas com Panotico Rapido (Laborclin Ltda., Brasil)
(Reimer et al., 2018). Apds secagem, as laminas foram avaliadas em microscopio dptico
com um aumento de 40x para a observagdo do tecido epitelial das ratas e identificagdo
da fase do ciclo estral. Para a determinagdo do ciclo, foi realizada a diferenciacdo das
células observadas: células nucleadas e bem formadas caracterizam a fase de proestro;
células escamosas, cornificadas e anucleadas predominam na fase de estro; a presenca

de pequenos leucdcitos mais escurecidos € em pequena propor¢do caracteriza o
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metaestro; tecido com leucocitos predominantes corresponde a fase de diestro (McLean

et al., 2012).

Figura 1. Fotomicrografias ilustrativas da aparéncia citologica caracteristica das fases do ciclo estral de

ratas. (A) proestro, (B) estro, (C) metaestro e (D) diestro. Fonte: Do proprio autor.

3.3. Drogas

Nos grupos experimentais, a droga utilizada foi a meta-clorofenilpiperazina
(mCPP), um agonista ndo seletivo dos receptores de serotonina, administrada
intraperitonealmente (i.p). A mCPP foi dissolvida em salina fisiologica (0,9%) antes do
uso. As doses utilizadas foram: 0,1 mg/kg; 1,0 mg/kg; 3,0 mg/kg e 10 mg/kg,
administradas em volume constante de 1,0 ml/kg. O grupo controle recebeu volume
equivalente de salina fisioldgica. Para o grupo controle positivo foi administrado
haloperidol, um neuroléptico (antagonista de receptores dopaminérgicos do tipo D2)
capaz de induzir a catalepsia, na dose de 1,0 mg/kg. O haloperidol também foi
dissolvido em salina fisioldgica (0,9%) antes do uso. A administragdo, para todos os
grupos, foi realizada 10 min antes da realizacao do primeiro teste de catalepsia. As doses
das drogas foram selecionadas com base em estudos prévios (Barroca et al., 2019;

Colombo et al., 2013; Reimer et al., 2018; Silva, 2020; Waku et al., 2022).
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3.4. Teste de catalepsia

3.4.1 Equipamento

O teste de catalepsia foi realizado em uma caixa experimental de polipropileno
medindo 30 x 32 x 18 cm, aberta na parte superior, € em uma de suas laterais encontra-
se uma barra horizontal de acrilico, elevada a 8 cm do assoalho, com 30 cm de

comprimento e 1 cm de didmetro.

Figura 2. Fotografia da caixa utilizada no teste de catalepsia. Fonte: Do proprio autor.

3.4.2 Procedimentos

Os animais receberam salina, mCPP ou haloperidol, sendo formados 6 grupos para
machos e 6 grupos para fémeas: Controle (salina), mCPP 0,1 mg/kg, mCPP 1,0 mg/kg,
mCPP 3,0 mg/kg, mCPP 10 mg/kg e Haloperidol 1,0 mg/kg. Cada um dos grupos teve

entre 10 a 14 animais.

Apds a administragdo i.p., a cada 10 min, foi realizado um teste de catalepsia,
totalizando 6 testes. O teste de catalepsia consiste em posicionar o animal com as patas
dianteiras na barra transversal elevada a 8 cm do assoalho da caixa, com as patas
traseiras permanecendo no assoalho. A laténcia que o animal levou para desfazer a
posicao foi cronometrada. O tempo maximo de permanéncia na barra foi limitado a 3
min, quando este periodo foi atingido a contagem foi cessada e o animal foi retirado da
barra. Durante o intervalo entre um teste e outro, observou-se a movimentagdao do

animal, a fim de analisar a apresentacdo de possiveis efeitos motores no decurso entre
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os testes. Para isso foi realizada a filmagem destes intervalos com o auxilio de uma

camera.

3.5. Delineamento experimental

Os animais, ao chegarem ao biotério setorial do LPA, permaneceram por pelo
menos 3 dias em habituacdo antes do inicio das manipulagdoes. Em seguida, durante 14
dias antes da realizacdo do experimento, realizou-se a checagem do ciclo estral nas
fémeas e manipulacdo equivalente dos machos. Posteriormente, os sujeitos foram
divididos em grupos, sendo 6 grupos de machos e 6 grupos de fémeas, totalizando 149
animais. Cada grupo experimental recebeu uma dose de mCPP podendo estas serem de:
0,1 mg/kg; 1,0 mg/kg; 3,0 mg/kg e 10 mg/kg. Cada grupo controle positivo recebeu
haloperidol na dose de 1,0 mg/kg. Volume equivalente de salina foi administrado para
os grupos controles. Apds 10 min da administragdo, os animais realizaram um teste de
catalepsia a cada 10 min, o que totalizou ao final do experimento 6 testes. Em cada um
destes testes, a laténcia para desfazer a posicao imposta ao animal foi cronometrada. O
tempo maximo de permanéncia na barra foi de 3 min, apos este prazo o animal foi

retirado da caixa experimental e levado de volta a sua acomodagao.

3 Dias

Biotério

setorial LPA

14 Dias

Classificacdo
diaria do ciclo

estral nas ratas

Aplicagao (i.p) de
Salina ou

haloperidol ou
mCPP

10 min
Catelepsia Catelepsia Catelepsia Catelepsia Catelepsia Catelepsia
teste 1 teste 2 teste 3 teste 4 teste 5 teste 6

10 min 10 min 10 min 10 min 10 min

Figura 3. Delineamento experimental.
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3.6. Analise de dados

Todas as analises foram realizadas usando R versdo 4.0.5 (R Core Team, 2020)
e Rstudio versao 1.4.1717 (RStudio Team, 2020). Antes do ajuste do modelo, avaliamos
a distribuicdo de cada varidvel de resposta usando o pacote fitdistrplus versdao 1.1-8
(Delignette-Muller & Dutang, 2015); as distribui¢des de melhor ajuste foram usadas nos
modelos correspondentes. Para avaliar a laténcia para descida da barra no teste de
catalepsia, foram utilizados modelos lineares generalizados mistos (GLMMs) com
funcdo de ligagado logit e distribui¢des beta; Tratamento (Salina, Haloperidol 1,0 mg e
mCPP 0,1; 1,0; 3,0 e 10 mg), Tempo (10, 20, 30, 40, 50 e 60 min pds-tratamento) e Fase
do Ciclo (metaestro-diestro ou proestro-estro) foram utilizados como fatores fixos. O
ajuste do modelo foi realizado com o pacote glmmTMB versdo 1.1.3 (Brooks et al.,
2017). Os testes de razdo de verossimilhanca foram realizados usando o pacote car
versao 3.1-0 (Fox & Weisberg, 2019), e as comparagdes par a par foram testadas usando

o pacote emmeans 1.7.0 (Lenth, 2021).
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4. Resultados

A figura 4 apresenta os resultados referentes a laténcia para retirada das patas no
teste de catalepsia apos a administracdo i.p. de salina ou de haloperidol na dose de 1,0
mg/kg em todos os tempos de tratamento. O tratamento com haloperidol 1 mg/kg foi
capaz de induzir catalepsia durante o teste (Fig. 4). A anélise de variancia com base na
regressao beta revelou efeito estatisticamente significativo para os fatores Tratamento
(%2 =11,93, p <0,05) e Tempo (x2 = 22,62, p < 0,05), mas ndo para a interagdo entre
os fatores Tratamento x Tempo (p > 0,05). Além disso, o tratamento com haloperidol
causou catalepsia tanto nos ratos machos (Fig. SA, Tratamento: ¥2 = 7,23 p < 0,05),
quanto nas fémeas (Fig. 5B, Tratamento: ¥2 = 6,20, p < 0,05). Quando as fémeas foram
separadas de acordo com as fases do ciclo estral, verificamos que o haloperidol foi capaz
de induzir catalepsia nas fémeas em metaestro/diestro (Fig.6, Tratamento: 2= 10,15, p

< 0,05), mas ndo nas fémeas em proestro/estro (Fig. 7, Tratamento: p > 0,05).

2009 1 10 min *
% 20
— m 30
n 150
£ m 40
I m 50
T 1004 MW 60 7
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o 50+
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Salina Haloperidol
Tratamentos

Figura 4. Efeitos da administraggo i.p. de Salina ou Haloperidol na dose de 1,0 mg/kg sobre a laténcia
para retirada das patas no teste de catalepsia, nos tempos 10, 20, 30, 40, 50 ¢ 60 minutos apos
administragdo. * Significancia estatistica em relagdo ao grupo salina. (p < 0,05). Salina n = 27,

Haloperidol 1,0 mg/kg n = 23.
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Figura 5. Efeitos da administragdo i.p. de Salina ou Haloperidol na dose de 1,0 mg/kg sobre a laténcia
para retirada das patas no teste de catalepsia, em machos (A) e fémeas (B), nos tempos 10, 20, 30, 40, 50
e 60 minutos ap6s administracdo. * Significancia estatistica em relacdo ao grupo salina (p < 0,05).
Machos: Salina n = 14, Haloperidol 1,0 mg/kg n = 10. Fémeas: Salina n = 13, Haloperidol 1,0 mg/kg n =
13.

Fémeas - metaestro/diestro

&
L=
|
EEEEOD
I
o

50+

Tempo de catalepsia (s)
>
o
|

o
|

Salina Haloperidol
Tratamentos

Figura 6. Efeitos da administragéo i.p. de Salina ou Haloperidol na dose de 1,0 mg/kg sobre a laténcia
para retirada das patas no teste de catalepsia, em fémeas em metaestro/diestro, nos tempos 10, 20, 30, 40,
50 e 60 minutos apds administragdo. * Significancia estatistica em relagdo ao grupo salina (p < 0,05).

Salina n =7, Haloperidol 1,0 mg/kg n = 8.
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Figura 7. Efeitos da administraggo i.p. de Salina ou Haloperidol na dose de 1,0 mg/kg sobre a laténcia
para retirada das patas no teste de catalepsia, em fémeas em proestro/estro, nos tempos 10, 20, 30, 40, 50

e 60 minutos apos administragdo. Salina n = 6, Haloperidol 1,0 mg/kg n= 5.

A figura 8 apresenta os resultados referentes a laténcia de retirada das patas no
teste da catalepsia ap6s a administracdo i.p. de Salina ou mCPP nas doses de 0,1 mg/kg;
1,0 mg/kg; 3,0 mg/kg e 10 mg/kg. O tratamento com as doses de mCPP 0,1 a 10 mg/kg
nao foi capaz de induzir catalepsia (Fig. 8). A andlise de variancia com base na regressao
beta revelou efeito estatisticamente significativo para o fator Tempo (}2 = 12,66, p <
0,05) e interagdo Tempo x Tratamento (¥2 = 51,14, p < 0,05), mas ndo para o fator
Tratamento (p > 0,05). Nenhuma comparacdo par a par relevante revelou efeito
significativo. Quando avaliados separadamente, os ratos machos nao apresentaram
catalepsia (Fig. 9A, Tratamento: p > 0,05), assim como as fémeas (Fig. 9B, Tratamento:
p > 0,05). Finalmente, quando as fémeas foram separadas de acordo com as fases do
ciclo estral, a mCPP em diferentes doses, foi incapaz de induzir catalepsia tanto nas
ratas em metaestro/diestro (Fig. 10, Tratamento: p > 0,05), quanto nas ratas em

proestro/estro (Fig. 11, Tratamento: p > 0,05).
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Figura 8. Efeitos da administracao i.p. de Salina ou mCPP nas doses de 0,1 mg/kg; 1,0 mg/kg; 3,0 mg/kg
e 10 mg/kg sobre a laténcia para retirada das patas no teste de catalepsia, nos tempos 10, 20, 30, 40, 50 e
60 minutos apds administragdo. Salina n =27; mCPP 0,1 mg/kg n = 24; mCPP 1,0 mg/kg n = 25; mCPP
3,0 mg/kg n =26 e mCPP 10 mg/kg n = 24.
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Figura 9. Efeitos da administracao i.p. de Salina ou mCPP nas doses de 0,1 mg/kg; 1,0 mg/kg; 3,0 mg/kg
e 10 mg/kg, em ratos machos (A) e fémeas (B), sobre a laténcia para retirada das patas no teste de
catalepsia, nos tempos 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos apds administragdo. Machos: Salina n = 14; mCPP
0,1 mg/kg n=12; mCPP 1,0 mg/kg n = 12; mCPP 3,0 mg/kg n =12 e mCPP 10 mg/kg n = 12. Fémeas:
Salina n = 13; mCPP 0,1 mg/kg n = 12; mCPP 1,0 mg/kg n = 13; mCPP 3,0 mg/kg n = 14 e mCPP 10
mg/kgn=12.
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Figura 10. Efeitos da administraggo i.p. de Salina ou mCPP nas doses de 0,1 mg/kg; 1,0 mg/kg; 3,0 mg/kg
e 10 mg/kg, em fémeas em metaestro/diestro, sobre a laténcia para retirada das patas no teste de catalepsia,
nos tempos 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos apds administra¢do. Salina n = 7; mCPP 0,1 n=9; mCPP 1,0
n=35; mCPP 3,0n=6; mCPP 10 n=6.
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Figura 11. Efeitos da administracdo i.p. de Salina ou mCPP nas doses de 0,1 mg/kg; 1,0 mg/kg; 3,0 mg/kg
e 10 mg/kg, em fémeas em proestro/estro, sobre a laténcia para retirada das patas no teste de catalepsia,
nos tempos 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos apds administragdo. Salina n = 5; mCPP 0,1 n =3; mCPP 1,0
n=8; mCPP 3,0 n=8; mCPP 10 n=6.
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5. Discussao

O objetivo do presente estudo foi avaliar se a mCPP seria capaz de causar
catalepsia, bem como, observar potenciais efeitos diferenciais em ratos machos e
fémeas. A hipdtese inicial era que a mCPP em doses mais altas causaria um déficit motor
em ambos 0s sexos, mas com efeito mais pronunciado em fémeas. Ao contrario do
esperado, a mCPP se demonstrou incapaz de causar catalepsia tanto em ratos machos
quanto em fémeas, mesmo nas doses mais altas. Ja o haloperidol, utilizado como
controle positivo, produziu o efeito esperado de inducao de catalepsia em machos, além

de produzir o mesmo efeito nas fémeas.

O protocolo utilizado na metodologia deste estudo foi eficaz, visto que, os
grupos tratados com haloperidol — utilizados como controle positivo — apresentaram
catalepsia, conforme esperado. Tal fato demonstra a sensibilidade do presente teste em
aferir possiveis efeitos catalépticos advindos da mCPP. De acordo com trabalhos
anteriores realizados em nosso laboratorio, o haloperidol demonstrou ser capaz de
causar prejuizos na atividade motora, induzindo catalepsia significativa na dose de 1,0

mg/kg em machos (Colombo et al., 2013; Barroca et al., 2019; Waku et al., 2022).

Ainda no que se refere aos efeitos do haloperidol na inducdo da catalepsia, estes
foram até o momento pouco explorados em fémeas. Em nosso laboratério, nenhum
estudo anterior avaliou a catalepsia induzida por haloperidol em fémeas, tornando dificil
a comparagdo com os resultados demonstrados neste estudo. No presente estudo, foi
possivel observar que o haloperidol proporcionou os mesmos efeitos catalépticos
observados geralmente em machos, também nas fémeas. Ainda, foi observado um efeito
diferencial do haloperidol na inducdo de catalepsia em fémeas, dependente da fase do
ciclo estral. Ratas tratadas com haloperidol durante o metaestro/diestro ficaram
catalépticas, diferentemente das fémeas proestro/estro. Isso pode indicar que a flutuagcdo

hormonal pode afetar os efeitos do antagonismo D2 nas vias motoras.

Os efeitos da mCPP na indugao de comportamentos homologos ao TOC em ratos
estdo bem estabelecidos na literatura (Kahn et al., 1992; Albelda & Joel, 2012). No
entanto, os efeitos da mCPP no comportamento motor necessitam de maiores estudos
visto que alguns estudos demonstram que a mCPP pode diminuir a locomog¢ao em ratos

(Alex et al., 2005; Zafar et al., 2019; Fletcher et al., 2009), enquanto outros demonstram
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um efeito de aumento da locomogao (Gleason & Shannon, 1998; Dalton et al., 2004 ¢
Heisler & Tecott, 2000). Essa disparidade entre os efeitos pode advir da complexa

interacdo entre neurotransmissores, como a serotonina € a dopamina, por exemplo.

Por ser um agonista ndo seletivo de serotonina a mCPP ¢ capaz de interagir com
diversos subtipos de receptores, mas com uma maior afinidade para os receptores do
tipo 5-HT2C, estes por sua vez, parecem estar envolvidos na regulagdo das fungdes
serotoninérgicas e dopaminérgicas em diversas regides encefélicas (Graf et al, 2003 e
Reimer et al.,2018). Seus efeitos locomotores entdo, dependem de uma interagdo entre
receptores 5-HT1A e 5-HT1B, que quando tém a influéncia dos receptores 5-HT2C
enfraquecida, causam o efeito de hiperlocomogao, enquanto, quando entram em agao os
receptores 5-HT2C estes se sobressaem causando o efeito de hipolocomogao (Heisler &
Tecott, 2000). Com o envolvimento dos receptores 5-HT2C também nas vias
dopaminérgicas (Graf et al., 2003 e Alex et al., 2005), é provavel que a dopamina
nigroestriatal esteja sob controle inibitorio pelos receptores 5-HT2C localizados no

estriado, o que consequentemente produziria um efeito motor (Alex et al., 2005).

Nesse sentido, em estudos anteriores realizados em nosso laboratério, a mCPP se
demonstrou capaz de aumentar o tempo de autolimpeza, frequéncia de postura corporal
plana, com déficits motores observados no labirinto e no campo aberto — principalmente
em doses maiores como a de 3,0 mg/kg em machos (Taguchi, 2018; Kawaoku, 2017).
Ademais, em outros estudos realizados no laboratorio utilizando fémeas, a mCPP
demonstrou causar uma diminuicdo no desempenho na aprendizagem reversa,
diminui¢do da autolimpeza nas fases metaestro/diestro, déficit motor no teste de
alternancia espontanea, diminui¢do da atividade exploratdria, além de prejuizos na
retengdo da extingdo do medo condicionado (Leite, 2022; Taguchi, 2021; Silva, 2020;
Reimer et al., 2018). No presente estudo pudemos observar que, apesar dos efeitos
motores relatados anteriormente, a mCPP nao parece afetar o comportamento motor de

forma a induzir catalepsia, tanto nos machos quanto nas fémeas.

Em estudos realizados previamente, ¢ possivel constatar efeitos motores da
mCPP avaliados em outros testes. No campo aberto, pode ser observada uma diminuigao
da frequéncia de cruzamentos e de levantamentos; como no estudo de Kennett & Curzon
(1988), no qual estes efeitos ocorreram com as doses mais altas de mCPP (5,0 mg/kg e
10 mg/kg). Entretanto, em outro estudo, a mCPP causou os mesmos efeitos motores em
doses menores que 3,0 mg/kg, sendo na maior dose os efeitos mais significativos

(Kawaoku, 2017). Em estudo posterior, a mCPP na dose de 3,0 mg/kg foi capaz de
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reduzir a locomoc¢ao, mobilidade e nimero de entradas, ndo somente para os machos,
como também, nas fémeas. No entanto, em fémeas tais efeitos puderam ser observados
a partir da dose de 0,5 mg/kg (Reimer et al., 2018). Ainda, outro estudo com fémeas,
realizado recentemente, corroborou os resultados encontrados anteriormente
demonstrando uma diminui¢do da atividade exploratéria em fémeas (Silva, 2020).
Sendo assim, a auséncia de catalepsia encontrada no presente estudo, sugere que sao
mecanismos distintos responsaveis pelo controle motor relacionado a exploracao
avaliada no campo aberto e aquele envolvido na catalepsia. Contudo, faz se necessaria
a realizacdo de mais estudos, a fim de elucidar melhor a distingdo desses mecanismos,
podendo-se utilizar para a avaliagdo do déficit motor outros testes além do campo aberto

e a catalepsia, como o rotarod por exemplo (Brooks & Dunnett, 2009).

Os resultados aqui apresentados para mCPP sugerem que as alteracdes motoras
observadas em estudos anteriores sdo distintas daquelas que caracterizam os estados
catalépticos. Esse achado pode ter implicacdes positivas, no sentido de demonstrar que
a mCPP, mesmo em uma dose elevada de 10 mg/kg, ndo € capaz de induzir um efeito
motor pronunciado do tipo cataléptico. Assim, os estudos realizados utilizando a mCPP
como indutora de comportamentos do tipo compulsivo no contexto do estudo do TOC,
nao estariam associados a déficits motores do tipo cataléptico, que poderiam prejudicar

a avaliacdo das varidveis pretendidas nesses estudos.
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Certificamos que a proposta intitulada "EFEITOS DA META-CLOROFENILPIPERAZINA (mCPP) AVALIADOS NO TESTE DE CATALEPSIA
EM RATOS MACHOS E FEMEAS ", protocolada sob o CEUA n2 1921170621 (i co1566), Sob a responsabilidade de Amanda Ribeiro de
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the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA}, and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Federal University of S&o Carlos (CEUA/UFSCAR) in the meeting of 08/13/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 11/2021 a 11/2022 Area: Psicologia

Origem: Biotério Central da UFSCar

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 60 a 75 dias N: 72
Linhagem: Wistar Peso: 240a260g

Origem: Biotério Central da UFSCar

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 60 a 75 dias N: 72
Linhagem: Wistar Peso: 200a240g

Local do experimento: Laboratério de Psicologia da Aprendizagem (LPA) - DPsi

Sao Carlos, 13 de agosto de 2021

Profa. Dra. Luciana Thie Seki Dias Profa. Dra. Cleoni dos Santos Carvalho
Presidente da Comisséo de Etica no Uso de Animais Vice-presidente da Comisséo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de S&o Carlos Universidade Federal de S&o Carlos

Rodovia Washington Luis, Km 235, Bairro Monjolinho - CEP 13565-905 Sao Carlos/SP - tel: 55 (16) 3351-8028
Hordrio de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 16h : e-mail: ceta@ufscar.br
CEUAN 1921170621
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