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RESUMO

O Transtorno Obsessivo-Compulsivo (TOC) € caracterizado por pensamentos,
imagens ou impulsos indesejados e comportamentos repetitivos aplicados de acordo com
regras rigidas, resultando em reducao significativa na qualidade de vida dos pacientes.
Nesse contexto, os modelos animais sdo ferramentas praticas e tedricas de grande
importancia para o estudo do TOC e outros transtornos mentais. Entre os modelos
farmacolédgicos para estudo do TOC, a administracdo de meta-clorofenilpiperazina
(mCPP), um agonista nao seletivo de receptores de serotonina, ¢ capaz de exacerbar
sintomas obsessivo-compulsivos e relacionados a ansiedade em humanos e induzir
comportamentos tipo-compulsivos e pro-aversivos em roedores. Dessa forma, o presente
estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da mCPP (0; 0,5; 1,0 e 3,0 mg/kg) no teste
de aversdo condicionada ao lugar em ratos machos e fémeas, bem como a correlagdo
desses efeitos com o comportamento de autolimpeza. Adicionalmente, foi investigada a
influéncia do ciclo estral nas fémeas. O protocolo experimental consistiu em trés sessdes
para cada animal: linha de base (dia 1), confinamento (dia 2) e teste (dia 3). Na linha de
base e no teste, os animais exploraram livremente o campo aberto por 15 minutos, sendo
avaliados o niumero de entradas e o tempo de permanéncia em cada um dos quadrantes.
No dia 2, os animais receberam administragdo de mCPP ou salina e foram confinados em
um dos quadrantes do aparato por 30 minutos, sendo a autolimpeza avaliada durante o
confinamento. A mCPP foi capaz de induzir efeito pro-aversivo em machos na dose de
0,5 por meio da redu¢do do tempo no quadrante alvo no dia do teste. J& nas fémeas
metaestro/diestro, observou-se a exacerbacdo da autolimpeza na dose de 1,0. Também
nas fémeas, independentemente do ciclo, observou-se a redugdo desse comportamento
pela dose de 3,0 em relagdo as outras doses. Por fim, ndo houve correlagdo significativa
entre aversdo condicionada ao lugar e autolimpeza. Os resultados do presente estudo
contribuem para a literatura da mCPP, principalmente em relagdo ao uso de fémeas em

pesquisas em neurociéncia.

Palavras-chave: aversdo condicionada ao lugar; autolimpeza; Transtorno Obsessivo-

Compulsivo; serotonina; mCPP; fémeas.



ABSTRACT

Obsessive-Compulsive Disorder (OCD) is characterized by unwanted thoughts,
images, or impulses and repetitive behaviors performed according to rigid rules, resulting
in a significant reduction in patients' quality of life. In this context, animal models are
practical and theoretical tools of great importance for studying OCD and other mental
disorders. Among the pharmacological models for studying OCD, the administration of
meta-chlorophenylpiperazine (mCPP), a non-selective serotonin receptor agonist, can
exacerbate obsessive-compulsive and anxiety-related symptoms in humans and induce
compulsive-like and pro-aversive behaviors in rodents. Thus, the present study aimed to
evaluate the effects of mCPP (0; 0.5; 1.0 and 3.0 mg/kg) in the conditioned place aversion
test in male and female rats, as well as the correlation of these effects with self-grooming
behavior. Additionally, the influence of the estrous cycle in females was investigated.
The experimental protocol consisted of three sessions for each animal: baseline (day 1),
confinement (day 2), and test (day 3). During baseline and test, animals freely explored
the open field for 15 minutes, with the number of entries and time spent in each quadrant
being evaluated. On day 2, animals received mCPP or saline administration and were
confined in one of the apparatus quadrants for 30 minutes, with grooming behavior
assessed during confinement. mCPP was able to induce a pro-aversive effect in males at
the 0.5 dose, reducing the time in the target quadrant on test day. In metaestrous/diestrous
females, self-grooming exacerbation was observed at the 1.0 dose. Also in females,
regardless of the cycle, a reduction of this behavior was observed at the 3.0 dose compared
to the other doses. Finally, there was no significant correlation between conditioned place
aversion and grooming. The results of the present study contribute to the mCPP literature,

especially regarding the use of females in neuroscience research.

Keywords: conditioned place aversion; grooming; Obsessive-Compulsive Disorder;

serotonin; mCPP; females.
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Figura 1. Fotomicrografias ilustrativas da avaliagdo citologica caracteristica das fases
do ciclo estral de ratas em aumento de 40x. (A) Proestro, (B) Estro, (C) Metaestro e (D)
Diestro. As setas em verde, preto e vermelho indicam células nucleadas, células
cornificadas e leucdcitos, respectivamente. Fonte: Propria autora.

Figura 2. Campo aberto para teste de aversdo condicionada ao lugar e avalia¢do da
autolimpeza. Fonte: Propria autora.

Figura 3. Delineamento Experimental para o teste de aversdo condicionada ao lugar e
avaliagdo da autolimpeza em ratos machos e fémeas. mCPP = meta-clorofenilpiperazina.
Criado em https://BioRender.com

Figura 4. Teste de aversdo condicionada ao lugar e autolimpeza em machos. Tempo em
segundos de permanéncia no quadrante alvo no dia do teste (A). Numero de entradas no
quadrante alvo no dia do teste (B). Tempo em segundos de autolimpeza no dia de
confinamento (C). Correlag@o entre tempo (s) de permanéncia no quadrante alvo no dia
do teste e tempo (s) de autolimpeza no confinamento (D). 4A-C Média + EPM. ANOVA
de uma via para tratamentos. 4D Correlacdo de Pearson. mCPP0,5 = mCPP 0,5 mg/kg.
mCPP1,0 = mCPP 1,0 mg/kg. mCPP3,0 = mCPP 3,0 mg/kg. * p < 0,05: diferenca em
relagdo ao grupo salina. n= 11-13.

Figura 5. Teste de aversdo condicionada ao lugar e autolimpeza em fémeas
proestro/estro. Tempo em segundos de permanéncia no quadrante alvo no dia do teste
(A). Numero de entradas no quadrante alvo no dia do teste (B). Tempo em segundos de
autolimpeza no dia de confinamento (C). Correlagdo entre tempo de permanéncia no
quadrante alvo no dia do teste e autolimpeza no confinamento (D). SA-C Média = EPM.

ANOVA de uma via para tratamentos. 5D Correlagao de Pearson. mCPP0,5 = mCPP 0,5



mg/kg. mCPP1,0 =mCPP 1,0 mg/kg. mCPP3,0 =mCPP 3,0 mg/kg. & p <0,05: diferenca
em relacao ao grupo mCPP0,5 e mCPP1,0.n=11.

Figura 6. Teste de aversdo condicionada ao lugar e autolimpeza em fémeas
metaestro/diestro. Tempo em segundos de permanéncia no quadrante alvo no dia do teste
(A). Numero de entradas no quadrante alvo no dia do teste (B). Tempo em segundos de
autolimpeza no dia de confinamento (C). Correlagdo entre tempo de permanéncia no
quadrante alvo no dia do teste e autolimpeza no confinamento (D). 6A-C Média = EPM.
ANOVA de uma via para tratamentos. 6D Correlagao de Pearson. mCPP0,5 = mCPP 0,5
mg/kg. mCPP1,0 =mCPP 1,0 mg/kg. mCPP3,0 =mCPP 3,0 mg/kg. * p <0,05: diferenca
em relagdo ao grupo controle. # p < 0,05: diferenca em relagdo ao grupo mCPP1,0. n =
9-11.

Tabela 1. Numero de ratos por sexo e tratamento.



SUMARIO

L. INEEOAUGAO. . .cuviiieeiieeciee ettt ettt et e et e e e te e e eareeeeaseeeeaneeens 11
2. ODJOLIVOS...utieeiieeeiiee ettt e eite e et e e eteeesteeestaeeessaeeetaeeesbeeesaeeesaeeessaeeenraeeenraeeenraeas 18
3. Material € MELOAOS.......ccoiiiieiiieeiiie ettt et s 19
3T ATIIMATIS .ttt ettt ettt et sttt b et et naeens 19
3.2 Determinagao da Fase do Ciclo Estral.............cccovveeiiiiiiieiiiieccieccee e, 19
I N D)) (0 FO S PPSPRRRPPRRN 21
3.4 Equipamentos € Procedimentos..........ccueeriieeiieeeiiieeeiieeciee e 21
3.5 Delineamento Experimental.............cccccieviiiniieniiinieeiienieeieeee e 22
3.6 ANAlise EStatiStiCa.......couerieriiriiiiieieeieeet e 24
4. RESUIAAOS. ...ccceiiiiiiieciie ettt et e e e e e ra e e tbaeeaaeeeanaean 25
O B\, Te] s Vo LS OSSO UPSR TSR RPS 25
4.2 FEmeas Proestro/EStIO.......cc.uiriiriiiieiieiiesiieieete et s 27
4.3 Fémeas Metaestro/DIeStr0......c.eeueruierierieriieieeiesieeie et 29
S DIISCUSSAD. .eeeuerieetiieetieeetieesteeeeteeestbeeeataeeeseeessaeessssaessssaeasseeeassseessseeansseeasseennes 31
0. CONCIUSOES. .. cecuvrieeiiieeiieeeiteeeiee et e e rtte e e aeeetaeeetaeesteeesssaeessaeessseessseeensseesnseens 38
7. Referéncias BiblIOGraficas.........cccocieiuieriiiiiieiiieiiecie ettt 39
Anexo I — Certificado da Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFSCar.......... 46

10



1. INTRODUCAO

O Transtorno Obsessivo-Compulsivo (TOC) ¢ caracterizado pela presenca de
obsessdes e compulsdes, segundo o Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-5). As obsessdes sdo pensamento, imagens ou impulsos vivenciados de
modo intrusivo e indesejado, sendo recorrentes e persistentes. As compulsdes, por sua
vez, sd0 comportamentos repetitivos ou atos mentais realizados em resposta a uma
obsessao, aplicados de acordo com regras rigidas. O TOC também esta relacionado a uma
significativa reducdo na qualidade de vida, com altos niveis de prejuizo causados tanto
pelo tempo gasto nas obsessdes quanto na execucdo das compulsdes, afetando esferas
sociais e profissionais da vida (APA, 2014).

O TOC ¢ amplamente estudado com foco na compreensdo de suas bases
neurobiologicas. Desde a década de 1980, tem-se observado distingdes relevantes entre
pacientes com TOC e sujeitos saudaveis em estudos de neuroimagem (Hazari et al.,
2019). O circuito cortico-estriado-talamo-cortical constitui o0 modelo cortico-estriatal de
TOC que posiciona o corpo estriado como centro da patologia. A ineficiéncia de controle
em nivel talamico resulta em hiperatividade no cortex cingulado anterior € no cortex
orbitofrontal, associados respectivamente a ansiedade e pensamentos intrusivos. Nesse
contexto, as compulsdes sdo vistas como comportamentos ritualisticos destinados ao
bloqueio talamico, neutralizando ansiedade e pensamentos intrusivos (Deckersbach et al.,
2006). Estudos mais recentes, entretanto, sugerem a insuficiéncia do modelo cortico-
estriatal ao desconsiderar a interagdo entre cortex frontal, amigdala e hipocampo na
mediacao de respostas de ansiedade e medo em pessoas com TOC (Milad & Rauch,
2012). Simon e colaboradores (2010), por exemplo, realizaram anélises de ressonancia
magnética funcional em pacientes com TOC ndo medicados e individuos saudaveis

durante a provocacao de sintomas obsessivos-compulsivos comparada a condigdes
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neutras. Os resultados indicaram ativagcdes nas areas fronto-estriatal, paralimbicas e
limbicas, incluindo a amigdala, no grupo experimental, confirmando a ativacao de outras
areas além daquelas descritas pelo modelo cortico-estriatal para TOC.

Segundo o DSM-5, a taxa de prevaléncia do TOC em 12 meses ¢ de 1,1 a 1,8%
no mundo, com uma taxa ligeiramente maior de afetados do sexo feminino na idade adulta
(APA, 2014). Considerando a redugdo significativa na qualidade de vida associada ao
TOC, tanto psicoterapias quanto farmacoterapias sao alvos importantes nos estudos sobre
esse transtorno. A Terapia Cognitiva Comportamental (TCC) ¢ uma forma de psicoterapia
eficaz para o tratamento do TOC, independentemente do formato, seja terapia em grupo
ou individual (Ost et al., 2015). No ambito farmacolégico, os Inibidores Seletivos de
Recaptacdo de Serotonina (ISRS) sdo considerados eficazes em adultos com TOC, tanto
como grupo de farmacos quanto individualmente, com destaque para a fluoxetina
(Soomro et al., 2009). Entretanto, uma revisao realizada por Mataix-Cols e colaboradores
(2005) mostra que entre 40 e 60% dos pacientes ndo respondem adequadamente aos ISRS
e a clomipramina, ou respondem apenas parcialmente a esses medicamentos. Segundo os
mesmos autores, apesar da eficacia estabelecida da TCC, um nimero significativo de
pacientes ndo apresenta melhora, recusa ou abandona o tratamento. Diante da
insuficiéncia dos tratamentos disponiveis para alguns pacientes, mais pesquisas em
relacdo ao TOC sao necessarias.

Os modelos animais para transtornos mentais sdo uma forma de investigagao
importante devido ao custo, rapidez e facilidade de execugao, além de apresentarem ideias
centrais acerca dos transtornos, hipoteses sobre a patogenia e mecanismos de acdo dos
tratamentos. Com esses modelos, € possivel identificar novos compostos, descobrir novos
medicamentos e estudar processos fisiopatogénicos de transtornos mentais (Graeff,

2021). Embora as obsessdes ndo sejam diretamente mensuraveis, as respostas motoras
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produzidas pelos animais podem ser investigadas como um correlato dos comportamentos
compulsivos no TOC. Visto que o TOC ¢ um transtorno heterogéneo ¢ de alta
complexidade, diferentes modelos animais sdo utilizados com o objetivo de compreender
seus aspectos e subtipos (Diniz et al., 2012). Modelos baseados na etologia, na
estereotipia e compulsividade dos comportamentos, na farmacologia, na genética € no
refor¢o comportamental sao empregados para estudar diferentes aspectos do TOC, a fim
de abranger as dimensdes neuroquimica, emocional e cognitiva desse transtorno (Joel,
2006; Korff & Harvey, 2006).

No 4ambito dos modelos farmacolégicos, a administragdio da meta-
clorofenilpiperazina (mCPP), um agonista ndo seletivo de serotonina, ¢ considerada um
potencial modelo animal para o estudo do TOC. A mCPP administrada oralmente
exacerba significativamente os sintomas obsessivo-compulsivos em pacientes com TOC,
além de causar alteragdes endocrinas, como o aumento da concentragao plasmatica de
cortisol e prolactina (Gross-Isseroff et al., 2004). Essas alteracdes enddcrinas também
foram identificadas por Leeuw e Westenberg (2008), embora sem exacerbagdo dos
comportamentos do tipo obsessivo-compulsivo, sendo essa divergéncia de resultados
possivelmente explicada pela heterogeneidade no grupo de pacientes.

Em ratos, a administracdo de mCPP foi capaz de induzir mastigagdo ritualistica
(Kreiss et al., 2013), aumento do comportamento de autolimpeza (Fragkiadaki et al.,
2024; Georgiadou et al., 2012; Peristeri & Pitsikas et al., 2022) e prejuizo no teste de
aprendizagem reversa no labirinto em T (Stoppiglia et al., 2026). A indu¢do desses
comportamentos tipo compulsivos indica que a droga pode ser utilizada para o
desenvolvimento de um modelo animal para o TOC. A mCPP possui afinidade por todos
os subtipos de receptores serotoninérgicos, com destaque para os receptores S-HT2A e 5-

HT2C. Consequentemente, os efeitos da mCPP poderiam resultar de uma combinagao
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complexa de acdes antagonisticas (5-HT2A) e agonisticas (5-HT2C) (Fiorella et al.,
1995). Especificamente, a agao agonista da mCPP ¢ capaz de induzir persisténcia em ratos
machos, de modo que o bloqueio dos receptores 5S-HT2C atenua significativamente tal
efeito, sugerindo um potencial terapéutico relacionado a esses receptores em estratégias
de tratamento para o TOC (Papakosta et al., 2013).

O comportamento de autolimpeza ¢ um dos principais alvos de modelos animais
para as diferentes manifestagdes do TOC. Esse comportamento esta presente em diversas
espécies e pode servir a fungdes distintas para além da limpeza corporal, como:
termorregulacdo, contrairritagdo, sinalizagdo social, autoestimulagdo, aumento e
diminui¢do de excitacdo, atrair parceiros, melhorar a mobilidade, evitar predadores e
melhorar a predacdo (Feusner et al., 2009; Sachs, 1988). Ainda segundo Sachs (1988),
ratos adultos realizam autolimpeza com a boca e patas dianteiras, geralmente, com inicio
na cabeca, seguindo para o corpo e finalizando nos genitais, respeitando uma clara
progressio cefalocaudal. E comum que esses animais apresentem separadamente
autolimpeza com as patas traseiras, porém sua progressdo ainda ndo ¢ clara. A
autolimpeza excessiva em roedores pode ser um correlato de comportamentos
compulsivos em humanos, de modo que o estudo da autolimpeza tem valor para pesquisas
translacionais em neurociéncia como um modelo complexo de comportamentos
repetitivos e auto direcionados (Kalueff et al., 2016). Em ratos tratados com mCPP via
administracdo intraperitoneal, observou-se aumento do comportamento de autolimpeza
em diferentes doses e efeito maximo com a dose de 0,6 mg/Kg, resultado esse mediado
por receptores 5-HT2C, como indicou o pré-tratamento com o antagonista SB-242084
desse mesmo receptor (Graf et al., 2003). Tal resultado foi confirmado por estudo em

nosso grupo de pesquisa em que a mCPP induziu comportamentos tipo-compulsivos
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como autolimpeza, mastigagdo sem finalidade e postura corporal plena em diferentes
doses (Kawaoku & de Oliveira, 2017).

Além dos comportamentos tipo-compulsivos, a mCPP ¢ capaz de induzir
ansiedade em sujeitos humanos sem historico de transtornos mentais (Germine et al.,
1994; Seibyl et al., 1991). Em ratos, o efeito pro-aversivo também ¢ observado a partir
da reducao da exploragdo dos bragos abertos no teste do labirinto em cruz elevado
(Gibson et al., 1994). Outros estudos indicaram efeitos pré-aversivos por meio da redugao
da interagao social apds administracao de mCPP, efeito atenuado pelo pré-tratamento com
sertralina (Kennedy et al., 1993), pré-tratamento com antagonistas de receptores 5-HT2C,
ou tratamento combinado com fluoxetina e WAY 100,635 (Bristow et al., 2000). Apesar
dessas evidéncias a respeito da ansiedade induzida por mCPP, também foram reportados
efeitos anti-aversivos no teste de vocalizacao eliciada por choque nas patas, resultado
potencialmente explicado pela atividade agonista em receptores 5-HT1B (De Vry et al.,
1993). Assim, estudos que investiguem a a¢do da mCPP na ansiedade sdo importantes
para uma melhor compreensao dos mecanismos de agdo desse farmaco.

A revisdo de literatura realizada por da Silva e colaboradores (2022) indica que
os efeitos induzidos pela mCPP em roedores, em geral, sdo o aumento de comportamentos
relacionados a ansiedade e compulsividade, juntamente com a redugdo da atividade
locomotora. Todavia, efeitos distintos e auséncia de alteragoes também foram relatados,
como efeito pro-aversivo da droga em determinados estudos e, em outros, efeito anti-
aversivo. Entre os testes realizados, nota-se que nao houve a aplicagdo do teste de aversao
condicionada ao lugar, que poderia contribuir para a compreensao do efeito pro-aversivo
da mCPP. Originalmente, o teste desenvolvido por Hasendhrl e colaboradores (1989) teve
como objetivo acessar propriedades reforcadoras de drogas em uma arena circular

dividida em quadrantes. O teste consiste na administra¢do da droga emparelhada com um
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lugar especifico (quadrante do campo aberto), de modo que maior tempo gasto no
quadrante de confinamento indica efeito reforcador. Entretanto, a substancia utilizada no
teste pode apresentar efeito pro-aversivo e, assim, reduzir o tempo gasto no quadrante de
confinamento (Aragjo et al., 2001; Macedo et al., 2006; Zanoveli et al., 2007).

A revisao de da Silva e colaboradores (2022) ressalta, ainda, a escassez de
pesquisas utilizando fémeas, restrita a apenas um estudo com ratas Sprague-Dawley
(Reimer et al., 2018) e outro com fémeas de camundongos (Troelsen et al., 2005). A
importancia do uso de fémeas estd relacionada ao potencial impacto dos hormdnios
ovarianos nos sintomas de transtornos mentais. Segundo a revisdo de Green e Graham
(2021), a maioria dos estudos indica exacerbagdo dos sintomas de ansiedade de acordo
com as flutuacdes hormonais em mulheres, incluindo o TOC. Em geral, o aumento dos
sintomas esta associado ao periodo de declinio das altas concentragdes de estradiol e
progesterona, bem como no periodo de baixa concentra¢do desses hormonios. Em relagao
ao TOC, a piora dos sintomas esta relacionada principalmente as flutuagdes do periodo
pré-menstrual e do puerpério (Labad et al., 2005). Em relacdo a administracdo de mCPP,
mulheres saudaveis apresentaram aumento de ansiedade comparado ao tratamento com
placebo, enquanto os homens ndo (Arat6 & Bagdy, 1998). Em modelos animais, foi
observado prejuizo na retencdo da extingdo no protocolo de medo condicionado ao
contexto em ratas nas fases de metaestro/diestro tratadas com mCPP, prejuizo esse nao
observado nas ratas em proestro/estro ou em machos (Reimer et al., 2018). Portanto,
apesar de ndo serem claros os mecanismos de a¢do dos hormonios ovarianos no TOC e
outros transtornos mentais, ¢ importante considerar tais alteragdes em estudos futuros.

Assim, o presente estudo teve como objetivo investigar o efeito da mCPP no teste
de aversdo condicionada ao lugar em ratos Wistar machos e fémeas e explorar a relagao

entre tal aversdo e o comportamento de autolimpeza. Considerando a literatura ja
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existente acerca do carater ansiogénico da mCPP, espera-se que ela induza um efeito pro-
aversivo no teste de condicionamento ao lugar, além de exacerbar o comportamento de
autolimpeza em relagdo aos sujeitos controle. Espera-se também uma correlacao negativa
entre o teste de aversdo condicionada ao lugar e o comportamento de autolimpeza, ou
seja, que os animais que apresentarem menor tempo no quadrante alvo exibam taxas mais
elevadas de autolimpeza. Ainda, sera realizada a verificacdo da fase do ciclo estral das
fémeas a fim de investigar possiveis influéncias das variagdes desse ciclo nos efeitos da
mCPP. De acordo com estudos anteriores, espera-se que as fémeas em metaestro/diestro
apresentem maior aversao ao lugar em comparagdo as fémeas em proestro/estro. Desse
modo, o presente estudo pode contribuir para a consolidacdo de um modelo animal para

o estudo do TOC utilizando a mCPP.
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo € contribuir para a consolidagdo de um modelo

animal para estudo do TOC. Dessa forma, tem-se como objetivos especificos:

a) Avaliar os efeitos da mCPP, em diferentes doses, no teste de aversao
condicionada ao lugar em ratos machos e fémeas, além de explorar a
influéncia das fases do ciclo estral nas fémeas;

b) Avaliar os efeitos da mCPP, em diferentes doses, na autolimpeza dos animais
e a influéncias das diferentes fases do ciclo estral nas fémeas;

¢) Avaliar a associagdo entre a aversdao condicionada ao lugar e a autolimpeza

em ratos machos e fémeas, e a influéncias do ciclo estral nas fémeas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados ao todo 134 ratos Wistar com 60-90 dias de idade, sendo 49
machos pesando entre 240 g ¢ 390 g e 85 fémeas pesando entre 200 g e 270 g. Os animais
foram obtidos através do biotério central da Universidade Federal de Sao Carlos
(UFSCar), campus de Sao Carlos. Os sujeitos foram alojados em grupos de 4 em caixas
de polipropileno (41 x 34 x 23 cm) forradas com maravalha e com livre acesso a agua e
comida, com exce¢do aos periodos de realizacdo dos experimentos. Os animais foram
mantidos no biotério setorial do Laboratdrio de Psicologia da Aprendizagem (LPA) do
Departamento de Psicologia (DPsi), com iluminacao artificial com ciclo claro/escuro de
12 x 12 h, sendo o inicio da fase clara as 7 h. Todos os experimentos foram realizados na
fase clara do ciclo, bem como a determinagao da fase do ciclo estral nas fémeas. Os
animais foram transportados individualmente em caixas de polipropileno (27 x 16 x 18
cm) até a sala experimental. O estudo foi submetido para aprovagio na Comissao de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Sao Carlos e aprovado sob o

protocolo n® 4119060824 (Anexo I).

3.2 Determinacao da Fase do Ciclo Estral

A determinagdo da fase do ciclo estral das fémeas foi realizada por meio de
esfregaco vaginal diario, por aproximadamente duas semanas em um mesmo horario. A
coleta de tecido epitelial foi realizada por meio de uma haste esterilizada e umedecida
com agua. O material coletado foi colocado em laminas de microscopia e colorido com
Panoético Réapido (Laborclin Ltda., Brasil), tal como realizado em estudos anteriores
(Reimer et al., 2018; Alves et al., 2022). As laminas, ap6s coloragdo e secagem, foram
avaliadas em um microscopio Optico com aumento de 10x. O critério de classificagdo das

fases do ciclo baseia-se no tipo, forma, nimero, tamanho e propor¢do de células no

19



esfregaco vaginal (Sano et al., 2020), sendo essas células epiteliais nucleadas, células
epiteliais cornificadas e leucocitos (McLean et al., 2012). Convencionalmente, o ciclo
estral ¢ dividido em quatro fases (Fig. 1): proestro, caracterizado pela presenca de
pequenas células epiteliais nucleadas e auséncia de leucocitos; estro, em que ha
predominancia de células epiteliais cornificadas e, ocasionalmente, células epiteliais
nucleadas; metaestro, conjunto de células epiteliais nucleadas, cornificadas e leucdcitos;
e, por fim, diestro, caracterizada pela predominancia de leucoécitos, e células epiteliais
nucleadas e cornificadas ocasionais (Cora et al., 2015). As fémeas foram agrupadas em
proestro/estro ou metaestro/diestro (Reimer et al., 2018; Alves et al., 2022) de acordo
com a fase do ciclo apresentada no dia de confinamento do protocolo de aversdo

condicionada ao lugar.

Figura 1: Fotomicrografias ilustrativas da avaliagdo citologica caracteristica das fases do ciclo estral de
ratas em aumento de 40x. (A) Proestro, (B) Estro, (C) Metaestro e (D) Diestro. As setas em verde, preto e
vermelho indicam células nucleadas, células cornificadas e leucocitos, respectivamente. Fonte: Propria

autora.
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3.3 Droga

A droga utilizada ¢ a meta-clorofenilpiperazina (mCPP), um agonista ndo seletivo
de receptores de serotonina. A mCPP foi dissolvida em solucdo salina fisioldgica (0,9%)
e administrada por meio de uma injecdo intraperitoneal (ip). As doses administradas
foram 0,5 mg/kg; 1,0 mg/kg; 3,0 mg/kg (da Silva et al., 2022), em volume constante de 1
ml/kg. Os animais do grupo controle receberam uma administragdo ip equivalente em
volume de solugao salina fisioldgica. No dia do confinamento, a administra¢do da droga
ou salina ocorreu imediatamente antes da exposi¢do ao campo aberto. A experimentadora
responsavel pelas administragdes e avaliagdes comportamentais foi mantida cega quanto
aos tratamentos, utilizando cédigos para identificagdo das solugdes administradas. Os
animais de cada grupo foram alocados de forma randomizada entre os grupos controle e

farmacolodgicos (Tabela 1).

Tabela 1. Numero de ratos por sexo ¢ tratamento

Grupo/Subgrupo Machos Fémeas P/E Fémeas M/D
Controle 13 11 11
mCPP 0,5 mg/kg 11 11 9
mCPP 1,0 mg/kg 12 11 10
mCPP 3,0 mg/kg 13 11 11
Total 49 44 41

3.4 Equipamentos e Procedimentos

O campo aberto (Fig. 2) ¢ um aparato com uma base de acrilico branco de 60 cm
de didmetro e uma parede de acrilico transparente de 50 cm de altura, sendo tanto a base
quanto as paredes de mesma textura. O aparato ¢ dividido em quadrantes e subdividido
em 12 zonas, 4 centrais e 8 periféricas. Na sessdo de confinamento, uma divisoria de

acrilico transparente foi utilizada para confinar o animal no quadrante alvo. Todas as
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sessOes foram gravadas por uma camera posicionada acima do aparato e registradas em
um computador fora da sala experimental. Posteriormente, as gravacdes foram utilizadas
para analise do numero de entradas nos quadrantes, tempo de permanéncia nos quadrantes

e autolimpeza. Entre as sessoes, a arena foi limpa com éalcool 20%.

Figura 2: Campo aberto para teste de aversdo condicionada ao lugar e avaliagdo da autolimpeza. Fonte:
Propria autora.

3.5 Delineamento Experimental

Antes do inicio dos testes, os animais passaram por um periodo de habituag¢ao no
biotério setorial. No procedimento experimental, os animais foram divididos em quatro
subgrupos: controle (solugdo salina fisiologica 0,9%), mCPP 0,5 (mCPP 0,5 mg/kg),
mCPP 1,0 (mCPP 1,0 mg/kg) e mCPP 3,0 (mCPP 3,0 mg/kg), para os grupos machos,
fémeas proestro/estro e fémeas metaestro/diestro. Todos os animais passaram pelo
protocolo de aversdo condicionada ao lugar, composto por trés sessdes em dias
consecutivos (Fig. 3). No primeiro dia (linha de base), os ratos foram posicionados no
centro do campo aberto e puderam explorar o aparato livremente por 15 minutos, sendo
avaliados o tempo de permanéncia do animal em cada quadrante e o nimero de entradas.

Posteriormente a analise, foi escolhido para o confinamento um quadrante diferente

daqueles em que o animal passou mais tempo ou menos tempo na linha de base. No
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segundo dia (confinamento), foi administrado intraperitonealmente nos sujeitos o
tratamento (solucdo salina ou uma das doses de mCPP) imediatamente antes do
confinamento em um dos quadrantes do campo aberto por 30 minutos. Durante o periodo
de confinamento, foi avaliado o tempo de autolimpeza dos animais. Por ultimo, no
terceiro dia (teste), os ratos foram novamente expostos ao campo aberto, sem tratamento
ou a barreira acrilica, podendo explorar livremente por 15 minutos. Foram avaliados o
numero de entradas e o tempo de permanéncia do animal em cada quadrante. Sao
apresentados, nos resultados, o tempo de permanéncia € o niamero de entradas no
quadrante alvo no dia do teste e o tempo de autolimpeza no dia do confinamento. O
experimento foi cego (a experimentadora ndo sabia qual tratamento foi utilizado em cada

animal) para evitar a influéncia de vieses objetivos ou subjetivos.

Machos:
Habituagao e
manipulagao
{14 dias)
Chegada dos Teste de Aversdo
_animais no. Condicionada ao
Biotério Setorial Fémeas: Lugar
do LPA \ Habituagio e
Y checagem de P
ciclo estral UL T
(14 dias) Tl Tl
Dia 1: Linha de Base Dia 2: Confinamento Dia 3: Teste

15 minutos i 30 minutos 15 minutos

depois |

Tratamento: T
salina mp |0
mCPPO,5 rd u

mCPFP 1,0

mCPF 1,0

Avaliacio:
entradas e tempo
de permanéncia
em cada quadrante

Avaliacao: tempo Avaliacio:
de autelimpeza entradas e tempo
de permanéncia

Em todas as fases do protocolo foi EIEIAT TR

realizada a checagem do ciclo estral
Figura 3: Delineamento Experimental para o teste de aversdo condicionada ao lugar e avaliagdo da

autolimpeza em ratos machos e fémeas. mCPP = meta-clorofenilpiperazina. Criado em

https://BioRender.com
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3.6 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com Jamovi (versao 2.7.31). Os dados
sao apresentados como média = EPM. Para a andlise dos dados do teste de aversao
condicionada ao lugar e autolimpeza utilizou-se ANOVAs de uma via para o fator
tratamento (Salina x mCPP 0,5 x mCPP 1,0 x mCPP 3,0). Havendo significancia
estatistica, apds as ANOVAs, foi realizado o teste post hoc de Tukey. Adicionalmente,
utilizou-se o teste de Correlagdo de Pearson para investigar a relagao entre o efeito pro-
aversivo da mCPP no teste de aversdo condicionada ao lugar (tempo de permanéncia e
nimero de entradas) e o comportamento de autolimpeza (tempo de autolimpeza). Para

todas as analises, os valores de p inferiores a 0,05 foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS
4.1 Machos

Os resultados referentes ao tempo de permanéncia no quadrante alvo no dia do
teste, nimero de entradas no quadrante alvo no dia do teste e autolimpeza no
confinamento para machos sao apresentados na Figura 4A-C. A ANOVA de uma via para
tratamentos indicou diferenca significativa no tempo de permanéncia dos animais no
quadrante alvo no dia do teste (F345=3,09; p=0,04). O teste de post hoc de Tukey indicou
significativa reducdo de tempo de permanéncia no quadrante alvo para o grupo mCPP0,5
em comparacdo com o grupo salina (pukey = 0,02). Nao foram encontras diferengas
estatisticas entre os grupos mCPP1,0 e mCPP3,0 e o grupo controle (p > 0,05). As
ANOVAs de uma via ndo indicaram diferengas significativas entre os tratamentos quanto
ao numero de entradas no quadrante alvo no dia do teste (F3 45 = 0,02; p > 0,05) e quanto
ao tempo de autolimpeza no confinamento (F34s5 = 0,86; p > 0,05) para os machos. O
resultado da relagdo entre tempo de permanéncia no quadrante alvo no dia do teste e
tempo de autolimpeza para machos ¢é representado na Figura 4D. A Correlagdo de Pearson
entre tempo de permanéncia no quadrante alvo e tempo de autolimpeza € nula (r = - 0,08)
para machos. A Correlagdo de Pearson entre nimero de entradas no quadrante alvo e

tempo de autolimpeza € nula (r = - 0,18) para machos.
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Figura 4: Teste de aversdo condicionada ao lugar e autolimpeza em machos. Tempo em segundos de
permanéncia no quadrante alvo no dia do teste (A). Numero de entradas no quadrante alvo no dia do teste
(B). Tempo em segundos de autolimpeza no dia de confinamento (C). Correlagdo entre tempo (s) de
permanéncia no quadrante alvo no dia do teste e tempo (s) de autolimpeza no confinamento (D). A-C:
Média + EPM. ANOVA de uma via para tratamentos. D: Correlagdo de Pearson. mCPP0,5 = mCPP 0,5
mg/kg. mCPP1,0 = mCPP 1,0 mg/kg. mCPP3,0 = mCPP 3,0 mg/kg. * p < 0,05: diferenga em relagdo ao

grupo salina. n = 11-13 por grupo.
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4.2 Fémeas Proestro/Estro

Os resultados referentes ao tempo de permanéncia no quadrante alvo no dia do
teste, nimero de entradas no quadrante alvo no dia do teste e autolimpeza no
confinamento para fémeas proestro/estro sdo apresentados na Figura SA-C. A ANOVA
de uma via para tratamentos indicou diferencga significativa no tempo de autolimpeza no
dia de confinamento (F340= 7,27; p < 0,001). O teste de post hoc de Tukey indicou
significativa reduc¢do de tempo de autolimpeza do grupo mCPP3,0 em comparacdo com
o grupo mCPP0,5 (pukey = 0,007) ¢ mCPP1,0 (prukey < 0,001). Nao foram encontras
diferengas estatisticas entre os grupos mCPP0,5, mCPP1,0 e mCPP3,0 e o grupo controle
(p > 0,05). As ANOVAs de uma via nao indicaram diferengas significativas entre os
tratamentos quanto ao tempo de permanéncia no quadrante alvo no dia do teste (F340 =
1,32; p > 0,05) e quanto ao niumero de entradas nesse quadrante (F3 40 = 2,30; p > 0,05)
para fémeas proestro/estro. O resultado da relagdo entre tempo de permanéncia no
quadrante alvo no dia do teste e tempo de autolimpeza para fémeas proestro/estro ¢
representado na Figura 5D. A Correlacdo de Pearson entre tempo de permanéncia no
quadrante alvo e tempo de autolimpeza ¢ nula (r = 0,07) para fémeas proestro/estro. A
Correlacdo de Pearson entre nimero de entradas no quadrante alvo e tempo de

autolimpeza € nula (r = 0,11) para fémeas proestro/estro.
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Figura 5: Teste de aversdo condicionada ao lugar e autolimpeza em fémeas proestro/estro. Tempo em
segundos de permanéncia no quadrante alvo no dia do teste (A). Numero de entradas no quadrante alvo no
dia do teste (B). Tempo em segundos de autolimpeza no dia de confinamento (C). Correlagido entre tempo
de permanéncia no quadrante alvo no dia do teste e autolimpeza no confinamento (D). A-C: Média + EPM.
ANOVA de uma via para tratamentos. D: Correlagdo de Pearson. mCPP0,5 = mCPP 0,5 mg/kg. mCPP1,0
= mCPP 1,0 mg/kg. mCPP3,0 = mCPP 3,0 mg/kg. & p < 0,05: diferenga em relagdo aos grupos mCPPO0,5
e mCPP1,0. n= 11 por grupo.
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4.3 Fémeas Metaestro/Diestro

Os resultados referentes ao tempo de permanéncia no quadrante alvo no dia do
teste, nimero de entradas no quadrante alvo no dia do teste e autolimpeza no
confinamento para fémeas metaestro/diestro sdo apresentados na Figura 6A-C. A
ANOVA de uma via para tratamentos indicou diferenca significativa no tempo de
autolimpeza dos animais no dia de confinamento (F337=6,26; p = 0,002). O teste de post
hoc de Tukey indicou significativo aumento no tempo de autolimpeza no grupo mCPP1,0
em relagdo ao grupo controle (prkey = 0,02) e redugdo de tempo de autolimpeza do grupo
mCPP3,0 em comparagdao com o grupo mCPP1,0 (pukey = 0,001). Nao foram encontras
diferengas estatisticas entre os grupos mCPP0,5 e mCPP3,0 e o grupo controle (p > 0,05).
As ANOVAs de uma via ndo indicaram diferengas significativas entre os tratamentos
quanto ao tempo de permanéncia no quadrante alvo no dia do teste (F337 =0,56; p > 0,05)
e quanto ao numero de entradas nesse quadrante (F337 = 1,31; p > 0,05) para fémeas
metaestro/diestro. O resultado da correlagdo entre tempo de permanéncia no quadrante
alvo no dia do teste e tempo de autolimpeza para fémeas metaestro/diestro é representado
na Figura 6D. A Correlacdo de Pearson entre tempo de permanéncia no quadrante alvo e
tempo de autolimpeza € nula (r = 0,11) para fémeas mestaestro/diestro. A Correlagdo de
Pearson entre numero de entradas no quadrante alvo e tempo de autolimpeza ¢ nula (r =

- 0,18) para fémeas metaestro/diestro.
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Figura 6: Teste de aversdo condicionada ao lugar e autolimpeza em fémeas metaestro/diestro. Tempo em
segundos de permanéncia no quadrante alvo no dia do teste (A). Numero de entradas no quadrante alvo no
dia do teste (B). Tempo em segundos de autolimpeza no dia de confinamento (C). Correlagido entre tempo
de permanéncia no quadrante alvo no dia do teste e autolimpeza no confinamento (D). A-C: Média + EPM.
ANOVA de uma via para tratamentos. :D Correlagdo de Pearson. mCPP0,5 = mCPP 0,5 mg/kg. mCPP1,0
= mCPP 1,0 mg/kg. mCPP3,0 = mCPP 3,0 mg/kg. * p <0,05: diferenca em relagdo ao grupo controle. # p
< 0,05: diferenca em relagdo ao grupo mCPP1,0. n = 9-11 por grupo.
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5. DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi contribuir com a literatura que busca
desenvolver um modelo animal para TOC ao avaliar os efeitos da mCPP, em diferentes
doses, no teste de aversdo condicionada ao lugar e na autolimpeza em ratos machos e
fémeas, explorando ainda as diferentes fases do ciclo estral em fémeas. De modo geral, o
protocolo foi eficaz em indicar um efeito proé-aversivo da mCPP uma vez que, para
machos do grupo mCPPO0,5, houve uma reducao no tempo de permanéncia no quadrante
alvo comparado ao grupo controle no dia do teste. Pode-se dizer que esse efeito pro-
aversivo ¢ sexo-dependente, visto que ocorreu apenas em machos, ¢ dose-dependente,
uma vez que tal efeito s6 ocorreu para o grupo mCPP0,5 e nao para os grupos mCPP1,0
mCPP3,0. Ja4 em relacdo ao comportamento de autolimpeza, o aumento do tempo do
grupo mCPP1,0 das fémeas metaestro/diestro comparado ao grupo controle indica um
efeito pro-compulsivo também dependente do sexo e da dose. Ademais, a redugdo
significativa da autolimpeza nas fémeas do grupo mCPP3,0 em relagdo aos grupos
mCPP1,0 e mCPP3,0 pode indicar um potencial prejuizo motor causado pela maior dose
da droga, efeito esse ndo presente em machos. Por fim, ndo foi encontrada correlagdao
significativa entre aversdo condicionada ao lugar e autolimpeza, mostrando que a mCPP
pode produzir efeitos distintos em sujeitos do mesmo grupo. Assim, no presente estudo,
os resultados dependentes do sexo reforcam a importancia da inclusdo de fémeas nas
pesquisas basica.

De acordo com a literatura, a reducdo no tempo de permanéncia no quadrante
pareado com a droga ¢ interpretado como efeito pro-aversivo no teste de aversao
condicionada ao lugar. Estudos que utilizaram o campo aberto para avaliar propriedades
aversivas de farmacos em protocolos experimentais semelhantes com 3 fases distintas

(linha de base, confinamento e teste) obtiveram redug¢do do tempo no quadrante de
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confinamento no dia do teste em ratos machos Wistar com a microinje¢ao de
semicarbazida, um inibidor da enzima responsavel pela sintese de GABA, a glutamato
descarboxilase (GAD), na substancia cinzenta periaquedutal dorsal (Zanoveli et al., 2007)
e no coliculo inferior (Macedo et al., 2006). Aratjo e colaboradores (2001) também
obtiveram redu¢ao de permanéncia no quadrante alvo com o tratamento com o fragmento
C-terminal da Substancia P via microinje¢ao na substancia cinzenta periaquedutal dorsal
de ratos machos Wistar.

O teste de aversao condicionada ao lugar também pode ser realizado em um
aparato de dois compartimentos com dicas visuais e tateis distintas entre eles, de modo
que o pareamento com a droga ocorra no compartimento de maior preferéncia. Nesse
paradigma, o cloreto de litio (LiCl) administrado intraperitonealmente foi capaz de
induzir aversdo ao lugar em ratos Long-Evans machos (Tenk et al., 2005). Apesar de
utilizar aparatos distintos, ambos o0s protocolos citados sdo capazes de acessar
propriedades aversivas de drogas. Assim, a interpretacdo do efeito da mCPP no presente
estudo estd de acordo com a literatura do teste de aversdo condicionada ao lugar em que
a reducdo do tempo no quadrante alvo indica efeito pro-aversivo.

Tal resultado pro-aversivo apresentado para os machos também esta de acordo
com a literatura que indica a mCPP como capaz de induzir o aumento de comportamentos
defensivos em roedores (Silva et al., 2022). No teste do labirinto em cruz elevado, a mCPP
reduziu a porcentagem de tempo e de entradas nos bragos abertos nas doses de 0,5 € 1,0
mg/kg, indicando efeito pré-aversivo (Gibson et al., 1994). O tratamento com mCPP
também diminuiu a intera¢do social entre ratos machos Sprague-Dawley, sendo um
indicativo de ansiedade (Bristow et al., 2000; Kennedy et al., 1993). Outros estudos
indicaram comportamentos compulsivos induzidos pela acdo agonistica como mastigagao

ritualistica em ratos tratados com doses de 0,5, 1,0 e 4,0 mg/kg (Kreiss et al., 2013) e
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persisténcia no teste de alternancia espontanea no labirinto em T (Papakosta et al., 2013).
A mCPP na dose de 2,0 mg/kg também apresentou prejuizo na tarefa de aprendizagem
reversa no labirinto em T por meio do aumento de omissodes e tempo de reacdo em ratos
Wistar machos e fémeas (Stoppiglia et al., 2026). Portanto, os resultados no teste de
aversao condicionada ao lugar contribuem com a literatura que indica efeitos pro-
aversivos da mCPP em diferentes testes, o que também colabora com a proposta de um
modelo animal farmacologico para o TOC.

Apesar do consistente efeito pro-aversivo em machos, tal resultado nao foi
encontrado em fémeas. Em relacao a literatura da mCPP, ha uma escassez de estudos
utilizando fémeas (da Silva et al., 2022) o que dificulta comparag¢des de resultados, porém,
algumas interpretagdes sdo possiveis. Em Stoppiglia et al. (2026) apenas as fémeas
tratadas com mCPP sofreram prejuizo na fase de aquisicao da aprendizagem no labirinto
em T. Outro estudo mostrou que, em protocolo de medo condicionado ao contexto, apenas
as fémeas apresentaram prejuizo na retencao da extingdo do medo (Reimer et al., 2018).
Tais resultados mostram que, em diferentes tarefas, machos e fémeas apresentam efeitos
distintos da mCPP, fato esse que reforca a importancia do uso de fémeas nas pesquisas
de base. Ademais, no que diz respeito a literatura do teste de aversdo condicionada ao
lugar, diferentes drogas podem apresentar efeitos aversivos distintos entre roedores
machos e fémeas. De Beun e colaboradores (1991) apresentam que, em ratos Wistar
esterilizados, os efeitos aversivos do 17fB-estradiol foram mais proeminentes em machos,
sendo tal efeito nas fémeas restrito a dose e intervalo de teste. Em estudos que exploram
os receptores opioides kappa, o agonista especifico U50,488 foi capaz de induzir aversao
condicionada em camundongos da Califérnia machos na dose de 10 mg/kg, enquanto nas
fémeas esse efeito s6 foi visto na dose de 2,5 mg/kg (Robles et al., 2014). Esse mesmo

agonista também foi capaz de induzir aversdo em machos selvagens e mutantes nas doses
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de 2,5 e 5 mg/kg, enquanto nas fémeas a aversao so foi observada naquelas com genotipo
selvagens na dose de 2,5 mg/kg (Huang et al., 2022). Assim, ¢ possivel que as fémeas
sejam menos sensiveis aos efeitos aversivos da mCPP no teste de aversao condicionada
ao lugar nas doses utilizadas.

Nao sd, deve-se considerar o impacto dos hormdnios ovarianos no sistema
serotoninérgico. A suplementacdo com 17B-estradiol, combinado ou nao com
progesterona, foi capaz de alterar a expressao de mRNA de receptores 5-HT2A e 5-HT2C
no hipotalamo (Birzniece et al., 2002) e 5-HT2C no mesencéfalo (Zhou et al., 2002). Tal
interagdo entre hormdnios ovarianos e sistema serotoninérgico pode ser responsavel pelos
diferentes efeitos entre machos e fémeas da mCPP no teste de aversdo condicionada, visto
que a droga possui alta afinidade com os mesmos receptores (Fiorella et al., 1995). As
flutuagdes hormonais nesse contexto sao importantes de serem consideradas, visto que, a
piora de sintomas do TOC esta associada as alteragdes desses hormodnios ao longo do
ciclo menstrual de mulheres (Green & Graham, 2021; Labad et al., 2005).

A distingdo entre efeitos pro-aversivos entre machos e fémeas também pode ser
compreendida a partir de diferengas sexuais no comportamento defensivo desses animais.
Em estudos utilizando o labirinto em cruz elevado em animais sem tratamento, fémeas
Sprague-Dawley e Wistar apresentaram menos comportamentos do tipo ansioso
comparadas aos machos de suas respectivas linhagens (Knight et al., 2021; Scholl et al.,
2019). As fémeas também apresentam maior atividade locomotora no campo aberto
(Blizard et al., 1975) e, além de maior locomog¢do, menos comportamentos tipo ansioso
no campo aberto grande (Knight et al., 2021). Essas diferencas sexuais na locomogao e
nos comportamentos defensivos, tanto no campo aberto quanto no labirinto em cruz
elevado, também sao observadas em ratos idosos (Domonkos et al., 2017). Portanto, é

relevante considerar que existem diferencas basais entre machos e fémeas na expressdo
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de comportamentos defensivos em diferentes aparatos tradicionalmente usados para
avaliacdo de ansiedade.

Apesar da distingdo de protocolos experimentais, diferengas sexuais em tarefas de
condicionamento podem ser uteis para compreender efeitos pro-aversivos relacionados
ao sexo no presente estudo. Em uma revisao de literatura a respeito das distingdes no
aprendizado de condicionamento classico e operante, roedores machos e fémeas
apresentam diferentes desempenhos em tarefas como: medo condicionado ao contexto,
evitagdo ativa, condicionamento de piscar, reforcamento diferencial em baixas taxas de
resposta e sobressalto potencializado pelo medo e pela luz (Della & Shors, 2009). Esse
mesmo artigo ressalta ainda potenciais influéncias de hormonios sexuais nos animais
durante o condicionamento. O estudo de Gruene e colaboradores (2015),
sistematicamente avaliou as respostas de disparada e congelamento em protocolo de
medo condicionado. Como resultado, obtiveram que as fémeas apresentam a disparada
como uma resposta aprendida alternativa na expressao do medo em comparagao com 0s
machos que apresentam com mais frequéncia o comportamento de congelamento. Outro
exemplo, em um complexo paradigma de conflito aproximagao-evita¢do, a tomada de
decisdo ¢ forcada pelo acesso a recompensa mediante ao risco de choque nas patas em
ratos Long-Evans. Nesse paradigma, fémeas priorizaram a seguranga, evitando assim o
choque, enquanto os machos buscavam a recompensa (Reimer et al., 2026). Tais estudos
mostram que machos e fémeas podem fazer uso de estratégias distintas diante de tarefas
que envolvem estimulos aversivos, o que pode ser uma lacuna no presente estudo.
Portanto, para além de diferencas basais entre os sexos, faz-se necessario considerar
explicagdes alternativas para os comportamentos observados (Shansky, 2018) e incluir de
forma sistematica o uso de fémeas nas pesquisas em neurociéncias (Joel & McCarthy,

2017; Shansky & Murphy, 2021)
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A autolimpeza ¢ outra medida comportamental importante no estudo do TOC,
sendo considerada um potencial correlato de comportamentos compulsivos na patologia.
A mCPP na dose de 0,6 mg/kg foi capaz de exacerbar a autolimpeza em ratos machos
Wistar (Fragkiadaki et al., 2024; Georgiadou et al., 2012; Peristeri & Pitsikas et al., 2022)
e machos Sprague-Dawley (Graf et al., 2003). O aumento do comportamento de
autolimpeza também foi observado em machos e fémeas Sprague-Dawley, porém na dose
de 3,0 mg/kg (Reimer et al., 2018). No presente estudo, a mCPP ndo exacerbou o
comportamento de autolimpeza nos machos e, nas fémeas, tal efeito foi limitado a dose
de 1,0 mg/kg e ao grupo metaestro/diestro. Esse resultado pode ser explicado por
possiveis variagdes experimentais entre os estudos. Na presente pesquisa, os animais
estavam em confinamento quando o comportamento de autolimpeza foi avaliado, desse
modo, a limitagdo de espago pode ser uma variavel importante para expressao desse
comportamento. Outro fator importante de ser ressaltado ¢ que, no momento da avaliagdo
da autolimpeza, os animais ja haviam sido expostos ao campo aberto, sendo a
familiaridade com o aparato outra variavel relevante de ser considerada. Por fim, o
presente estudo avaliou o tempo de autolimpeza ao longo de 30 minutos, enquanto outros
estudos avaliaram durante 20 minutos (Fragkiadaki et al., 2024; Peristeri & Pitsikas et al.,
2022; Reimer et al., 2018). E possivel que os efeitos da mCPP em machos e fémeas sob
influéncia do ciclo estral se apresentem de forma distinta ao longo do tempo. Portanto,
sera importante que pesquisas futuras explorem os efeitos compulsivos da mCPP ao longo
do tempo, considerando as variaveis sexo e ciclo estral.

Ainda em relacdo a autolimpeza, houve uma reducdo da expressdo desse
comportamento nas fémeas proestro/estro tratadas com mCPP3,0 em relagdo aquelas
tratadas com 0,5 e 1,0 e nas fémeas metaestro/diestro tratadas com mCPP3,0 em relacao

ao grupo mCPP1,0. Tais resultados podem ser explicados pelo efeito hipolocomotor
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induzido pela droga. Em estudos com machos Sprague-Dawley, a mCPP na dose de 1,0
e 3,0 mg/kg reduziu a atividade locomotora dos animais, efeito esse atenuado pelo pré-
tratamento com SB200646A, um antagonista de receptores 5-HT2C (Bristow et al.,
2000). Nessa mesma linhagem, doses elevadas de 3,0, 5,0 e 10,0 mg/kg também foram
capazes de reduzir a atividade locomotora dos machos (Harada et al., 2006). Em machos
Wistar, tal efeito foi observada na dose de 0,6 mg/kg (Georgiadou et al., 2012). Em
relagdo a fémeas, a mCPP também foi capaz de reduzir a locomog¢ao e mobilidade no
campo aberto nas doses de 0,5 e 3,0 mg/kg (Reimer et al., 2018). Dessa forma, no presente
estudo, € possivel que a maior dose utilizada reduziu a autolimpeza nas fémeas em relagao
as outras tratadas com mCPP devido a um prejuizo locomotor, apesar de ndo haver
diferenga significativa em relagdo ao grupo controle. Esse efeito foi independente da fase
do ciclo, porém mais proeminente nas fémeas proestro/estro. Tal resultado contribui com
a escassa literatura dos efeitos da mCPP em fémeas.

Por fim, ndo foram encontradas correlagdes importantes entre o teste de aversao
condicionada e a autolimpeza. Esperava-se que os animais que apresentassem
exacerbacdo da autolimpeza durante o confinamento seriam aqueles que apresentariam
menor tempo ou entradas no quadrante alvo no teste. E possivel que esse efeito nulo seja
explicado pelo fato de que a mCPP induziu efeito pro-aversivo apenas nos machos e pro-
compulsivo apenas nas fémeas metaestro/diestro. Porém, para além dessa andlise, o
resultado aqui presente pode indicar que os efeitos aversivos e compulsivos da mCPP sdo
independentes entre si, manifestando-se de forma distinta em cada sujeito. Esse resultado
estd de acordo com a caracterizagdo do TOC como um transtorno complexo e
heterogéneo, podendo manifestar-se a partir de diferentes obsessdes e/ou compulsdes,
além de potencialmente apresentar comorbidades distintas (Diniz et al., 2012; Robbins et

al., 2024; Stein et al., 2019).
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6. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que a mCPP induz efeito pro-aversivo para os
machos na dose de 0,5 mg/kg no teste de aversdo condicionada ao lugar, caracterizado
pela reducdo do tempo de permanéncia no quadrante alvo. Esse efeito mostrou-se
dependente do sexo e da dose. A mCPP também foi capaz de exacerbar o comportamento
de autolimpeza, porém esse resultado foi restrito para as fémeas em metaestro/diestro
tratadas com a dose de 1,0 mg/kg. Além disso, fémeas, independentemente do ciclo,
apresentaram uma reducdo do comportamento de autolimpeza na maior dose utilizada
comparada aos outros tratamentos com a droga, indicando um possivel efeito
hipolocomotor. Por fim, ndo foram encontradas correlacdes significativas entre os
comportamentos aqui explorados, de modo que a mCPP pode ser util para explorar a
heterogeneidade do diagnostico de TOC.

Conclui-se que nossos achados corroboram evidéncias sobre os efeitos pro-
aversivos ¢ pro-compulsivos da mCPP, apoiando seu uso como ferramenta para o
desenvolvimento de modelos animais para o estudo do TOC. Ainda, o presente estudo
contribui para a escassa literatura de administragdo da mCPP em fémeas e reforga a
importancia do uso de fémeas nas pesquisas em neurociéncia considerando os possiveis

efeitos influenciados por sexo e pelo ciclo estral.
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Anexo I - Certificado da Comissio de Etica no Uso de Animais da UFSCar.
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Certificamos que a propesta intitulada "EFEITOS DA META-CLORCFENILPIPERAZINA {mCPP) NO TESTE DE AVERSAQ
CONDICIONADA AO LUGAR EM RATOS MACHOS E FEMEAS", protocolada sob o CEUA n? 4119060824 o nozos2}, Sob a
responsabilidade de Amanda Ribeiro de Oliveira e equipe; Catharina Lemos dos Santos - que envolve a produgdo,
manutencdo efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins
de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o
Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
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Federal de Sao Carlos (CEUAJUFSCAR) na reuniao de 21/08/2024.
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accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the
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