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RESUMO

Um cruzamento entre as linhagens de ratos Lewis (LEW) e
Spontaneously Hypertensive Rats (SHR) levou a identificacdo de um
QTL (quantitative trait locus) no cromossomo 4, chamado de Anxrrl6,
influenciando a locomoc&o no centro do teste do campo aberto (CA), um
indice experimental de ansiedade. Foi observado que, apesar dos
animais da linhagem LEW normalmente exibirem um comportamento
mais “ansioso” do que os SHR, a presenca de alelos da linhagem LEW
em Anxrrl6 aumentava a locomocgao no centro do CA de animais F2, ao
contrario do esperado. Uma linhagem congénica (denominada
SHR.LEW-Anxrrl6, ou SLA16) foi entdo construida, através de
cruzamentos entre as linhagens LEW (doadora) e SHR (receptora), para
melhor investigar os efeitos desse locus. Através de testes
comportamentais realizados durante a construcdo desta linhagem
(PEREIRA, 2010), o efeito contra-intuitivo desse QTL foi confirmado,
entretanto, os dados obtidos ndo foram conclusivos. O presente estudo
teve como objetivos principais o refinamento e a caracterizagdo
genotipica e fenotipica da linhagem congénica SLA16, através da
genotipagem de trés geracbes para 20 marcadores moleculares
mapeados no cromossomo 4, bem como da avaliagdo destes animais em
testes comportamentais relacionados a emocionalidade. Como uma
possivel hiperatividade motora foi observada no CA durante o
desenvolvimento desta linhagem, e pelo fato da linhagem SHR ser um
modelo animal do transtorno do déficit de atencdo e hiperatividade
(TDAH), a atividade locomotora dos animais congénicos também foi
avaliada em ambientes familiares e ndo-familiares. Além disso, estes
animais foram submetidos ao teste da mudanca da configuragdo
atencional (MCA\) a fim de investigar possiveis efeitos de Anxrrl6 sobre
a atencdo e a flexibilidade comportamental, envolvidos no TDAH. O
efeito de Anxrrl6 sobre a locomogao no centro do CA foi confirmado.
Além disso, esse locus também influenciou medidas de emocionalidade
da caixa branca e preta (CBP), do teste triplo (TT) e do labirinto em T
elevado (LTE), sempre de maneira contra-intuitiva, de acordo com o
estudo que identificou 0 QTL. Experimentos farmacoldgicos com uma
droga  ansiolitica  (clordiazepoxido) e uma  ansiogénica
(pentilenotetrazol), apesar de inconclusivos, sugeriram que o QTL em
questdo esta de fato relacionado & ansiedade. Em relagdo ao TDAH,
diferencas na atividade locomotora foram encontradas, porém, estas
desapareceram apds um periodo de habituagdo, sugerindo que s&o
dependentes do estado emocional do animal e, portanto, ndo refletem



uma hiperatividade esponténea. Efeitos desse locus sobre a atengdo e a
flexibilidade comportamental ndo foram detectados, confirmando a
auséncia de efeito de Anxrrl6 sobre fendtipos associados ao TDAH.
Com base nestes resultados, conclui-se que o locus Anxrrl6, aqui
delimitado em uma regido do cromossomo 4 de aproximadamente 86
milhdes de pares de base, afeta fendtipos associados a ansiedade em
ratos, bem como & atividade locomotora em ambientes novos e,
portanto, a linhagem congénica SLA16 representa uma importante
ferramenta para o melhor entendimento das vias moleculares envolvidas
nos comportamentos relacionados a ansiedade.

Palavras-chave:  Ansiedade. = Emocionalidade. = Genética  do
Comportamento. Linhagem Congénica. LEW. SHR. Anxrrl6.



ABSTRACT

An intercross between the inbred rat strains Lewis (LEW) and
Spontaneously Hypertensive Rats (SHR) led to the identification of a
quantitative trait locus (QTL) on chromosome 4, named Anxrrl6,
influencing locomotion in the central area of the open field (OF) test, an
experimental index of anxiety. It was noticed that, even though LEW
rats usually display more anxiety-like behaviors than SHR, the presence
of LEW alleles on Anxrrl6 increased the inner locomotion displayed by
F2 animals, contrary to what would be expected. A congenic strain
(named SHR.LEW-Anxrrl6, or SLA16) was then developed, from a
cross between the strains LEW (donor) and SHR (receptor), in order to
further investigate the behavioral effects of this locus. Through the
behavioral tests performed during the construction of this strain
(PEREIRA, 2010), the counterintuitive effect of the Anxrrl6 QTL was
confirmed, however, the obtained data were not conclusive. The present
study’s main goals were to refine and characterize genotypically and
phenotypically the congenic strain SLA16, by genotyping three
generations to 20 molecular markers mapped on chromosome 4, as well
as evaluating these animals in emotionality-related behavioral tests. As a
possible motor hyperactivity was observed in the OF during the
construction of this strain, and for the fact that the strain SHR is an
animal model for attention deficit and hyperactivity disorder (ADHD),
the locomotor activity of the congenic animals was also evaluated, in
familiar and unfamiliar environments. Furthermore, these animals were
submitted to the attentional set-shifting (SS) test in order to investigate
potential effects of Anxrrl6 on attention and behavioral flexibility, traits
involved in ADHD. The effect of Anxrrl6 over OF inner locomotion
was confirmed. Moreover, this locus has also influenced emotionality
measures in the light/dark box (LDB), in the triple test (TT) and in the
T-maze (TM), in the same counterintuitive manner found in the study
that identified Anxrrl6 QTL. Pharmacological experiments using an
anxiolytic (chlordiazepoxide) and a panicolytic (pentylenetetrazol) drug,
although inconclusive, have suggested that this QTL is indeed related to
anxiety. Regarding the ADHD phenotypes, differences in locomotor
activity were found, however, they have disappeared after a habituation
period, suggesting that they depend on the animal’s emotional state and,
therefore, do not reflect a spontaneous hyperactivity. Effects of this
locus over attention or behavioral flexibility were not observed,
confirming the absence of Anxrrl6 influences on ADHD associated
phenotypes. Based on these results, it is concluded that the Anxrrl6



locus, herein delimited in a region of chromosome 4 of approximately
86 million base pairs, affects anxiety-related phenoptypes on rats, as
well as the locomotor activity in novel places and, for that, the congenic
strain SLA16 represents an important tool towards a Dbetter
understanding of the molecular pathways involved in anxiety-related
behaviors.

Keywords: Anxiety. Emotionality. Behavioral Genetics. Congenic
Strain. LEW. SHR. Anxrr16.
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1 INTRODUCAO

1.1 A RELEVANCIA DO ESTUDO DOS TRANSTORNOS DE
ANSIEDADE

A ansiedade pode ser definida como um estado emocional
desenvolvido em antecipagdo a uma ameacga ou perigo, a qual promove a
vigilia e facilita os comportamentos de esquiva, auxiliando, portanto, na
adaptacdo do organismo ao seu meio (GROSS; HEN, 2004). A distin¢do
entre dois tipos de ansiedade, traco e estado, ja foi proposta, sendo que a
primeira representaria um estado emocional constante, enquanto a
segunda seria uma consequéncia pontual de um estimulo ansiogénico
(LISTER, 1990). Entretanto, alguns autores sugerem que a ansiedade
traco e a ansiedade estado consistem simplesmente em diferentes lados
da mesma moeda, com a primeira sendo definida pela intensidade e
frequéncia dos episddios de ansiedade estado (LAZARUS, 1991;
RAMOS, 2008). Apesar de ser uma parte normal do repertorio
emocional humano, quando esses estados emocionais se tornam
excessivos e inapropriados, eles podem comprometer seriamente a
qualidade de vida, adquirindo um carater patologico, e sendo entdo
denominados transtornos de ansiedade (GROSS; HEN, 2004).

De acordo com dados obtidos no National Comorbidity Survey
Replication (NCS-R), realizado nos Estados Unidos entre os anos de
2001 e 2003, os transtornos de ansiedade formam o grupo de transtornos
psiquiatricos com maior prevaléncia na populacdo Estadunidense
(KESSLER et al., 2005). Os transtornos de ansiedade estdo associados a
um grande prejuizo na funcionalidade e na qualidade de vida
(RAPAPORT et al., 2005), além de causarem um impacto econdémico
substancial e gerar inimeros gastos para a sociedade, de forma direta ou
indireta (OVERBEEK et al., 2001; SMOLLER; BLOCK; YOUNG,
2009). Eles também estdo relacionados a uma série de comorbidades,
como a enxaqueca (BASKIN; SMITHERMAN, 2009), doencas
autoimunes da tireoide (CARTA et al.,, 2004) e, particularmente, a
depressao (SOMERS et al., 2006; DE MOOIJ-VAN MALSEN;
OLIVIER; KAS, 2008). A pesquisa acerca dos transtornos de ansiedade
tem crescido dramaticamente nos Gltimos anos e, ao que tudo indica,
tende a continuar crescendo, uma vez que, apesar dos diversos farmacos
e terapias disponiveis se mostrarem eficazes em muitos pacientes, existe
a constante necessidade de evolugdo nos tratamentos, especialmente no
que se refere & presenca de efeitos colaterais, e do desenvolvimento de
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estratégias de prevencdo (BOSCHEN, 2008; SMOLLER; BLOCK;
YOUNG, 20009).

A agregacdo familiar dos transtornos de ansiedade tem sido
repetidamente relatada, sendo o componente genético o principal
responsavel por essa agregacdo (HETTEMA; NEALE; KENDLER,
2001; HAMILTON, 2009; SMOLLER; BLOCK; YOUNG, 2009).
Considerando o ja mencionado impacto social destes transtornos, bem
como a constatacdo do envolvimento de fatores genéticos, as pesquisas
sobre as bases genéticas dos transtornos de ansiedade sdo de
fundamental importancia para um maior entendimento destas condi¢des.

Nas Ultimas duas décadas, abordagens genético-moleculares
tém sido crescentemente empregadas no estudo dos transtornos de
ansiedade. Contudo, achar os genes responsaveis por caracteristicas
relacionadas a esses transtornos ndo é uma tarefa facil, uma vez que elas
sdo complexas e conhecidas por refletirem a influéncia de numerosos
genes (poligénicas), cada um, normalmente, contribuindo apenas com
um pequeno efeito. Estes pequenos efeitos podem ainda depender da
interacdo com outros genes (epistasia) ou com o ambiente (SMOLLER;
BLOCK; YOUNG, 2009).

1.2 O USO DO RATO NA PESQUISA BIOMEDICA

O rato de laboratdrio (Rattus norvegicus) vem sendo utilizado
na pesquisa biomédica ha mais de 150 anos, tendo sido a primeira
espécie de mamifero empregada nesse tipo de pesquisa. Diversas
caracteristicas contribuem para a sua ampla utilizacdo, dentre as quais
podemos citar o seu reduzido tamanho, a facil manipulacdo e a sua
rapida reproducdo (JACOB, 1999; AITMAN et al., 2008). Entretanto,
historicamente, 0 camundongo (Mus musculus) se tornou 0 modelo de
escolha de muitos geneticistas, por motivos que incluem o seu menor
tamanho em relagao ao rato, as diversas cores de pelagem disponiveis, e
a heranca mendeliana de algumas caracteristicas, além do recente
advento dos camundongos knockout (JACOB, 1999).

Por outro lado, o uso de ratos na identificagdo de genes
relacionados a doengas compartilhadas com os humanos é bastante
vantajoso, uma vez que ele é um dos modelos animais mais estudados
na fisiologia, na toxicologia, na neurobiologia e no desenvolvimento de
farmacos. Quando genes e suas fungdes sdo identificados nos ratos, a
elucidacdo dos mecanismos patofisiologicos envolvidos é normalmente
mais simples, uma vez que diversos processos bioldgicos ja foram
extensivamente estudados neste modelo, o que acaba por facilitar a
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identificacdo de homologias genéticas em humanos (JACOB, 1999;
SMITS; CUPPEN, 2006).

Apb6s o desenvolvimento da primeira linhagem isogénica
(inbred strain, composta por individuos geneticamente idénticos entre
si) de ratos, por King em 1909, mais de quinhentas linhagens isogénicas
foram desenvolvidas e estudadas em relacdo a diversos fenétipos
bioquimicos e fisioldgicos, constituindo modelos genéticos de diferentes
doencas (AITMAN et al., 2008), tais como encefalomielite autoimune
(STEFFERL et al., 1999), diabetes (SHINOHARA et al., 2000), artrite
(TRENTHAM; TOWNES; KANG, 1977) e doencas cardiovasculares
(KODAVANTI et al., 2000). Dentre os modelos genéticos relacionados
ao comportamento, podemos citar os Spontaneously Hypertensive Rats
(SHR), utilizados no estudo do transtorno do déficit de atencéo e
hiperatividade  (TDAH) (SAGVOLDEN, 2000; HOWELLS;
BINDEWALD; RUSSELL, 2009), e as linhagens alcohol-preferring (P)
e alcohol-nonpreferring (NP), selecionadas para o consumo espontaneo
de élcool (BICE et al., 1998).

Na impossibilidade de se obter medidas objetivas e diretas do
estado emocional de um animal, j& que esse é um conceito que envolve
componentes subjetivos, os pesquisadores tendem a inferir o seu estado
emocional a partir de manifestacdes que possam ser medidas, tais como
suas respostas comportamentais e fisioldgicas (RAMOS; MORMEDE,
1998). Algumas manifestaces do repertdrio comportamental do rato,
avaliadas através de diferentes testes comportamentais, permitem
estabelecer um paralelo, mesmo que limitado, com caracteristicas da
ansiedade nao patol6gica em humanos, fazendo do rato um bom modelo
para estudos comportamentais relacionados a ansiedade.

1.2.1 As Linhagens Lewis (LEW) e SHR como Modelo Genético de
Ansiedade

Duas linhagens de ratos podem diferir ou até mesmo ser
contrastantes em relacdo a expressdao de um determinado fendtipo.
Quando submetidas as mesmas condigdes ambientais, pode-se dizer que
as diferencas médias encontradas entre estas linhagens sdo de origem
genética. Exemplos de linhagens de ratos contrastantes para fenétipos
comportamentais incluem as linhagens Roman High-Avoidance (RHA) e
Roman Low-Avoidance (RLA), contrastantes em relacdo ao
comportamento de esquiva ativa (BIGNAMI, 1965), as linhagens
Maudsley Reactive e Nonreactive, que apresentam alta e baixa
defecagdo no teste do campo aberto (CA), respectivamente
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(BROADHURST, 1975), e as linhagens Floripa H e Floripa L, que
diferem em relacdo a locomocdo na area central do teste do CA
(RAMOS et al., 2003).

Ramos et al. (1997), através de uma bateria de testes
comportamentais realizada com seis linhagens de ratos, observaram que
as linhagens LEW e SHR contrastam para uma série de comportamentos
relacionados a ansiedade, mas ndo a atividade locomotora. Naquele
trabalho, os animais da linhagem SHR aproximaram-se mais dos
estimulos aversivos de diversos testes em comparagdo aos da linhagem
LEW, que exibiram um perfil mais “ansioso”. Esse contraste foi
posteriormente atribuido a fatores genéticos, através de um estudo feito
com o intercruzamento de animais das duas linhagens nascidos, criados
e testados simultaneamente, sob as mesmas condigBes ambientais, €
sendo demonstrada a auséncia de efeitos maternos e das avds nos
comportamentos avaliados (RAMOS et al., 1998).

Estudos posteriores confirmam estas diferencas
comportamentais entre LEW e SHR, além de revelarem outras
diferencas comportamentais, como em relacdo ao consumo de alcool,
com a linhagem SHR apresentando maior consumo do que a LEW, a
sensibilidade & dor no teste da formalina, com os ratos LEW se
mostrando hiperalgésicos em relacdo aos SHR, a esquiva inibitoria no
labirinto em T elevado (LTE), com a linhagem LEW adquirindo a
esquiva inibitéria mais rapidamente do que a SHR, e ao comportamento
relacionado a depressdo no teste do nado forcado (TNF), com os ratos
LEW passando mais tempo imoveis quando comparados aos SHR
(HINOJOSA et al., 2006; RAMOS et al., 2002; DA SILVA; RAMOS;
TAKAHASHI, 2004).

1.3 ANALISE DE LOCI PARA CARACTERISTICAS
QUANTITATIVAS (QTLs)

A variacdo continua observada em um determinado fenétipo é
normalmente resultado do efeito de maultiplos genes, cada um
contribuindo com um pequeno efeito, sendo que, em suas formas
isoladas, cada um desses genes ndo é necessario e nem suficiente para
gue a caracteristica em questdo se expresse (PLOMIN; OWEN,;
MCGUFFIN, 1994; MOORE; NAGLE, 2000). Esses fenttipos que
variam continuamente em uma determinada populagdo sdo
frequentemente denominados “caracteristicas quantitativas”. A maioria
das diferencas comportamentais normalmente observadas nas
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populacdes sdo caracteristicas quantitativas, sendo os loci génicos que
contém as variantes alélicas responsaveis por estas diferencas
denominados de loci para caracteristicas quantitativas (quantitative trait
loci, ou QTLs) (PLOMIN; OWEN; MCGUFFIN, 1994; FLINT, 2003).

O mapeamento de QTLs é a técnica normalmente empregada
para mapear estes multiplos genes, sendo capaz de definir, em teoria, 0
nimero, a localizacdo gendmica, e os efeitos individuais de cada gene
que contribui para a caracteristica em estudo. Esta técnica é amplamente
utilizada na identificagdo de loci importantes para o melhoramento
genético na agricultura e pecuaria, e também para a compreensdo de
mecanismos envolvidos em patologias humanas complexas (MOORE;
NAGLE, 2000).

O primeiro passo para a analise de QTLs é identificacdo de
linhagens (preferencialmente isogénicas) discrepantes para uma
determinada caracteristica, sendo que, quanto maior a diferenca entre as
linhagens, maior serd a probabilidade de se encontrar QTLs
significativos. Depois de selecionadas as linhagens, sdo realizados
cruzamentos de forma que a segunda geracdo de ratos gerada seja
segregante para os alelos responsaveis pelo fenotipo. Esta geracéo
segregante pode ser obtida tanto a partir do intercruzamento dos animais
da F1 (primeira geracdo originada do cruzamento das duas linhagens
isogénicas), gerando uma F2, quanto retrocruzando-se 0s animais da F1
com animais de uma das linhagens parentais. A escolha da estratégia
depende do fendtipo em questio e do modo de heranca dos QTLs que se
deseja estudar, entretanto, nota-se que o estudo com F2 é mais frequente
(MOORE; NAGLE, 2000).

Apbs a obtencdo da geracdo segregante, 0s animais que a
compdem sdo fenotipados para as caracteristicas de interesse do estudo.
Estes animais também serdo genotipados para diversos marcadores
moleculares conhecidamente polimérficos (cujos alelos possuem
diferentes formas) entre as linhagens parentais, a fim de caracteriza-los
genotipicamente. Posteriormente, analises estatisticas irdo correlacionar
os escores dos fenotipos avaliados com as formas variantes de cada
marcador molecular utilizado ao longo do genoma. Desta forma, é
possivel identificar comportamentos que se relacionam com a presenca
de alelos do tipo A ou B em determinado locus do genoma, no qual,
provavelmente, um ou mais genes influenciando estes comportamentos
poderdo ser encontrados (para revisdo, ver DARVASI, 1998; ZENG,;
KAO, BASTEN, 1999). Uma répida busca pelo Rat Genome Database
Website (2012b) revela 996 QTLs encontrados no genoma do rato para
os mais diversos fendtipos, incluindo o consumo de alcool, os niveis de
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pressdo arterial, a cor do pelo, a estrutura dssea, os niveis de atividade,
entre outros.

A analise de QTLs em geragdes F2 é mais apropriada quando
ambas as linhagens parentais apresentam o fenétipo estudado, diferindo
apenas na magnitude. A analise de F2 também tem mais probabilidade
de encontrar QTLs cripticos, que sdo aqueles que estdo mascarados nas
linhagens parentais. 1sso é possivel gracas a nova mistura genética entre
os alelos das linhagens parentais que acontece na F2, possibilitando a
expressdo de loci que eram suprimidos por outros loci nas linhagens
parentais (MOORE; NAGLE, 2000).

Um exemplo de QTL (quantitative trait locus, ou locus para
caracteristica quantitativa) criptico € um dos mais fortes ja encontrados
para a susceptibilidade & aterosclerose, através do estudo de uma F2
originada das linhagens de camundongo C57BL/6J e FVB/NJ. Na F2, a
presenca de alelos vindos da linhagem FVB/NJ em um determinado
locus era responsavel por altos indices de aterosclerose. Esse efeito era
contra-intuitivo, uma vez que a linhagem FVB/NJ é conhecidamente
mais resistente a aterosclerose do que a C57BL/6J (MOORE; NAGLE,
2000).

Outro exemplo importante de QTL criptico foi descoberto
através das linhagens de ratos LEW e SHR. Como ja mencionado
anteriormente, estas duas linhagens isogénicas sdo contrastantes em
diversos parametros relacionados a ansiedade, com os animais da
linhagem LEW apresentando um perfil mais ansioso do que os da SHR
(RAMOS et al., 1997; RAMOS et al., 2002). Através destas linhagens,
Ramos et al. (1999) identificaram o primeiro QTL relacionado a
ansiedade em ratos. Esse locus, localizado no cromossomo 4 e
originalmente denominado Ofill (open field inner locomotion 1), afetou
a locomocdo central no teste do CA, um indice experimental de
ansiedade. Atualmente, esse QTL é denominado Anxrrl6 (Anxiety
related response QTL 16), e apresenta o segundo maior escore de LOD
(teste estatistico que estima a relacao entre os fen6tipos e os marcadores
moleculares) dentre os QTL para a ansiedade em ratos (RAT GENOME
DATABASE WEBSITE, 2012b). Nesse estudo, foi observado que
animais de uma geracao F2 que possuiam dois alelos da linhagem LEW
(a qual possui um perfil mais ansioso do que a SHR) no locus Anxrrl6,
apresentaram escores de locomogdo central maiores do que ratos
homozigotos para alelos SHR, se mostrando ainda menos ansiosos em
relacio a ambas as linhagens parentais (RAMOS et al., 1999). E
possivel notar que, de forma semelhante ao exemplo do QTL para a
susceptibilidade a aterosclerose encontrado no camundongo, esse QTL
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também apresenta um efeito contra-intuitivo, uma vez que os alelos
oriundos da linhagem mais ansiosa, no locus Anxrrl6, conferem um
perfil menos ansioso aos animais da F2.

Estudos posteriores também relataram os efeitos do locus
Anxrrl6 sobre a locomocdo no centro do CA de descendentes do
cruzamento entre LEW e SHR, confirmando o efeito contra-intuitivo
previamente observado (VENDRUSCOLO et al., 2006a; 1ZIDIO et al.,
2011). Mormede et al. (2002) demonstraram a importancia de Anxrrl6,
juntamente com a de outro QTL (Ofil2) localizado no cromossomo 7 do
rato, sobre os comportamentos relacionados a ansiedade, através do
desenvolvimento de duas linhagens com gendtipos extremos para estes
loci. No estudo em questdo, foi verificado que a linhagem high
(homozigota para alelos LEW em Anxrrl6 e para alelos SHR em Ofil2)
apresentou maiores escores de locomogdo nas areas aversivas do CA e
do labirinto em cruz elevado (LCE) em relagdo a linhagem low
(homozigota para alelos SHR em Anxrr16 e para alelos LEW em Ofil2).
Contudo, devido ao seu delineamento experimental, esse estudo ndo
permitiu separar as influéncias de Anxrrl6 e Ofil2 sobre os fen6tipos
analisados (MORMEDE et al., 2002). Um outro estudo envolvendo a
selecdo de duas linhagens contrastantes em relacéo a locomogéo central
no CA, a partir de descendentes das linhagens de ratos Wistar, Hooded e
LEW, demonstrou que a variagdo genotipica observada para um
marcador molecular na regido do locus Anxrrl6 correlacionou-se
significativamente com as variagbes no fendtipo selecionado
(HAMEISTER et al., 2008).

Efeitos desse QTL sobre uma série de outros fendtipos
comportamentais também ja foram descritos, dentre os quais podemos
citar o consumo de etanol (VENDRUSCOLO et al., 2006a), a analgesia
induzida pelo estresse (VENDRUSCOLO et al., 2006b) e a
sensibilizacdo comportamental induzida pela cocaina
(VENDRUSCOLO et al., 2009).

A influéncia do sexo sobre o efeito do QTL Anxrrl6 tem sido
relatada desde o estudo que o descreveu, onde o seu efeito sobre a
locomocao central no CA somente era observado em fémeas netas de
avos da linhagem LEW. Nesse primeiro estudo, algumas hipGteses
foram formuladas para explicar esse efeito restrito as fémeas, como a
presenca de imprinting gendmico (fendmeno no qual apenas a copia do
gene de origem materna ou paterna é expressa, enquanto a outra copia
permanece inativa) ou a interacdo de Anxrrl6 com genes mitocondriais
(que sempre possuem origem materna) (RAMOS et al., 1999).
Vendruscolo et al. (2006a) também verificaram um efeito desse locus
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exclusivamente sobre fémeas, entretanto, a dependéncia do tipo de
cruzamento que as originou ndo foi relatada. De forma contraria, o
estudo de Izidio et al. (2011) identificou um efeito significativo de
Anxrrl6 somente em machos, enquanto uma tendéncia marginalmente
significativa foi observada nas fémeas nas fases de diestro ou proestro, e
nenhum efeito foi verificado nas fémeas em estro ou metaestro,
sugerindo que o efeito de Anxrrl6 em fémeas é dependente das
variagGes hormonais inerentes a cada fase do ciclo estral.

Mesmo com a utilizacdo de um grande nimero de animais F2,
aumentando assim o poder estatistico na detecgdo do QTL, os métodos
classicos para a analise de QTLs ainda apresentam baixo poder de
resolugdo, mapeando loci correspondentes a regifes gendmicas muito
extensas, sobretudo quando dois ou mais genes proximos contribuem
para o efeito de um locus. Dessa forma, o refinamento do mapa genético
€ uma etapa crucial entre a identificacdo do QTL e a descoberta do QTG
(quantitative trait gene, um dos genes responsaveis pelo fenotipo em
estudo) (FARBER; MEDRANO, 2007).

1.4 A LINHAGEM CONGENICA SHR.LEW-Anxrr16

As linhagens congénicas intervalo-especificas constituem uma
das principais abordagens para a confirmacéo e o refinamento de mapas
de QTLs. Atualmente, informacdes sobre mais de quinhentas linhagens
congénicas de rato estdo disponiveis no Rat Genome Database Website
(2012d). Nessas linhagens, a regido de um QTL previamente
identificado, chamada de locus diferencial, é inteiramente transferida do
genoma de uma das linhagens parentais (doadora) para a outra
(receptora), através de uma série de retrocruzamentos (Fig. 1). A partir
disso, é possivel realizar comparagdes rigorosas entre dois grupos de
animais praticamente idénticos genotipicamente, exceto pela regido do
locus diferencial (a linhagem congénica e a linhagem parental
receptora), atribuindo-se a essa regido as diferencas fenotipicas
encontradas (FLAHERTY; BOLIVAR, 2006).

A construgdo de linhagens congénicas que isolam QTLs
relacionados a fenétipos comportamentais é especialmente dificil, pois
grandes variagBes desses fendtipos sdo observadas até mesmo entre
animais que apresentam o mesmo gendtipo, o que faz com que 0s
escores comportamentais de um Unico animal ndo necessariamente
reflitam o seu gendtipo em um determinado locus (FLAHERTY;
BOLIVAR, 2006).
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Figura 1 — Representacdo esquematica do genoma de uma linhagem congénica
comparado ao das suas linhagens parentais. As barras verticais ilustram os vinte
e um pares cromossémicos que constituem o genoma do rato (Rattus
norvegicus). As barras ampliadas correspondem ao par de cromossomos
homologos nimero 4, e a area destacada em cada cromatide representa o locus
diferencial. A cor alaranjada indica os alelos originarios da linhagem receptora,
enquanto a azul corresponde aos alelos provenientes da linhagem doadora.
Dessa forma, observa-se que o animal congénico possui a maior parte do seu
genoma constituido por alelos da linhagem receptora, exceto por aqueles
presentes no locus diferencial, que foram transferidos da linhagem doadora.

Diferentes esquemas de cruzamentos podem ser utilizados na
constru¢do de uma linhagem congénica. O mais comum envolve um
cruzamento inicial entre duas linhagens isogénicas, gerando uma F1,
também chamada de N1 (primeira geracdo de retrocruzamento). Esta N1
é entdo retrocruzada com a linhagem receptora, dando origem a N2. Na
geracdo N2, bem como a cada geracdo subsequente, 0s animais Sao
genotipados no locus diferencial, selecionando-se aqueles que possuem
alelos da linhagem doadora para o préximo retrocruzamento. Apés dez
geracOes de retrocruzamentos, 0s animais sdo intercruzados, e
aproximadamente ¥ da prole gerada constitui a linhagem congénica,
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homozigota para alelos da linhagem doadora no locus diferencial
(FLAHERTY; BOLIVAR, 2006).

De forma alternativa, o0 acompanhamento da transferéncia da
regido de interesse para a linhagem congénica pode ser feito através do
fenétipo dos animais de cada geracdo, selecionando-os para a
caracteristica para a qual o QTL de interesse foi descrito. Contudo,
devido a grande variabilidade fenotipica observada nas caracteristicas
comportamentais, esta estratégia pode ser frequentemente enganosa. Por
isso, muitos geneticistas que estudam caracteristicas complexas optam
pela sele¢do genética do locus diferencial, através do uso de marcadores
moleculares que o flanqueiam. A distancia entre estes marcadores deve
abranger o intervalo de confianga do QTL em questdo, e ser grande o
suficiente para que o pesquisador tenha seguranga de que o QTL esteja
contido nesta regido. As linhagens desenvolvidas através desta estratégia
sdo frequentemente denominadas linhagens congénicas intervalo-
especificas (MOORE; NAGLE, 2000; ARMSTRONG; BRODNICKI;
SPEED, 2006; FLAHERTY; BOLIVAR, 2006).

Linhagens congénicas para diferentes loci no cromossomo 4 ja
foram desenvolvidas, tendo como objetivo o estudo de fendtipos como o
diabetes (HORNUM; LUNDSGAARD; MARKHOLST, 2007), a artrite
(OLOFSSON et al, 2003), fatores de risco para doencas
cardiovasculares (PRAVENEC et al., 1999; ANEAS et al., 2009), o
alcoolismo (CARR et al., 2006), entre outros. Contudo, ndo ha relatos na
literatura de estudos comportamentais relacionados a ansiedade
envolvendo linhagens congénicas para loci no cromossomo 4.

Com o intuito de melhor compreender os efeitos do QTL
Anxrrl6 sobre comportamentos relacionados a ansiedade em roedores,
através da confirmacdo dos seus efeitos como do refinamento de sua
localizacdo, uma linhagem congénica, denominada SHR.LEW-Anxrr16
(que sera aqui abreviada como SLA16), foi construida pela Dra. Elayne
Pereira, durante o seu doutorado no Laboratério de Genética do
Comportamento (LGC). Por abranger o intervalo de confianga do QTL
Anxrrl6, e provavelmente conter o(s) gene(s) responsavel(is) pelos
fendtipos associados a esse QTL, chamaremos aqui o locus diferencial
da linhagem SHR.LEW-Anxrr16 de locus Anxrrl6.

Considerando-se que a linhagem LEW normalmente exibe
menor locomogdo central no teste do CA quando comparada com a
linhagem SHR (HINOJOSA et al., 2006; RAMOS et al., 1997, 1998), e
gue Ramos e colaboradores (1999) observaram que a presenca de alelos
da linhagem LEW em Anxrrl6 era responsavel por um aumento da
locomogdo central do teste do CA em uma geracdo segregante (F2),
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duas situacGes poderiam ser esperadas na construcdo de uma linhagem
congeénica: (1) a introgressdo em Anxrrl6 de alelos do tipo LEW em um
background genético do tipo SHR aumentaria os escores de locomogédo
no centro do CA desses animais em relagdo aos ratos SHR isogénicos;
(2) a introgressao em Anxrr16 de alelos do tipo SHR em um background
genético do tipo LEW reduziria ainda mais os escores desses animais
em comparacao aos dos ratos LEW isogénicos. Uma vez que 0s escores
de locomogdo central de ratos LEW ja sdo bastante baixos, a possivel
ocorréncia de um efeito “piso” poderia limitar a redugdo da locomogao
central prevista na segunda situacdo. Dessa forma, optou-se por
construir animais congénicos com alelos do tipo LEW em Anxrrl6 e um
background genético do tipo SHR, ou seja, utilizar a linhagem LEW
como doadora e a linhagem SHR como receptora.

A construcdo da linhagem congénica SLA16 (Fig. 2) teve inicio
com um cruzamento entre fémeas da linhagem LEW (doadora) e
machos da linhagem SHR (receptora), originando a geracéo hibrida N1.
Os animais da geracdo N1, heterozigotos em todo o genoma, foram
retrocruzados com a linhagem parental SHR, originando a geragdo N2.
Com o objetivo de acompanhar molecularmente a transferéncia do locus
Anxrrl6, todas as geracfes a partir da N2 foram genotipadas para trés
marcadores moleculares do tipo microssatélite. Esses marcadores,
localizados na regido do QTL Anxrrl6, ja eram conhecidamente
polimorficos entre as linhagens parentais. Aqueles individuos da N2
heterozigotos nesses microssatélites foram entdo retrocruzados com a
linhagem SHR, dando origem a geracdo N3, que também foi genotipada,
selecionada e novamente retrocruzada com a linhagem SHR. Esse
processo foi continuamente repetido até a obtencdo da geracdo N10.
Nesta, 0os animais heterozigotos para os marcadores do locus Anxrrl6
foram intercruzados, gerando cerca de ¥ dos animais homozigotos com
alelos da linhagem SHR, %2 heterozigotos e ¥ homozigotos com alelos
da linhagem LEW nesse locus, sendo esses Ultimos os constituintes da
primeira geracdo (N10F1) de animais da linhagem congénica SLA16
(PEREIRA, 2010).

Como cada retrocruzamento resulta na perda de cerca de 50%
dos alelos da linhagem doadora, estima-se que, apds dez geragdes de
retrocruzamento, os animais da geracdo N10F1 tenham mais de 99,9%
do genoma (fora do locus Anxrrl6) composto por alelos da linhagem
SHR (MOORE; NAGLE, 2000; FLAHERTY; BOLIVAR, 2006). A
porcentagem de alelos da linhagem receptora que € introgredida na
linhagem congénica a cada retrocruzamento esté representada na Tabela
1. A partir da N10F1, a nova linhagem foi mantida nos biotérios do
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AR
Qio"

FENOTIPAGEM

Figura 2 — Serie de cruzamentos envolvidos na construgdo da linhagem
congénica SLA16. Ap6s a obtencdo da N1, os animais gerados foram
continuamente retrocruzados com a linhagem parental SHR (e genotipados para
trés marcadores na regido do locus diferencial) por dez geracdes, apds as quais
0s animais heterozigotos no locus Anxrrl6 foram intercruzados. A linhagem
congeénica é homozigota para alelos LEW no locus Anxrrl6, e possui mais de
99.9% de alelos do tipo SHR no restante do seu genoma.



37

LGC através de intercruzamentos dos individuos de cada geracdo
(N10F2, N10Fs3, etc.).

Durante o desenvolvimento da linhagem SLAL6, os animais
obtidos a cada geracdo passaram por uma Série de testes
comportamentais, dentre eles o CA, a caixa branca e preta (CBP) e 0
LCE, a fim de acompanhar o efeito do locus Anxrrl6 sobre o fenétipo
desses animais. O conjunto de resultados obtidos a partir da
caracterizacdo comportamental realizada revelou uma tendéncia dos
animais das geracOes heterozigotas no locus Anxrrl6 (N3 a N10) a
exibirem menores indices de emocionalidade em comparacdo aos
animais homozigotos para alelos SHR, na maioria das geragdes
avaliadas. Ja os resultados obtidos a partir de linhagens semicongénicas
(animais homozigotos para alelos LEW no locus diferencial, produzidos
através do intercruzamento dos animais de animais das geracdes N3 e
N6) e da N10F1 (primeira geracdo de animais congénicos produzida),
confirmaram o menor indice de emocionalidade dos ratos homozigotos
para alelos LEW em Anxrrl6, em relagdo aqueles que possuiam alelos
SHR em homozigoze neste locus. Contudo, apesar de estarem de acordo
com o esperado, estas diferencas comportamentais observadas ndo
foram consistentes ao longo das geracBes avaliadas e dos testes
utilizados (PEREIRA, 2010).

Tabela 1 — Porcentagem de alelos da linhagem receptora que sdo introgredidos
na linhagem congénica a cada retrocruzamento.

Alelos da linhagem

Geragao receptora (%)

N1 50

N2 75

N3 875
N4 93,8
N5 96,9
N6 98,4
N7 99,2
N8 99,6
N9 99,8

N10 99,9
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1.5 JUSTIFICATIVA

Uma vez que, apés a obtencdo da primeira geracdo de animais
congénicos, constatou-se que 0 genodtipo desses animais ainda se
encontrava bastante heterogéneo nas regides proximas ao locus Anxrrl6,
um refinamento genotipico faz-se necessario para que essa ferramenta
alcance o seu propdsito de isolar esse locus. Para uma completa
caracterizacdo comportamental dessa linhagem, uma investigacdo mais
profunda sobre os fenétipos afetados pelo locus em questdo também é
necessaria, ja que as diferencas comportamentais atribuidas ao locus
Anxrrl6 durante o desenvolvimento da linhagem SLA16 variaram de
acordo com a geracdo e com o teste comportamental utilizado
(PEREIRA, 2010). A influéncia do ciclo estral sobre os efeitos de
Anxrrl6, sugerida por lzidio et al. (2011), também deve ser esclarecida
através desta linhagem. Efeitos do locus Anxrrl6 sobre a atividade
locomotora também foram relatados durante a construcdo da linhagem
congénica, e devem ser avaliados, tendo em vista que a linhagem
parental SHR é um modelo animal amplamente utilizado no estudo do
TDAH. Por esse mesmo motivo, efeitos desse locus sobre outros
fenétipos relacionados ao TDAH também devem ser analisados.
Considerando os fatores acima descritos, as seguintes hipoteses foram
formuladas:

1. Os alelos LEW no locus Anxrrl6 da linhagem SLAL6 fardo
com que ela se comporte de forma menos ansiosa do que a
linhagem parental SHR nos testes comportamentais
relacionados a ansiedade, confirmando assim a localizacdo do
QTL Anxrrl6 nesse locus, bem como os seus efeitos sobre
esses comportamentos e 0 seu carater criptico;

2. O ciclo estral interfere na influéncia do QTL Anxrrl6 sobre os
comportamentos relacionados a ansiedade em fémeas;

3. O aspecto locomotor afetado pelo QTL Anxrrl6 estd
relacionado & emocionalidade/ansiedade, ou, alternativamente,
a regido do QTL Anxrrl6 conttm um ou mais genes
responsaveis por caracteristicas relacionadas ao TDAH, como
hiperatividade e falta de atenc&o;
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1.6 OBJETIVOS
1.6.1 Objetivos Gerais

Refinar e caracterizar genotipica e fenotipicamente a linhagem
congeénica de ratos SLA16, desenvolvida entre os anos de 2005 e 2009,
como objeto da tese da Dra. Elayne Pereira. Uma vez refinada e
caracterizada, sera possivel validar esta importante ferramenta no estudo
genético da ansiedade e também verificar a influéncia do locus Anxrrl6
sobre outros fenotipos possivelmente associados. Finalmente, mas
igualmente importante, o presente estudo pretende lancar as bases para o
principal passo nessa estratégia experimental, que é a futura
identificagdo  do(s)  gene(s)  responsavel(is)  pelos  efeitos
comportamentais do locus Anxrrl16.

1.6.2 Objetivos Especificos

e Genotipar todos os animais SLA16 das geracGes 4, 5 e 6,
utilizando vinte marcadores moleculares localizados ao longo
do cromossomo 4;

e Selecionar, com base nos resultados da genotipagem, 0s
animais que possuam o maior nimero de alelos LEW no locus
Anxrrl6 e o maior nimero de alelos SHR fora dele, a fim de
escolher animais reprodutores que contribuam para o
refinamento molecular da linhagem SLA16;

e Montar 0 mapa genético do cromossomo 4 desta linhagem,
permitindo a delimitacdo do locus Anxrrl6 e de seus efeitos;

e Analisar o efeito do locus Anxrrlé sobre o perfil
comportamental destes animais, utilizando tanto testes
validados para comportamentos relacionados a ansiedade
guanto para outros fendtipos possivelmente relacionados,
sempre comparando a linhagem SLA16 com a linhagem
parental isogénica SHR, utilizada como controle;

e Verificar a influéncia das diferentes fases do ciclo estral sobre
o efeito desse locus nas fémeas;

e Validar farmacologicamente, através do uso de uma droga
ansiolitica e de uma droga ansiogénica, a nova linhagem
congénica como modelo genético para o estudo da ansiedade;

e Verificar, através de testes para atividade motora e atencao, se
0 locus Anxrrl6 também influencia fenétipos relacionados ao
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TDAH, uma vez que a linhagem parental SHR constitui um
modelo animal desse transtorno.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 ANIMAIS

A linhagem de ratos congénica denominada SLA16 foi
integralmente desenvolvida no LGC entre os anos de 2005 e 2009
(PEREIRA, 2010). Para a obtencdo desses animais, duas linhagens
parentais foram utilizadas: LEW, originaria da Harlan Spreague Dowley
Inc. (Indianapolis, IN) e obtida pelo LGC da Universidade Estadual de
Campinas, SP; e SHR, originaria da Harvard University (Boston, MA) e
adquirida pelo LGC através da Universidade Federal do Espirito Santo.
A isogenicidade das linhagens parentais vem sendo mantida através de
um sistema de acasalamentos consanguineos (irmdo/irmd) a cada
geracdo, desde as suas aquisicoes.

Este trabalho compreende a genotipagem e fenotipagem da
quarta (N10F4) a sexta (N10F6) geracdo da linhagem congénica SLA16.
Para cada geracdo, um nimero semelhante de animais da linhagem
isogénica SHR (geragbes 27, 28 e 29, a contar da aquisicdo desta
linhagem pelo LGC) foi utilizado como controle nos testes
comportamentais. Dentre as duas linhagens utilizadas, um total de 439
animais foram produzidos e testados, conforme ilustrado na Tabela 2.

Desde a N10F4 até a N10F6, todos os individuos gerados foram
genotipados para 20 marcadores moleculares do tipo microssatélite,
mapeados ao longo do cromossomo 4, selecionando-se reprodutores
com o objetivo de tornar as geragfes seguintes com cada vez mais alelos
da linhagem LEW no locus Anxrrl6 e da SHR no restante do genoma.

Tabela 2 - Namero de animais das linhagens SLA16 e SHR utilizados durante o
processo de caracterizagdo genotipica e fenotipica da linhagem SLALS6.

SLA16 SHR

Machos Fémeas Machos Fémeas
N10F4 28 26 18 23
N10F5 31 27 31 27
N10F6 90 30 78 30
Total por sexo 149 83 127 80

Total 232 207
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Machos e fémeas das geragcdes N10F4 foram submetidos a uma
bateria de testes, incluindo o teste do CA, a caixa de atividade (CAtiv)
ndo-familiar, a CBP e o LCE. Na N10F5, todos os machos foram
primeiramente testados no CA sob alta ou baixa luminosidade e, em
seguida, foram divididos em trés grupos e testados no LTE, no teste de
mudanca da configuracdo atencional (MCA) ou na CAtiv familiar. Por
Gltimo, os animais previamente testados no LTE e na CAtiv familiar
foram submetidos ao protocolo de condicionamento olfatério do medo
(COM). As fémeas dessa geracao foram testadas no protocolo do ciclo
estral (CA e CBP). Os machos da N10F6 foram divididos em cinco
grupos: o primeiro foi tratado com diferentes doses de clordiazepoxido
(CDZ) e submetido ao CA e (apds um washout de uma semana) a CBP;
0 segundo foi tratado com pentilenotetrazol (PTZ) e submetido ao CA e
(também ap6s um washout de uma semana) a CBP; o terceiro grupo foi
avaliado no teste triplo (TT); e o quarto e quinto grupos foram testados
no LTE e no MCA para completar o nimero amostral da geracdo
anterior nesses mesmos testes. Também com o intuito de completar o
numero amostral, as fémeas desta geracdo foram testadas no protocolo
do ciclo estral (CA e CBP). O Quadro 1 ilustra a distribuicdo dos
animais das trés geracoes nos diferentes testes comportamentais.

Quadro 1 — Numero de animais das linhagens SLA16 e SHR submetidos aos
testes comportamentais a cada geracdo analisada. Na coluna da direita esta
representada a média da idade dos animais em cada experimento.

Ndmero de animais
Geracio Testes testados Idade
¢ Realizados SLA16 SHR (semanas)
J Q d ?
Campo aberto 28 26 18 23 9
Caixa de
atividade 28 26 18 23 10
N10F4 (ndo-familiar)
Caixa branca e
preta 28 25 18 23 11
Labirinto em 28 25 18 23 12
cruz elevado

(continua)
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Quadro 1 — Namero de animais das linhagens SLA16 e SHR submetidos aos
testes comportamentais a cada geracdo analisada. Na coluna da direita esta
representada a média da idade dos animais em cada experimento.

(continuacéo)

NuUmero de animais
testados Idade
Geracao Testes (semanas)
Realizados SLA16 SHR
) ? 3 ?
Campo aberto
sob alta ou baixa | 31 - 31 - 9
luminosidade
Labirintoem T
elevado 10 ) 10 ) 12
Mudanga da
configuragdo 5 - 6 - 13
N10F5 atencional
Caixa de
atividade 10 - 10 - 14-15
(familiar)
Ciclo estral
(CAe CBP) - 27 - 27 16
Condicionamento
olfatério do 20 - 20 - 15-17
medo
Campo aberto +
cDZ 44 - 36 - 9
Campo aberto +
PTZ 22 - 18 - 9
Caixa branca e
N10F6 preta + CDZ 44 i 36 i 10
Caixa branca e
preta + PTZ 22 i 18 i 10
Teste triplo 15 - 15 - 11
Labirintoem T 3 i 3 i 1
elevado

(continua)
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Quadro 1 — Numero de animais das linhagens SLA16 e SHR submetidos aos
testes comportamentais a cada geracdo analisada. Na coluna da direita esta
representada a média da idade dos animais em cada experimento.

continuagéo)

Numero de animais
Testes testados Idade
Geracéo Realizados SLA16 SHR (semanas)
J Q J ?
Mudanga da
configuracdo 6 - 6 - 12
N10F6 atencional
Ciclo estral
(CA e CBP) i 30 i 30 16

Todos os animais utilizados foram desmamados e separados por
sexo com aproximadamente 28 dias de vida, sendo entdo alojados em
gaiolas de polipropileno (41 cm x 34 cm x 16 cm de altura). Cada gaiola
continha um ndmero balanceado de animais das linhagens SHR e
SLAL1S6, totalizando 5 a 6 ratos por gaiola. Todos os animais nasceram e
foram mantidos nos biotérios do LGC, com temperatura controlada (22
+ 2 °C), ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 7:00 horas), e
com livre acesso a agua e racdo - exceto no periodo de restricdo
alimentar descrito no protocolo de MCA. Os experimentos
desenvolvidos estdo de acordo com as normas locais da Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA/UFSC), sob o protocolo n® PP00656.

2.2 GENOTIPAGEM

Cada um dos 232 animais congénicos das geracGes N10F4,
N10F5 e N10F6 foi genotipado para 20 marcadores do tipo
microssatélite mapeados ao longo do cromossomo 4 (Quadro 2), com
intervalos médios de aproximadamente 11 milhdes de pares de base
(Mpb) entre dois marcadores adjacentes (sendo o intervalo maximo de
25 Mpb). As amostras de &cido desoxirribonucleico (DNA) foram
extraidas de pequenos fragmentos tissulares da ponta das caudas (de
aproximadamente 5 mm), seccionados por volta dos 30 dias de idade
com o auxilio de uma tesoura cirdrgica. Um spray antisséptico contendo
21 mg/mL de cloridrato de lidocaina e 1,33 mg/mL de cloreto de
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benzeténio (Salvelox, Sdo Paulo, Brasil) foi aplicado na extremidade
das caudas apds o procedimento.

Quadro 2 — Informagdes sobre os marcadores moleculares do tipo microssatélite
utilizados na genotipagem dos animais SLA16 das geracdes N10F4, N10F5 e
N10F6. Ao lado do nome de cada marcador encontram-se a sua posi¢do em
pares de base no cromossomo 4 (de acordo com o mapa RGSC Genome
Assembly v3.4), as sequencias dos seus primers forward (F) e reverse (R) e 0s
tamanhos esperados para os alelos nas linhagens LEW e SHR (com base em
dados das sub-linhagens LEW/Pit e SHR/OlaHSd, respectivamente). Todas as
informagdes foram obtidas através do Rat Genoma Database Website (2012a,c).

Tamanhos
Marcador Posi¢éo Sequencias dos Primers esperados
(pb) Forward (F) e Reverse (R) (pb)
LEW | SHR
F: CCTGTCATGTTATTGATGATGATG
D4Mgh22 | 4410-369 02 | 114
R: GGTCACATGAAATTTGACCTCA
F: CATTCCTGTGCCACTCAAGA
D4Rat126 | 20-178-308 138 | 130

R: GCAGGTAAGAAAAGCAAGGC

29.413.686 | F: TCAAAGGGTAGATGATGGAGTTT

D4Rat151 238 224
R: GGTGCAAATTCAGAGGCATT

41.729.583 F: TTTCTCTCCTGTCCCTCTTTC
D4Rat14 186 178
R: AAAATTGCTTGGGCAAATAAA

F: ATTCCCGGGACCCTAAAAA

Nao
D4Rat159 . P 162 180
disponivel R: GGGCTTACATAAGCAGAGAAACC
F: CAGGAGCTGTCTGGGACTTC
D4Mgh16 61.646.674 239 255
R: GAACACTAGAGAAACTAGGCAGGC
F: AACTGTGATACTTACCTTTTGGTGT
D4Rat164 | 3005176 175 | 189
R: TCCCTTCTTTGATGACCCTAA
F: CATATACGTGGGTGGTTGGG
D4Rat30 74.625.616 115 127

R: CTGAGGAATGACACCTGAGTTG

(continua)
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Quadro 2 — Informacg6es sobre os marcadores moleculares do tipo microssatélite
utilizados na genotipagem dos animais SLA16 das geracbes N10F4, N10F5 e
N10F6. Ao lado do nome de cada marcador encontram-se a sua posicao em
pares de base no cromossomo 4 (de acordo com o mapa RGSC Genome
Assembly v3.4), as sequencias dos seus primers forward (F) e reverse (R) e 0s
tamanhos esperados para os alelos nas linhagens LEW e SHR (com base em
dados das sub-linhagens LEW/Pit e SHR/OlaHSd, respectivamente). Todas as
informacdes foram obtidas através do Rat Genoma Database Website (2012a,c).

continuag&o)

Tamanhos
Marcador Posicao Sequencias dos Primers esperados
(pb) Forward (F) e Reverse (R) (pb)
LEW | SHR
F: TCAGAAAAATTTAAATTGTATCTGTG | nzn dicnant
DAWOX22 78.042.681 Naodlsggglvgl
R: CCATATGCAAGTGTGGGTATC (aprox. 162 pb)
F: GTTAAGGAACCATGGGCTGA
D4Rat76 | 8488654 176 | 200
R: GTATGTTTCCTTCCTGCCCC
F: CCCCTCCCCCTCTCTCTT
D4Rat172 | 94921064 133 | 143
R: TTGAAGTTTGAACCAACACTGG
F: TCCATCCCTTCACAGACTTTG
D4Ratag | 119279962 151 | 157
R: CAGGGAGCTACTGCACACCT
F: TGCATAGTCAATTTATGTCTCACA
D4aMit1e | 130228504 109 | 113
R: TTGGCCTTTCTAGTAAACAGTGG
F: GGGTCTTGTAGCATTTTTTAAAGC
DAMgh6 135.636.930 150 | 140
R: AGAACCAACTCCTAAACTCCTGC
F: TCTAGGGTGTGCATGTGTGC
D4Rat104 | 140454608 141 | 153
R: TTCCTCCCATGAAACAGTGC
F: GCGGAATGATAGTTACTACGGC
D4Ratsg | 120047799 168 | 174
R: GCAGTGTGTTTGGGGTAGCT
F: TTGTCCTTCTTCGACCTGCT
D4Rate1 | 1°3-361.968 169 | 157
R: GATGGTGCCAGTCTAGGTGG

(continua)
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Quadro 2 — Informagdes sobre os marcadores moleculares do tipo microssatélite
utilizados na genotipagem dos animais SLAL16 das geracdes N10F4, N10F5 e
N10F6. Ao lado do nome de cada marcador encontram-se a sua posi¢do em
pares de base no cromossomo 4 (de acordo com o mapa RGSC Genome
Assembly v3.4), as sequencias dos seus primers forward (F) e reverse (R) e 0s
tamanhos esperados para os alelos nas linhagens LEW e SHR (com base em
dados das sub-linhagens LEW/Pit e SHR/OlaHSd, respectivamente). Todas as
informagdes foram obtidas através do Rat Genoma Database Website (2012a,c).

continuagao)

Tamanhos
Marcador Posicéo Sequencias dos Primers esperados
(pb) Forward (F) e Reverse (R) (pb)
LEW | SHR
F: CTCAACGAACAGGTTTCATTATG
D4Mgh11 | 171204377 150 | 158
R: AGAAGGGATGACAATTGGTACG
F: TTGTTTTAAAAATTCTAGGCTGGC
D4Mgh13 | 181442880 175 | 117
R: AGAAGCCACTTAGTCAATTTCCC
N0 F: GCAGGAAACAGTTTACTTCATGC
DA4Rat206 | icoonivel 160 170
Isponive R: AAGTAGTTGGCATGCGTGTG

Para a extragdo do DNA, utilizou-se o kit DirectPCR Lysis
Reagent (tail) (Viagen Biotech), conforme as instrugdes do fabricante.
Depois de extraidas, as amostras de DNA foram submetidas & reagdo em
cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR), com 1 uL do
produto da extragdo, 9,5 uL de agua deionizada e purificada, 5 pL de
mix de oligonucleotideos (1 pmol/uL de cada), 0,38 u de GoTaq® DNA
Polymerase, 0,4 pL de mix de dNTP (10mM de cada) e 4 pL de 5X
Green GoTag® Reaction Buffer (Promega), em um volume total de 20
puL. A amplificagdo foi realizada em um termociclador Px2 Thermo
Cycler (Hybaid, EUA) com a seguinte programacdo: (a) um ciclo a 96
°C por 5 minutos; (b) trinta e cinco ciclos a 92 °C por 30 segundos, 51-
59 °C (conforme o microssatélite) por 1 minuto e 72 °C por 31
segundos; e (c) um ciclo a 72 °C por 2 minutos. Depois de amplificadas,
as amostras dos animais congénicos foram aplicadas - juntamente com
amostras controle de animais LEW, SHR e F1 - em géis de agarose a
3%, corados com brometo de etidio. A genotipagem para cada
microssatélite foi feita comparando-se a posicdo das bandas das
amostras com as dos controles, conforme ilustrado na Fig. 3.




48

Controles Amostras

LEW SHR F1 34 41 42 43 44 45 486 51

Figura 3 — Exemplo dos diferentes gendtipos observados durante a genotipagem
dos animais congénicos SLA16. A foto corresponde ao segmento de um gel de
agarose com amostras amplificadas para o marcador D4Mgh22, polimoérfico
entre as linhagens LEW e SHR. As trés primeiras amostras correspondem a
produtos da PCR controle, extraidos de animais das linhagens parentais LEW
(homozigotos LEW, banda baixa) e SHR (homozigotos SHR, banda alta), e de
uma F1 hibrida (heterozigotos, banda dupla), respectivamente. As demais
amostras correspondem a produtos da PCR dos animais cujo gen6tipo estava
sendo analisado, neste caso nove animais da geragdo N10F4. Observam-se
amostras dos animais congénicos exibindo os trés genétipos possiveis:
homozigotos para alelos LEW (4.3), homozigotos para alelos SHR (3.4, 4.1,
4.5, 5.1 e5.2) e heterozigotos (4.2, 4.4 e 4.6).

2.3 TESTES COMPORTAMENTAIS
2.3.1 Drogas e Substancias Utilizadas

As informacGes referentes as drogas e demais substancias
utilizadas nas etapas experimentais deste trabalho seguem listadas
abaixo.

e Agua destilada (estéril);

e Acetato de amila (Aldrich). Utilizado como estimulo olfatério
(odor de banana) no experimento de COM. Foram depositados
100 pL da solucdo a 5% (diluido em propilenoglicol) em um
pedaco de papel filtro;

e Clordiazepdxido (CDZ) (Centaur Pharmaceuticals). Utilizado
nas doses de 0,5; 5 e 10 mg/kg, diluido em &gua destilada e
administrado intraperitonealmente (IP) (2 mL/kg) 30 minutos
antes do teste do CA ou da CBP (CHAOULOFF; DURAND;
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MORMEDE, 1997; RAMOS et al., 2008; WEHRMEISTER et
al., 2010);

¢ Benzoato de estradiol (Schering-Plough). Utilizado na dose de
0,1 mL/fémea, diluido a 0,1 mg/mL em o6leo de girassol e
administrado subcutaneamente (SC), 48 horas antes da
progesterona, para a indugdo do ciclo estral (1ZIDIO et al.,
2011);

e Salina (solucao estéril de NaCl 0,9%);

e Pentilenotetrazol (PTZ) (Sigma). Utilizado na dose de 10
mg/kg, diluido em salina e administrado IP (2 mL/kg) 5
minutos antes do teste do CA ou da CBP (RAMOS et al.,
2008);

e Progesterona (Sigma-RBI), utilizada na dose de 5 mg/kg,
diluida em 6leo de girassol e administrada SC (1 mL/kg) 24 ou
96 horas antes do teste do CA, para a inducdo do ciclo estral
(1ZIDIO et al., 2011).

2.3.2 Campo Aberto

O CA, originalmente desenvolvido por Calvin Hall em 1934
para medir a emocionalidade em ratos, € um dos modelos animais de
ansiedade mais amplamente utilizados (PRUT; BELZUNG, 2003). Para
esse teste, utilizou-se uma arena branca (Fig. 4), quadrada (100 x 100
cm), cercada por paredes de 40 cm de altura, com o chéo dividido por
linhas pretas em 25 quadrados (20 x 20 cm). Os 16 quadrados adjacentes
as paredes constituiam a regido periférica do aparato, enquanto os outros
9 formavam a parte central. A iluminacdo do teste foi feita através da
lampada da sala de testes, controlada por um dimmer, podendo variar de
10 a 530 lux.

No protocolo padréo, cada animal foi posicionado no centro do
aparato e o nimero de quadrados cruzados por ele no centro e na
periferia foi registrado ao longo de 5 minutos. O tempo pelo qual o
animal permaneceu na regido central do CA também foi registrado. Os
testes foram sempre realizados no periodo vespertino e a iluminacédo da
sala de testes foi mantida em 10 lux. Considera-se que a locomog¢do na
area central do aparato estd mais relacionada com a emocionalidade do
animal, enquanto a locomocdao periférica envolveria majoritariamente o
componente motor (RAMOS, 2008).
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Figura 4 — Aparato utilizado no teste do CA.

Campo aberto sob alta ou baixa luminosidade

Este protocolo difere do protocolo do CA padrdo apenas nas
luminosidades utilizadas. Nesta variacdo, metade dos animais de cada
linhagem foi submetida ao teste sob alta (530 lux) e metade sob baixa
(20 lux) luminosidade, de maneira alternada ao longo dos dias de teste.
O aumento da luminosidade deveria conferir maior aversividade ao
aparato, uma vez que os ratos sdo animais de habitos noturnos,
aumentando, portanto, o componente emocional deste teste.

Campo aberto com controle de ciclo estral

Este experimento teve como objetivo investigar se as diferengas
comportamentais relacionadas ao QTL Anxrrl6 em fémeas séo
dependentes da fase do ciclo estral na qual as ratas se encontram, o que
é sugerido pelos resultados de lIzidio et al. (2011). Para isso, as fémeas
foram injetadas com 0,1 mL de benzoato de estradiol a 0,1 mg/mL, e, 48
horas depois, com 1 mL/kg de progesterona a 5mg/mL, ambas SC (na
regido da nuca), a fim de sincronizar o ciclo hormonal dos animais. As
ratas foram divididas em dois grandes grupos, com o objetivo de se
obter um nimero amostral semelhante em cada fase do ciclo estral: uma
parcela das ratas foi testada 24 horas ap6s a injecdo de progesterona,
qguando estariam provavelmente nas fases de estro ou metaestro,
enquanto a outra parcela foi testada 96 horas ap6s a progesterona,
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guando haveria grande chance de estarem em diestro ou proestro. O
teste do CA foi realizado seguindo o protocolo padrdo, ja descrito
anteriormente.

As ratas foram testadas em duas grandes levas (N10F5 e
N10F6), com cada leva demandando dois dias de experimento,
totalizando quatro dias de teste. Em cada dia, entre 27 e 30 ratas
passaram pelo CA. A fase do ciclo estral na qual cada fémea se
encontrava foi confirmada no mesmo dia do teste, logo apds todas as
ratas passarem pelo CA, através da observacdo microscopica de um
esfregaco vaginal. A coleta do material foi feita através da insercdo de
uma pequena ponteira na vagina das ratas, “lavando-a” com cerca de 0,1
mL de salina. O material coletado foi depositado em uma Iamina, corado
com azul de metileno, e entdo observado em um microscdpio Optico
(aumentos de 10x e 40x), identificando-se os tipos celulares que
caracterizam cada fase do ciclo (1ZIDIO et al., 2011). As classificacdes
foram feitas com base no trabalho de Hoar e Hickman (1975) e estdo
ilustradas no Quadro 3.

Quadro 3 — Tipos celulares caracteristicos de cada fase do ciclo estral das ratas.
Baseado em Hoar e Hickman (1975).

FaneEggglclo Tipos Celulares
Diestro Predominér}cia de I(_eucégitos
Algumas células epiteliais (nucleadas)
Predominancia de células epiteliais
Proestro

Desaparecimento dos leucdcitos

Predominancia de células epiteliais cornificadas
Estro (anucleadas)
Auséncia de Leucbcitos

Reaparecimento dos leucécitos

Metaestro . o o
Algumas células epiteliais cornificadas remanescentes

Campo aberto ap6s tratamento farmacol6gico

O protocolo de ambos 0s experimentos consistiu no tratamento
dos animais com diferentes doses de CDZ ou PTZ, seguido do teste do
CA em sua forma padrao, ja descrita acima.

O CDZ, um ansiolitico da classe das benzodizepinas, foi
utilizado nas doses de 0,5; 5 e 10 mg/Kkg, injetadas IP 30 minutos antes
do teste. JA 0 PTZ, um composto ansiogénico, foi utilizado apenas na
dose de 10 mg/kg, injetada IP 5 minutos antes do teste.
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2.3.3 Caixa Branca e Preta

O teste da CBP foi descrito pela primeira vez por Crawley, em
1981, para avaliar as agcbes comportamentais das benzodiazepinas em
camundongos, sendo ainda hoje bastante utilizado como modelo de
ansiedade (RAMOS et al.,, 2008), inclusive em ratos. O teste foi
realizado em uma caixa retangular (Fig. 5), com o seu interior dividido
por uma parede em dois compartimentos: um maior (27 x 27 x 17 cm de
altura), branco e fortemente iluminado, com o ch&o dividido por linhas
pretas em 9 quadrados (9 x 9 cm); e um menor (27 x 18 x 27 cm de
altura), preto, escuro, com o chdo dividido por linhas brancas em 6
quadrados (9 x 9 cm). A transicdo entre os compartimentos era realizada
através de uma pequena abertura (7 x 7 cm) na parede divisoria. A
iluminacdo dos compartimentos foi feita através de lampadas
fluorescentes, uma branca (9W) e uma vermelha (14W), localizadas 30
cm acima do chdo do aparato, que conferiam aos compartimentos
branco e preto a luminosidade de 1500 e 65 lux, respectivamente, sendo
estas as Unicas fontes luminosas utilizadas durante o teste.

No protocolo padrdo, os animais foram inicialmente
posicionados no centro do compartimento branco, com a cabeca voltada
para a abertura que interliga os compartimentos. Durante 5 minutos
foram avaliados: o tempo permanecido e a locomocdo realizada no
compartimento branco, a locomocdo realizada no compartimento preto,
e 0 nimero de transicBes entre os compartimentos. Os testes foram
sempre realizados no periodo vespertino. Por se tratar de uma area
aversiva para os roedores, medidas relacionadas a exploracdo do
compartimento branco e fortemente iluminado tendem a refletir aspectos
emocionais do animal, sendo essas medidas afetadas pela administracéo
de benzodiazepinas (CRAWLEY; GOODWIN, 1980; CRAWLEY,
1981; CHAOULOFF, DURAND; MORMEDE, 1997).

Caixa branca e preta apds tratamento farmacol6gico

Este protocolo foi realizado com 0s mesmos animais utilizados
nos experimentos do CA apds tratamento farmacoldgico, depois uma
semana de washout. De forma idéntica a realizada no CA, os
experimentos consistiram no tratamento dos animais com diferentes
doses de CDZ ou PTZ, seguido do teste da CBP em sua forma padréo
(descrita acima). Cada animal recebeu a mesma droga e na mesma dose
administrada na semana anterior.
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Figura 5 — Aparato utilizado no teste da CBP.

2.3.4 Labirinto em Cruz Elevado

O LCE é um modelo animal de ansiedade que foi inicialmente
proposto por Pellow et al. (1985), com o objetivo de identificar os
efeitos ansioliticos e ansiogénicos de drogas em ratos. Para este teste, foi
utilizado um aparato (Fig. 6) formado por quatro bracos (52 cm elevados
do chdo, com 50 cm de comprimento e 10 cm de largura) de madeira,
pretos, dispostos em formato de cruz. Um par de bragos opostos era
cercado por paredes de 40 cm (chamados de bragos fechados), enquanto
0 outro par de bracos possuia apenas um anteparo (1 mm por 5 mm de
altura) na sua borda (chamados de bragos abertos). Uma plataforma
central (10 x 13,5 cm) era formada pela intersec¢do dos quatro bragos.

No teste, cada animal foi colocado na plataforma central com a
face voltada para um dos bragos abertos. O tempo permanecido e o
nimero de entradas nos bracos abertos, bem como o nimero de entradas
nos bracos fechados foram registrados durante a sessdo de 5 minutos.
Consideram-se menos ansiosos 0s animais que apresentam uma maior
exploragdo dos bracos abertos (PELLOW et al., 1985). Os testes foram
sempre realizados no periodo vespertino e a iluminacédo da sala de testes
foi mantida em 10 lux.
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Figura 6 — Aparato utilizado no teste do LCE.
2.3.5 Teste Triplo

Este teste, validado como um modelo de ansiedade e atividade
motora, (RAMOS et al., 2008), foi desenvolvido para avaliar uma ampla
variedade de comportamentos incondicionados em apenas uma sessdo.
A juncéo do CA, LCE e CBP, nesta ordem, formava o aparato triplo
(Fig. 7). A conexdo entre estes aparatos se deu através de aberturas
localizadas entre uma das paredes do CA e um dos bracos fechados do
LCE (10 x 40 de altura) e entre o outro braco fechado do LCE e o
compartimento preto da CBP (7 x 10 de altura), com o LCE interligando
0s outros dois aparatos. Todo o aparato ficava a uma altura de 52 cm do
chéo da sala de testes, com o objetivo de manter a caracteristica aversiva
dos bragos abertos do LCE.

No teste, cada animal foi inicialmente posicionado no centro do
CA, podendo explorar livremente todo o aparato durante a sessao, que
durou 15 minutos. Nesse tempo, pardmetros comumente avaliados nos
testes individuais foram registrados: locomocéo no centro e na periferia
do CA, tempo permanecido no centro do CA, tempo permanecido e
nimero de entradas nos bracos abertos do LCE, entradas nos bracos
fechados do LCE, tempo permanecido e a locomocdo realizada no
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compartimento branco da CBP, locomocdo realizada no compartimento
preto e nimero de transicdes entre os compartimentos da CBP. Todas as
sessdes foram realizadas no periodo vespertino e as lampadas da CBP
foram as Unicas fontes luminosas utilizadas na sala de testes.

e .
, i /’7 /

A

Figura 7 — Aparato utilizado no TT (Fonte: RAMOS, 2008).
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2.3.6 Labirintoem T Elevado

Acredita-se que o LTE seja capaz de dissociar respostas
comportamentais que estdo entrelacadas no LCE: a esquiva e a fuga dos
bracos abertos. A esquiva estaria relacionada aos transtornos de
ansiedade generalizada, enquanto a fuga modelaria o transtorno de
panico, o que é corroborado por diversos estudos envolvendo drogas
conhecidamente ansioliticas e panicoliticas (ZANGROSSI; GRAEFF,
1997; GRAEFF; NETTO; ZANGROSSI, 1998; TEIXEIRA,
ZANGROSSI; GRAEFF, 2000; POLTRONIERI; ZANGROSSI;
VIANA, 2003). O aparato utilizado no LTE (Fig. 8) consistiu em uma
adaptacdo do LCE, com um adesivo plastico (de textura semelhante ao
revestimento do restante do aparato) fechando completamente a entrada
de um dos bragos fechados.

O protocolo utilizado foi idéntico ao descrito por Soares et al.
(2011). Durante as manhds dos dois dias que antecederam o teste
propriamente dito, todos 0s animais passaram por sessGes de
manipulacdo, que duravam 5 minutos, sempre realizadas pelo mesmo
experimentador. Na tarde do dia anterior ao teste, os animais foram
confinados individualmente a um dos bracos abertos, durante 30
minutos. Teixeira et al. (2000) mostraram que a prévia exposi¢do
forcada aos bracos abertos diminui o tempo de fuga dos animais e
assegura que a fuga seja motivada pela aversdo a esses bracos
(POLTRONIERI; ZANGROSSI; VIANA, 2003).

No dia do teste, cada animal foi posicionado na parte distal do
braco fechado, e o0 tempo levado para sair (com as quatro patas) deste
braco foi registrado. Ap6s a saida, o animal foi colocado em uma caixa
de espera por 30 segundos e, em seguida, foi novamente posicionado no
brago fechado. Esse processo foi repetido trés vezes, de forma que trés
tempos de esquiva inibitéria (laténcia basal, esquiva 1 e esquiva 2)
foram obtidos. Apds a obtencdo dos trés tempos de esquiva inibitdria,
cada animal foi colocado na caixa de espera por 30 segundos e, em
seguida, posicionado na extremidade de um dos bracos abertos (no
mesmo brago ao qual foi confinado no dia anterior). O tempo que o
animal levou para sair desse braco (também com as quatro patas) foi
registrado. De forma semelhante, o procedimento foi repetido trés vezes,
com um intervalo de 30 segundo entre as tentativas, obtendo-se trés
tempos de fuga (fuga 1, fuga 2 e fuga 3). Cada tentativa foi limitada a
um tempo maximo de 300 segundos, sendo excluidos do teste os
animais que ultrapassaram esse limite, independentemente dos escores
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obtidos nas tentativas anteriores. Todas as tentativas aconteceram no
periodo vespertino, com a luz da sala de testes mantida em 10 lux.

- .

’ '

Figura 8 — Aparato utilizado no teste do LTE.

2.3.7 Condicionamento Olfatorio do Medo

Para avaliar os efeitos do locus Anxrrl6 sobre respostas

defensivas de medo envolvendo condicionamento aversivo, foi realizado
0 teste do COM. O protocolo utilizado foi idéntico ao descrito por
Kroon e Carobrez (2009), exceto pela fonte do estimulo olfatorio. Para
este teste, dois aparatos diferentes foram utilizados:

Caixa de condicionamento (Fig. 9a): consistia em uma caixa
(Insight Ltda., Ribeirdo Preto, Brasil) de aluminio (50 x 26 x 35
cm de altura), com a face frontal e tampa confeccionadas em
acrilico transparente. O assoalho da caixa era composto de
grades eletrificadas, distanciadas 1 cm entre si, que se
conectavam a um sistema gerador de choques que possibilitava
a emissdo de impulsos elétricos regulados a partir de
controladores de intensidade e tempo. O condicionamento foi
realizado em um ambiente com som atenuado, temperatura
controlada (22 £ 1° C) e luminosidade em 80 lux.

Caixa de testes (Fig. 9b): era inteiramente construida em
acrilico e dividida em dois compartimentos: um aberto (40 x 26
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x 40 cm de altura) e um fechado (20 x 26 x 40 cm de altura). As
paredes frontais de ambos os compartimentos eram feitas de
acrilico transparente, permitindo a visualizacdo dos animais no
modelo, enquanto as demais paredes eram de acrilico preto.
Uma pequena abertura (6 x 6 cm), situada na parede divisoria,
permitia o livre acesso do animal aos dois compartimentos. Na
parede lateral do compartimento aberto (oposta a divisoria)
existia um pequeno suporte plastico que alojava a fonte do
estimulo olfatério. O assoalho da caixa possuia uma marcacédo
localizada a 7 cm do suporte plastico, que serviu como
referéncia para delimitar a area proximal & fonte do estimulo
olfatorio condicionado. O teste foi realizado em um ambiente
com som atenuado, temperatura controlada (22 + 1° C) e
intensidade de luz de 4 lux.

a)

Figura 9 — Representacdo das caixas de condicionamento (a) e de teste (b)
utilizadas no COM. Adaptado de Kroon, 2007.
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Neste experimento, os animais de cada linhagem foram
divididos em duas condi¢des: pareados e ndo-pareados, totalizando
quatro grupos experimentais (SLAL16 pareados e SLA16 ndo-pareados,
SHR pareados, SHR néo-pareados). O protocolo foi dividido em duas
fases diferentes: a aquisicdo do COM (dias 1 e 2) e a expressdo do COM
(dias 3, 4 e 5), ilustradas na Figura 10. Um intervalo de 24 horas foi
dado entre cada sesséo.

No primeiro dia do condicionamento olfatdrio de medo, todos
os animais foram colocados na caixa de condicionamento para
exploracdo do ambiente, durante 200 segundos, em uma Sessdo
denominada familiariza¢do. Durante esta sessdo, 0s grupos ndo-pareados
foram expostos ao odor de banana (100ul de acetato de amila a 5%,
colocado em um pedago de papel filtro sob as grades do assoalho), um
estimulo olfatério neutro, enquanto os grupos pareados ndo foram
expostos a estimulo olfatorio algum (Fig. 10a). No dia seguinte, na
sessdo de condicionamento, os animais foram re-expostos a caixa de
condicionamento por mais 200 segundos, ao longo dos quais foram
emitidos choques elétricos (estimulo incondicionado) nas patas (5
choques de 0,4 mA por 2 segundos, com intervalo de 40 segundos entre
os choques) (Fig. 10b). Desta vez, o odor de banana esteve presente nas
sessOes dos grupos pareados, enquanto os choques dos grupos nao-
pareados ocorreram sem a presenca do estimulo olfatério.

Para a obtencdo das respostas comportamentais basais na caixa
de testes, todos os animais foram submetidos ao modelo no terceiro dia,
em uma sessdo de familiarizacdo (F) (Fig. 10c). Durante a sessdo de
familiarizacdo, um pequeno pedaco de papel filtro sem odor foi
colocado no suporte plastico da parede da caixa. Vinte e quatro horas
depois da familiarizacdo (dia 4), foi realizado o primeiro dia de testes
(estimulo condicionado 1 — EC1), onde todos os animais foram
novamente colocados na caixa de testes, mas desta vez com o papel
filtro contendo acetato de amila - que estaria agindo como estimulo
olfatério condicionado para o grupo pareado (Fig. 10d). No segundo dia
de testes (dia 5, estimulo condicionado 2 — EC2), com o propdsito de
avaliar a possivel ocorréncia de um condicionamento de segunda ordem,
com o medo condicionado ao contexto, todos os sujeitos foram re-
expostos a caixa de testes na presenca de um pedago de papel filtro sem
odor (Fig. 10e).
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Figura 10 - Esquema das fases de aquisicdo (a-b) e expressdo (c-e) do COM.

Adaptado de Kroon e Carobrez, 2009.
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Durante os trés dias de exposicdo a caixa de testes (F, EC1 e
EC2), os sujeitos foram inicialmente posicionados no compartimento
aberto, junto a parede diviséria, de frente para o suporte. Os seguintes
pardmetros foram avaliados nas sessdes de familiarizagdo, EC1 e EC2,
durante 10 minutos:

Tempo de aproximacdo: tempo pelo qual o animal permanece

(com pelo menos a cabeca) a uma distancia maxima de 7 cm da

fonte de odor.

Tempo escondido: periodo em que o animal permanece dentro

do compartimento fechado.

Tempo de avaliacdo de risco: tempo pelo qual o animal, dentro

do compartimento fechado, estende a cabega através da abertura

da parede divisoéria, na direcdo da fonte de odor.

2.3.8 Caixas de Atividade

As CAtiv foram utilizadas com o objetivo de avaliar a atividade
motora dos animais fora dos testes classicos de ansiedade. Quatro caixas
de atividade (Fig. 11) foram utilizadas. Cada caixa de madeira media 70
X 27 x 22 ¢cm de altura, possuindo uma tampa acrilica transparente e o
fundo formado por uma grade metalica. Trés sensores infravermelhos
estavam distribuidos ao longo de cada caixa, os quais permitiam estimar
a atividade locomotora do animal com base no nimero de interrupgdes
dos feixes infravermelhos, sendo esse valor mostrado em um display
digital conectado as caixas. Para o protocolo envolvendo 23,5 horas,
uma pequena grade metalica contendo agua e racdo foi adaptada na
tampa de cada caixa. A iluminacdo utilizada foi idéntica aquela dos
biotérios do LGC (onde os animais estavam previamente alojados),
incluindo o ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 7:00 horas).

Caixa de atividade ndo-familiar

No protocolo da CAtiv ndo-familiar, os animais foram
colocados nas caixas distribuidas na sala de testes (4 caixas por sesséo/ 1
animal por caixa) e 0s seus escores de atividade locomotora foram
registrados a cada 5 minutos, durante o periodo de 1 hora. As sessfes de
teste foram realizadas das 11:00 as 19:00 horas. Por ser um ambiente
novo para 0 animal, espera-se que ele se locomova espontaneamente,
mas que tal locomogdo possa ser influenciada por um certo grau de
medo, especialmente nos primeiros minutos do teste.
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Figura 11 — Aparato utilizado no teste da CAtiv. A grade metalica foi adaptada
para fornecer agua e ragdo aos animais no protocolo familiar.

Caixa de atividade familiar

No protocolo da CAtiv familiar, os animais foram igualmente
colocados nas caixas de atividade distribuidas na sala de testes (4 caixas
por sessdo/ 1 animal por caixa), onde permaneceram por 23,5 horas
(inicio do teste as 21:00 horas), com agua e comida disponiveis a
vontade. No entanto, seus escores de atividade locomotora foram
registrados, a cada 30 minutos, apenas nas duas Ultimas horas de teste
(das 18:30 as 20:30 horas), periodo no qual ja se esperava que 0S
animais estivessem familiarizados ao novo ambiente e que sua
locomogdo ndo fosse, portanto, influenciada por componentes
emocionais ou aversivos.

2.3.9 Mudanga da Configuracio Atencional (Attentional set-shifting)

Este teste foi utilizado com o objetivo de avaliar possiveis
diferencas nos niveis de atencdo da linhagem congénica em relagdo a
SHR. O MCA é um teste de fungdo cognitiva que consiste na demanda
da atencdo para um determinado estimulo relevante (por exemplo, a
cor), enquanto outros estimulos irrelevantes (formato, cheiro, som, etc.)
devem ser ignorados. Em seguida, o estimulo relevante é trocado (para o
formato, por exemplo), e tanto a habilidade do animal mudar de
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estratégia quanto a sua capacidade de manter a nova estratégia
adquirida, sdo avaliadas (CHESS et al., 2011). Estudos em humanos e
em modelos animais tém mostrado relacdo entre 0 TDAH e déficits na
mudanca da configuragdo atencional (RHODES; COGHILL;
MATTHEWS, 2005; KANTAK et al., 2008).

Para este teste, foi utilizado um aparato (Fig. 12) formado por
quatro bracos (60 x 10 x 20 cm de altura) de madeira, brancos,
conectados por uma plataforma central (10 x 10 cm) e elevados a 70 cm
do chdo. Na parte externa de cada brago existia uma indicagdo da sua
posicdo espacial na sala (norte, sul, leste ou oeste). A entrada de cada
um dos bragos possuia um encaixe, no qual uma barreira do mesmo
material do aparato podia ser adaptada, bloqueando a entrada daquele
braco e conferindo ao aparato um formato de T. Um pedaco de férmica
listrada em preto e branco, do tamanho exato do chao de um brago (60 x
10 cm), foi utilizado como dica visual durante o teste. Todas as sessdes
de teste aconteceram entre 8:00 e 19:00 horas e, durante esse periodo, a
iluminacéo da sala de testes foi mantida em 10 lux.

Figura 12 — Aparato utilizado no teste de MCA.

O protocolo utilizado foi uma versdo simplificada daquele
descrito por Floresco et al. (2006a). Por uma semana antes do inicio
deste teste, todos os animais foram alojados em gaiolas individuais (22 x
30 x 16 cm de altura), com agua a vontade e comida restrita a 10g de
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racdo por dia. Durante esse mesmo periodo, cada animal foi manipulado
diariamente, sempre pelo mesmo experimentador, durante 5 minutos.
Um dia antes do inicio dos testes, 10 granulos de recompensa (racio
Mini Junior, Royal Canin®) foram colocados em cada gaiola individual,
para que os animais se familiarizassem com ela. O protocolo foi
dividido em quatro etapas:

1) Familiarizacdo: No primeiro dia de familiarizacdo, trés
recompensas foram distribuidas ao longo de cada braco do aparato. Os
animais foram posicionados na plataforma central e puderam explorar
livremente o aparato - e comer as recompensas - por 15 minutos. Um
critério de familiarizacdo foi estabelecido como o consumo dos 12
granulos em menos de 10 minutos que, uma vez atingido, permitia aos
animais passarem para a préxima etapa do teste. Caso o critério nao
fosse atingido na primeira tentativa, uma segunda era realizada no dia
seguinte.

I) Determinacédo do viés de escolha: No dia ap6s o critério de
familiarizacdo ter sido atingido, o braco norte do aparato foi fechado,
conferindo a0 mesmo um formato de T, e um granulo de recompensa foi
colocado em cada um dos dois bragcos opostos (esquerda/oeste,
direita/leste). O rato foi posicionado na extremidade do brago tronco
(sul, nesse caso) e esperou-se que ele entrasse no brago esquerdo ou
direito para consumir o primeiro granulo. Apés o consumo do primeiro
granulo, o animal foi repetidamente posicionado no braco tronco até que
entrasse no brago contendo o segundo granulo e o consumisse. A
entrada nos dois bracos (e o consumo dos dois granulos) foi considerada
uma tentativa. Foram realizadas sete tentativas e a primeira entrada
(direita ou esquerda) realizada pelo animal em cada tentativa foi
registrada, sendo a direcdo escolhida por mais vezes considerada o viés
de escolha deste animal. Durante esta etapa do teste, a dica visual foi
alternada de forma pseudo-aleatéria (seguindo um padrao complexo pré-
estabelecido).

II) Discriminacdo de respostas: Na fase de discriminacdo de
respostas (Fig. 13a), iniciada no dia seguinte a determinacdo do viés de
escolha, o animal deveria virar para a direcdo oposta ao seu viés de
escolha para obter a recompensa, independentemente da localizagdo da
dica visual (chamada de resposta egocéntrica). Durante as tentativas, a
dica visual continuou sendo posicionada de forma pseudo-aleatéria (na
direita ou na esquerda) e o animal partiu, alternadamente, do oeste, sul
ou leste, de forma a desencoraja-lo de utilizar possiveis pistas espaciais
presentes na sala de experimentos para tentar localizar a recompensa.
Foi dado um intervalo de aproximadamente 20 segundos entre cada
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tentativa, durante os quais 0 animal aguardou em uma caixa de espera,
para que o aparato fosse re-configurado. O critério para o aprendizado
foi a realizacdo de dez escolhas corretas consecutivas, seguidas de uma
“prova real”, que consistiu em mais uma tentativa, tendo o norte como
braco de partida e com a dica visual posicionada no lado correspondente
ao Vviés de escolha do animal. Quando feita a escolha incorreta na prova
real, mais 5 tentativas consecutivas com escolhas corretas eram
necessarias, seguidas de uma nova prova real.

IV) Discriminacgdo da dica visual (MCA): Vinte e quatro horas
apos a discriminagdo de respostas, teve inicio a etapa de discriminagéo
da dica visual (Fig. 13b). Desta vez, para obter a recompensa, 0 animal
deveria escolher o brago no qual a dica visual (ainda disposta pseudo-
aleatoriamente) estava localizada, mudando assim a estratégia
previamente adquirida. Os mesmos bragos de partida e critério de
aprendizado da discriminacdo de respostas foram utilizados. Entradas
nos bragos que ndo continham a dica visual foram considerados erros e
estes foram divididos em trés subtipos, conforme descrito por Floresco
et al., 2006a (Fig. 13c). Erros perseverantes foram registrados quando o
rato continuou a fazer a mesma resposta egocéntrica requerida na etapa
anterior, mesmo quando a dica visual estava posicionada no seu viés de
escolha. Quatro de cada oito tentativas demandavam que o animal
entrasse no braco do seu viés de escolha, as quais foram agrupadas em
blocos de 4 tentativas. Os erros perseverantes foram registrados quando
0 animal entrou no braco incorreto em trés ou mais tentativas a cada
bloco. A partir do momento em que o animal fez menos de trés erros
perseverantes em um bloco, todos os erros subsequentes deste tipo
foram registrados como erros regressivos, uma vez que o animal ja
estava escolhendo uma estratégia alternativa em, pelo menos, metade do
tempo. Ja os erros nunca-reforcados foram registrados quando o animal
entrou no brago errado enquanto a dica visual estava localizada no brago
oposto do seu viés de escolha, ja que esse tipo de escolha (entrar no
braco do seu viés de escolha quando este ndo possuia a dica visual)
nunca foi antes reforgado. Os erros perseverantes refletem a inabilidade
do animal em mudar de estratégia, enquanto 0s erros regressivos e
nunca-reforcados sdo indices da habilidade de adquirir e manter uma
nova estratégia (RAGOZZINO, 2002; FLORESCO et al., 2006a). Tanto
para a fase de discriminagdo de respostas quanto para a de discriminagdo
da dica visual, um limite maximo de 100 tentativas foi adotado, apés as
quais o animal foi eliminado do experimento.
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Figura 13 — Esquema das fases que compdem o teste de MCA: discriminacéo de
respostas, na qual o rato precisa virar para o lado oposto ao seu viés de escolha
para obter a recompensa, adotando, assim, uma estratégia egocéntrica (a); e
discriminacdo da dica visual, onde, para obter a recompensa, 0 animal precisa
abandonar a estratégia egocéntrica anteriormente aprendida e passar e se guiar
pela dica visual (b). Nessa ultima fase, trés tipos de erro podem ser cometidos
(c): Os erros perseverantes e regressivos acontecem enquanto o animal insiste
em manter a primeira estratégia aprendida, diferindo apenas no momento em
que sdo cometidos, enquanto os erros nunca-reforgados consistem na entrada no
braco oposto ao aprendido na estratégia egocéntrica quando ele ndo contém a
dica visual. Adaptado de Floresco et al., 2006a.
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2.4 ANALISE ESTATISTICA

Todas as andlises estatisticas foram feitas utilizando o software
Statistica 10 (Statsoft, Tulsa, OK, EUA). Experimentos envolvendo a
linhagem como (nico fator foram analisados pelo teste t de Student,
enquanto a andlise de variancia (ANOVA) fatorial foi utilizada quando
dois fatores estavam presentes. Os dados longitudinais obtidos no LTE,
COM e CAtiv nao-familiar foram analisados através da ANOVA de
medidas repetidas. Sempre que necessario, o teste de comparacdo de
médias (post-hoc) Newman-Keuls foi aplicado apds a ANOVA. Valores
de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.
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3 RESULTADOS
3.1 REFINAMENTO GENOTIPICO

Todos os animais das geracdes N10F4, N10F5 e N10F6 foram
genotipados para 20 marcadores moleculares do tipo microssatélite,
distribuidos ao longo do cromossomo 4. Ao longo dos dois anos deste
trabalho, mais de 5420 PCR foram realizadas, e seus produtos aplicados
em mais de 87 géis de agarose.

O QTL Anxrr16 foi originalmente descrito como estando mais
provavelmente localizado em um intervalo de cerca de 14,4 Mpb (entre
0s marcadores D4Rat59 e D4Mgh6), entretanto, seu intervalo de
confianga abrange uma regido maior, com aproximadamente 77,7 Mpb
(entre os marcadores D4Rat37 e D4Mgh11l) (RAMOS et al., 1999, RAT
GENOME DATABASE WEBSITE, 2012). Durante a construgdo da
linhagem congénica SLA16, um intervalo de 86,3 Mpb, entre os
marcadores D4Rat76 e D4Mgh11l (ver Fig. 14), foi selecionado como o
locus diferencial, a fim de se ter uma margem de seguranca em torno da
provavel localizacdo do QTL. Na geracdo N10 (Ultima geragdo de
animais heterozigotos), devido a uma série de dificuldades
metodoldgicas com a genotipagem para o marcador D4Mgh11, este foi
substituido por D4Rat59 (na época, 0 marcador mais préximo de
D4Mgh11 disponivel no LGC), o que diminuiu o intervalo selecionado
para 65,2 Mpb (PEREIRA, 2010).

Na genotipagem dos animais da geracdo N10F4, verificou-se
que esses animais possuiam uma regido de 68,5 Mpb, compreendida
entre os marcadores D4Rat76 e D4Rat61 (novo marcador, utilizado a
partir da N10F4), com alelos da linhagem LEW em homozigoze.
Entretanto, a regido de 17,8 Mpb localizada entre os marcadores
D4Rat61l e D4Mghll, que fazia parte do locus diferencial antes da
geracdo N10, estava bastante heterogénea, com a frequéncia dos alelos
SHR em aproximadamente 22%. Em relacdo ao restante do cromossomo
4, observou-se que a frequéncia dos alelos SHR estava entre 57% e
100% nos 11 marcadores analisados. Com isso, a partir da geragdo
N10F4, decidiu-se delimitar novamente o locus diferencial em uma
regido de 86,3 Mpb, compreendida entre os marcadores D4Rat76 e
D4Mghll, conforme feito durante a construcdo dessa linhagem,
priorizando-se o acasalamento de animais que tivessem o maior nimero
de alelos do tipo LEW dentro deste intervalo, e do tipo SHR fora dele.

Na geracdo N10F5 ainda néo foi possivel observar um aumento
na frequéncia dos alelos LEW no marcador D4Mgh11 (entdo em torno
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de 69%). Contudo, observou-se que a frequéncia dos alelos SHR fora do
locus Anxrrl6 aumentou, estando entre 80% e 100%.

Por fim, na genotipagem dos animais da geracdo N10F6,
constatou-se que mais de 88% dos alelos no marcador D4Mghl1 ja
eram do tipo LEW, enquanto um pouco menos de 12% de alelos SHR
ainda estavam presentes em animais heterozigotos. Nesta geracao,
grande parte do cromossomo 4 externa ao locus Anxrrl6 ja possuia
alelos SHR em frequéncias superiores a 97%, enquanto algumas regides
ainda permaneciam heterogéneas.

Através do planejamento dos acasalamentos realizados entre os
animais da geracdo N10F6, ja foram obtidos animais da geragdo N10F7
com o gen6tipo desejado no cromossomo 4, ou seja, com o locus
Anxrrl6 (86,3 Mpb, entre os marcadores D4Rat76 e D4Mghll)
inteiramente formado por alelos da linhagem LEW, e com o restante do
cromossomo 4 composto exclusivamente por alelos da linhagem SHR.
As frequéncias dos alelos LEW e SHR encontradas durante a
genotipagem do cromossomo 4 nas geracbes N10F4, N10F5, N10F6 e
N10F7 estdo representadas na Figura 14.



71

[]100% LEW
W >97% SHR

N10F4 NI10F5 N10F6 NI10F7

071 p D4Mgh22
447 / Areas de Transigio
26,2 D4Rat126
20,47 D4Rat151
4,7 — D4Ratl4
D4Rat159*
61,6
PN D4Mghl6
73,0 D4Rat164
746~ D4Rat30
7807 . 7, U/ pewen
84,97 D4Rat76
94,9 — D4Rat172
1193 — D4Rat49
1302~ D4Mit16
1356 D4Mgh6
140.5= D4Rat104
150,0~_
i i . D4Rat59
: // // /% D4Rat61
1712 — % % % 7 D4Mghl1
181.4 — é Z Z Z pamignis
%
18717 D4Rat206%
Posicao Marcadores
(Mpb) Moleculares

Figura 14 — Representacdo esquemética da frequéncia alélica observada nos
animais SLA16 das geracbes N10F4, N10F5, N10F6 e N10F7. As areas em
preto representam por¢des do genoma onde mais de 97% dos alelos séo do tipo
SHR, enquanto as areas em branco sdo inteiramente constituidas por alelos do
tipo LEW e as areas hachuradas (de transi¢do) indicam as regifes onde alelos de
ambos os tipos ainda sdo encontrados, em proporcdes variadas. (*) indicam dois
marcadores moleculares cujas posicdes em Mpb ndo estdo disponiveis no Rat
Genome Database, sendo as localizagdes estimadas com base nas suas posices
em centimorgan (Rat Genome Database WEBSITE, 2012a,c).
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3.2 CARACTERIZACAO FENOTIPICA

A caracterizagdo comportamental dos SLAL16 foi realizada
seguindo rigorosamente os protocolos anteriormente descritos. Os
nlmeros amostrais utilizados em cada teste podem ser encontrados nas
legendas dos graficos. Para facilitar a compreensdo, os resultados foram
agrupados em categorias, de acordo com as principais caracteristicas
avaliadas por cada grupo de testes. Ndo foram observados outliers nos
grupos amostrais, exceto no TT, onde o escore de locomogdo central no
CA de um animal da linhagem SHR ultrapassou 1,96 vezes o desvio
padrdo das amostras, sendo, por isso, excluido dessa analise.

3.2.1 Fendtipos Relacionados a Ansiedade/Emocionalidade

Campo aberto padréo

No teste do CA padrdo (Fig. 15a-c), a ANOVA de duas vias
para os fatores linhagem e sexo revelou que os animais SLA16
apresentaram maior locomocéo na &rea central (Fig. 15a) e aversiva do
aparato do que 0s SHR (F1,90=34,07, p<0,001), independentemente do
sexo. Uma diferenca na mesma direcdo foi encontrada para a locomocéo
periférica (Fig. 15b) (F(190=14,11, p<0,001), uma medida da atividade
locomotora. Uma interacdo significativa entre linhagem e sexo foi
detectada na porcentagem da locomocao realizada no centro do aparato
(Fig. 15c) (F(190=4,74, p<0,05), com o teste post-hoc revelando que o
percentual da locomogdo dos machos da linhagem SLAL6 realizada no
centro do CA foi maior do que o dos machos da linhagem SHR
(p<0,01). Um efeito geral do sexo também foi observado para estas trés
variaveis, com as fémeas apresentando escores mais altos do que os
machos (F90=50,31, p<0,001 para a locomogéo central, F 90=17,80,
p<0,001 para a locomogdo periférica e F90=10,19, p<0,01 para a
porcentagem da locomogdo realizada no centro do CA). Nenhum efeito
significativo foi encontrado para o tempo permanecido no centro do CA
(p>0,05, dado ndo mostrado).
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Figura 15 - Numero de quadrados cruzados na regido central (a) e periférica (b)
e porcentagem de quadrados cruzados no centro (c) do CA padrdo por machos e
fémeas das linhagens SLA16 (geracdo N10F4) e SHR (n=18-
28/linhagem/sexo). Barras e linhas verticais representam os valores da média e
erro padrdo da média. (***) representam efeitos gerais significativos do fator
linhagem (p<0,001), (###) representam efeitos gerais significativos do fator
sexo (p<0,001) e (&&) representa uma interacdo significativa entre linhagem e
sexo (p<0,05), com os machos da linhagem SLAL16 cruzando um percentual
maior de quadrados no centro do CA do que os machos da linhagem SHR
(p<0,01). ANOVA de duas vias para os fatores linhagem e sexo, seguida do
teste post-hoc Newman-Keuls para a interagdo entre os fatores linhagem e sexo.
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Campo aberto sob alta ou baixa luminosidade

A variacdo do teste padrdo, sob alta ou baixa luminosidade (Fig.
16a-c), ndo revelou efeito significativo (p>0,05) do fator luminosidade
na locomocdo central (Fig. 16a) ou periférica (Fig. 16b), sendo as
diferencas entre as linhagens mantidas para ambas as variaveis
(F(15%=14,35, p<0,001 para a locomogao central e F; 55=15,16, p<0,001
para a locomocao periférica), com os ratos SLA16 apresentando escores
mais altos do que os SHR. Uma interacdo significativa entre
luminosidade e gendtipo foi encontrada apenas para 0 tempo
permanecido no centro do aparato (Fs5=5,97, p<0,05), com o teste
post-hoc revelando que a alta luminosidade diminuiu o tempo que 0s
animais da linhagem SHR permaneceram na éarea central do CA
(p<0,01, dado ndo mostrado). Nenhum efeito significativo foi
encontrado para a porcentagem da locomocao realizada no centro do CA
(Fig. 16c) (p>0,05).
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Figura 16 - Nimero de quadrados cruzados na regido central (a) e periférica (b)
e porcentagem de quadrados cruzados no centro (c) do CA, sob alta ou baixa
luminosidade, por machos das linhagens SLA16 (geracdo N10F5) e SHR
(n=15-16/linhagem/luminosidade). Barras e linhas verticais representam o0s
valores da média e erro padrdo da média. (***) representam efeitos gerais
significativos do fator linhagem (p<0,001). ANOVA de duas vias para 0s
fatores linhagem e luminosidade.
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Campo aberto com controle de ciclo estral

Izidio et al. (2011) sugeriram que os efeitos do locus Anxrrl6
sobre as fémeas dependiam da fase do ciclo estral na qual elas se
encontravam. Com base nisso, o teste do CA foi aqui realizado com
fémeas em diferentes fases do ciclo (Fig. 17a-c), estando o0 nUmero total
de animais por linhagem e por fase do ciclo representado na Tabela 3.
Uma ANOVA de duas vias revelou, mais uma vez, um efeito geral da
linhagem sobre a locomogéo central (Fig. 17a) (F(1106=9,40, p<0,01) e
periférica (Fig. 17b) (F(1106=13,99, p<0,001), mas ndo sobre a
porcentagem da locomocdo realizada (Fig. 17c¢) ou o tempo
permanecido no centro (dado ndo mostrado) do CA (p>0,05). Nenhum
efeito significativo da fase do ciclo estral ou interagéo significativa entre
fase do ciclo e linhagem foram observados nas analises. Entretanto, nas
locomocdes central e periférica, pode-se observar uma tendéncia a um
maior efeito da linhagem na fase de diestro.

Tabela 3 — NUmero de fémeas das linhagens SLA16 e SHR encontradas em
cada fase do ciclo estral, imediatamente apds o teste do CA.

SLAL6 SHR Total (fase)
Proestro 22 13 35
Estro 6 11 17
Metaestro 24 25 49
Diestro 5 8 13
Total 57 57 114

(linhagem)
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Figura 17 - Nimero de quadrados cruzados na regido central (a) e periférica (b)
e porcentagem de quadrados cruzados no centro (c) do CA por fémeas das
linhagens SLA16 (geragcdes N10F5 e N10F6) e SHR (n=5-25/linhagem/fase do
ciclo) em diferentes fases do ciclo estral. Simbolos e linhas verticais
representam os valores da média e erro padrdo da média. (**) e (***)
representam efeitos gerais significativos do fator linhagem (p<0,01 e p<0,001,
respectivamente). ANOVA de duas vias para os fatores linhagem e fase do ciclo
estral.
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Devido a uma possivel interferéncia da grande diferenca no
ndmero de fémeas encontradas em cada uma das fases, uma nova analise
envolvendo somente as fémeas da segunda leva experimental (leva
menos dispare) foi conduzida (nimero total de animais por linhagem e
por fase do ciclo representado na Tabela 4). Nessa analise, foram
observados novamente efeitos da linhagem sobre a locomogdo central
(Fig. 18a) (F152=13,53, p<0,001) e periférica (Fig. 18b) (F(152=17,34,
p<0,001), e ndo sobre a porcentagem da locomocao realizada (Fig. 18c)
ou o tempo permanecido no centro (dado ndo mostrado) do CA
(p>0,05). Também ndo foi observado efeito significativo da fase do
ciclo estral ou interacdo significativa entre fase do ciclo e linhagem.
Além disso, esta nova analise ndo confirma a tendéncia a um maior
efeito genotipico na fase do diestro sobre as locomogdes central e
periférica, evidenciada na analise anterior.

Tabela 4 — NUmero de fémeas das linhagens SLA16 e SHR (segunda leva
experimental) encontradas em cada fase do ciclo estral, imediatamente ap6s o
teste do CA.

SLA16 SHR Total (fase)
Proestro 11 6 17
Estro 4 8 12
Metaestro 10 12 22
Diestro 5 4 9
Total 30 30 60

(linhagem)
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Figura 18 - NUmero de quadrados cruzados na regido central (a) e periférica (b)
e porcentagem de quadrados cruzados no centro (c¢) do CA por fémeas (segunda
leva experimental) das linhagens SLAL16 (geracdo N10F6) e SHR (n=4-
12/linhagem/fase do ciclo) em diferentes fases do ciclo estral. Simbolos e linhas
verticais representam os valores da média e erro padrdo da média. (***)
representam efeitos gerais significativos do fator linhagem (p<0,001). ANOVA
de duas vias para os fatores linhagem e fase do ciclo estral.
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Campo aberto apds tratamento com clordiazepdxido

Mais uma vez, a ANOVA de duas vias revelou diferencas entre
as linhagens para a locomogdo central (Fig. 19a) (F(172=40,71,
p<0,001), para a locomogdo periférica (Fig. 19b) (F72=7,94, p<0,01),
e para a porcentagem da locomogdo realizada na area central (Fig. 19c)
(F172=9,69, p<0,01) do teste do CA, sempre no sentido esperado
(escores da linhagem SLA16 maiores do que os da SHR). Apenas para a
locomocdo central no teste do CA, um efeito significativo do tratamento
(F3.72=4,08, p<0,01) foi observado, com o teste post-hoc revelando um
efeito do tipo ansiogénico da dose de 0,5 mg/kg de CDZ, que fez com
gue o0s animais tratados com essa dose (independentemente da
linhagem) apresentassem escores mais baixos do que os do grupo
controle (p<0,05, dado ndo mostrado). Ainda para essa mesma variavel,
uma tendéncia do fator linhagem préxima ao nivel de significancia foi
detectada para a interagdo entre linhagem e tratamento (F(72=2,18,
p=0,097), com o teste de comparag¢do de médias mostrando que apenas
0s animais da linhagem SLAL6 sofreram efeito do tipo ansiolitico da
dose de 10 mg/kg, cuja média diferiu daquela dos animais controle
(p<0,05), sugerindo, portanto, que esse comportamento esta relacionado
a ansiedade, ao menos nesta linhagem. Nenhum efeito significativo foi
encontrado para o tempo permanecido no centro do CA (p>0,05, dado
ndo mostrado).
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Figura 19 - Numero de quadrados cruzados na regido central (a) e periférica (b)

e porcentagem de quadrados cruzados no centro (c¢) do CA por machos das
linhagens SLAL6 (geracdo N10F6) e SHR tratados com CDZ nas doses de O
(controle), 0,5, 5 e 10 mg/kg (n=9-11/linhagem/dose). Barras e linhas verticais
representam os valores da média e erro padrdo da média. (**) e (***)
representam efeitos gerais significativos da linhagem (p<0,01 e p<0,001,
respectivamente), e (&) uma tendéncia marginalmente significativa da interacdo
entre os fatores linhagem e tratamento (p=0,097), com os animais tratados com
a dose de 10 mg/kg diferindo significativamente dos controles apenas na
linhagem SLA16 (p<0,05). ANOVA de duas vias para os fatores linhagem e
tratamento, seguida do post-hoc Newman-Keuls para a interagdo entre os fatores
linhagem e tratamento.
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Campo aberto apds tratamento com pentilenotetrazol

Ja em relacdo ao experimento realizado com o PTZ no CA (Fig.
20a-c), ndo foram observados efeitos significativos do tratamento sobre
a locomocédo central (Fig. 20a) ou periférica (Fig. 20b) (p>0,05). As
diferencas entre as linhagens para estas duas variaveis foram apenas
sugeridas por tendéncias marginalmente significativas (F 1 3=3,16,
p=0,084 e F(;36=3,03, p=0,090, respectivamente). Efeitos inesperados
foram encontrados para o tempo permanecido no centro do CA, com um
efeito geral da linhagem indicando que os ratos SHR apresentaram
escores mais altos do que os dos SLA16 (F(136=4,12, p<0,05), e um
efeito geral do tratamento, revelando que a dose de 10 mg/kg aumentou
0 tempo permanecido nesta porgdo do aparato (F(13¢=6,05, p<0,05)
(dados ndo mostrados). Nenhuma diferenca significativa foi observada
para a porcentagem da locomocdo realizada no centro (Fig. 20c)
(p>0,05).
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Figura 20 — Numero de quadrados cruzados na regido central (a) e periférica (b)
e porcentagem de quadrados cruzados no centro (¢) do CA por machos das
linhagens SLA16 (geracdo N10F6) e SHR tratados com PTZ nas doses de 0
(controle) e 10 mg/kg (n=9-11/linhagem/dose). Barras e linhas verticais
representam os valores da média e erro padrdo da média. ANOVA de duas vias
para os fatores linhagem e tratamento.

Caixa branca e preta padréo
Ja na CBP (Fig. 2la-b), a ANOVA detectou diferencas
significativas entre as linhagens para o tempo (Fig. 21a) permanecido no
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compartimento branco (F(89=4,58, p<0,05) e para o numero de
transicOes realizadas entre os compartimentos (F,89=8,17, p<0,01)
(Fig. 21b), sempre com os ratos SLAL6 apresentando escores mais altos
do que os SHR. Um efeito geral do sexo também foi detectado sobre
estas duas variaveis (Fs9=25,95, p<0,001 para o tempo permanecido
no compartimento branco e F154=38,90, p<0,001 para o numero de
transicbes entre os compartimentos), com as fémeas apresentando
maiores escores do que 0os machos. N&o foram identificadas interacdes
significativas entre linhagem e sexo para essas variaveis (p>0,05).
Nenhum efeito significativo foi encontrado para as demais variaveis
analisadas (p>0,05, dados ndo mostrados).
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Figura 21 — Tempo permanecido no compartimento branco (a) e nimero de
transigBes realizadas entre os compartimentos (b) da CBP padrdo por machos e
fémeas das linhagens SLA16 (geracdo N10F4) e SHR (n=18-
28/linhagem/sexo). Barras e linhas verticais representam os valores da média e
erro padrdo da média. (*) e (**) representam efeitos gerais significativos do
fator linhagem (p<0,05 e p<0,01, respectivamente), e (###) representam efeitos
gerais significativos do fator sexo (p<0,001). ANOVA de duas vias para 0s
fatores linhagem e sexo.
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Caixa branca e preta apds tratamento com clordiazepdxido

Na CBP (Fig. 22a-b), observou-se apenas um efeito
significativo da linhagem sobre o tempo permanecido no compartimento
branco (Fig. 22a) (Fu72=4,23, p<0,05), também ja detectado
anteriormente. Uma tendéncia marginalmente significativa para o fator
linhagem (F(72=3,29, p=0,074), no sentido esperado, foi observada
para a locomocédo no compartimento branco (dados ndo mostrados). Ndo
foram encontrados efeitos significativos do tratamento ou interagfes
significativas entre tratamento e linhagem para o nimero de transicdes
entre 0s compartimentos (Fig. 22b) ou para as demais variaveis
analisadas (dados ndo mostrados) (p>0,05).
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Figura 22 — Tempo permanecido no compartimento branco (a) e nimero de
transices realizadas entre os compartimentos (b) da CBP por machos das
linhagens SLA16 (geragdo N10F6) e SHR tratados com CDZ nas doses de 0
(controle), 0,5, 5 e 10 mg/kg (n=9-11/linhagem/dose). Barras e linhas verticais
representam os valores da média e erro padrdo da média. (*) representa um
efeito geral significativo do fator linhagem (p<0,05). ANOVA de duas vias para
os fatores linhagem e tratamento.
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Caixa branca e preta apds tratamento com pentilenotetrazol

Na CBP (Fig. 23a-b) também foram encontradas apenas
tendéncias marginalmente significativas, no sentido esperado, para o
fator linhagem nas variaveis tempo permanecido (Fig. 23a) e locomogao
no compartimento branco (dado nédo mostrado) (F 34=3,99, p=0,054 e
Fa,39=3,71, p=0,062, respectivamente) e nimero de transi¢Oes entre os
compartimentos (Fig. 23b) (F(134=3,55, p=0,068). Foi observado um
efeito significativo do tratamento sobre as varidveis locomocdo no
compartimento  branco  (F(,34=7,48, p<0,01) e locomogcédo no
compartimento preto (F34=9,73, p<0,01), com o PTZ exibindo um
efeito hipolocomotor sobre os animais, independentemente da linhagem
(dados nao mostrados).
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Figura 23 — Tempo permanecido no compartimento branco (a) e nimero de
transigBes realizadas entre os compartimentos (b) da CBP por machos das
linhagens SLA16 (geracdo N10F6) e SHR tratados com PTZ nas doses de 0
(controle) e 10 mg/kg (n=9-11/linhagem/dose). Barras e linhas verticais
representam os valores da média e erro padrdo da média. ANOVA de duas vias
para os fatores linhagem e tratamento.



87

Labirinto em cruz elevado

Para o LCE (Fig. 24a-b), a ANOVA revelou diferencas
significativas apenas para duas variaveis principalmente envolvidas com
a locomocéo: entradas nos bragos fechados (Fig. 24b) e total de entradas
(dados ndo mostrados). Para ambas, foram observados efeitos gerais do
genotipo (Fq,90=11,61, p<0,001 para o nimero de entradas nos bracos
fechados e F1,90=13,87, p<0,001 para o nimero total de entradas), com
o0s animais da linhagem SLA16 apresentando escores mais altos do que
0s SHR; e do sexo (F(190=9,44, p<0,01 para o nimero de entradas nos
bragos fechados e F; 90=4,80, p<0,05 para o numero total de entradas),
com as fémeas apresentando escores mais altos do que os machos. Uma
tendéncia do fator linhagem proxima ao nivel de significancia
(F190=3,32, p=0,072), no sentido esperado (SLA16 maior do que
SHR), foi encontrada para o nimero de entradas nos bragos abertos (Fig.
24a). N&o foram identificadas interacdes significativas entre linhagem e
sexo para essas varidveis. Nenhum efeito significativo foi encontrado
para 0 tempo permanecido nos bragos abertos (p>0,05, dado ndo
mostrado).
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Figura 24 — NUmero de entradas realizadas nos bragos abertos (a) e fechados (b)
do LCE por machos e fémeas das linhagens SLA16 (geracdo N10F4) e SHR
(n=18-28/linhagem/sexo). Barras e linhas verticais representam os valores da
média e erro padrdo da média. (***) representa um efeito geral significativo do
fator linhagem (<0,001), (##) representam um efeito geral significativo do fator
sexo (p<0,01) e (p=0,072) representa uma tendéncia marginalmente
significativa do fator linhagem. ANOVA de duas vias para os fatores linhagem
€ Sexo.

Teste triplo
Testes t mostraram que ratos SLAL6 apresentaram escores mais

altos de locomocdo central (Fig. 25a) e periférica (Fig. 25b) no CA;
nimero de entradas (Fig. 25¢) e tempo permanecido nos bragos abertos
(dado ndo mostrado) e nimero de entradas nos bracos fechados (Fig.
25d) no LCE, quando comparados aos SHR (p<0,05 para todas estas
variaveis). Ndo foram encontradas diferencas significativas para o
nimero de transicdes realizadas entre os compartimentos da CBP (Fig.
25e), para a locomog&o no compartimento preto (Fig. 25f) da CBP, ou
para as demais variaveis analisadas (p>0,05, dados ndo mostrados).



89

Ansiedade Locomocao

QD
Nan

(®)
—

1504

no centro do CA
-

D ©0 n

? 2

w
?

N° de quadrados cruzados
N° de quadrados cruzados
na periferiado CA

o

SLA16 SHR SLA16 SHR

o
~

o
-

20 [ SLA16
15 El SHR

N° de entradas nos
bragos abertos do LCE
i
N° de entradas nos
bragos fechados do LCE

SLA16 SHR SLA16 SHR

D
N—r
o
=]
]

_|

N w
2

N° de transi¢des entre
os compartimentos da CBP
i
N° de quadrados cruzados
=
o
T

no compartimento preto da CBP
o

SLA16 SHR

Figura 25 — NUmero de quadrados cruzados na regido central (a) e periférica (b)
do CA, nimero de entradas realizadas nos bragos abertos (c) e fechados (d) do
LCE e nimero de transi¢Bes realizadas entre compartimentos (e) e locomogéo
realizada no compartimento preto (f) da CBP por machos das linhagens SLA16
(geragdo N10F6) e SHR (n=14-15/linhagem) durante o TT. As varidveis
predominantemente relacionadas & ansiedade ou & locomogdo estdo
representadas na esquerda ou na direita da figura, respectivamente. Barras e
linhas verticais representam os valores da média e erro padrdo da média. (*)
representam efeitos gerais significativos do fator linhagem (p<0,05). Teste t de
Student.
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Labirinto em T elevado

No teste do LTE (Fig. 26a-b), dois animais ultrapassaram o
limite de 300 segundos estabelecido por tentativa, sendo, por isso,
excluidos da amostra. A ANOVA de medidas repetidas revelou efeitos
gerais significativos do fator gendtipo, tanto na esquiva inibitoria (Fig.
26a) quanto na fuga (Fig. 26b). Na esquiva inibitéria, os ratos SLA16
exibiram menores laténcias (F.22=7,12, p<0,05) do que os SHR. Um
efeito geral da sessdo tambem foi identificado (F(244=5,13, p<0,01),
com os escores da esquiva 2 sendo maiores do que a laténcia basal
(p<0,01). N&o houve interacdo significativa entre linhagem e sessdo para
esta medida (p>0,05). J& na fuga, os animais da linhagem SLA16
fugiram mais rapidamente dos bracos abertos do que os SHR
(Fu22=4,53, p<0,05). Foi também detectada uma tendéncia
marginalmente significativa para a interacdo entre linhagem e sesséo
(F244=2,83, p=0,070), com o teste post-hoc mostrando que os escores
das sessdes de fuga 1, 2 e 3 da linhagem SHR diferem entre si (p<0,05),
sugerindo que ha uma reducdo dos tempos de fuga da linhagem SHR ao
longo das sessdes, enquanto os da linhagem SLAL16 se manteriam
constantes. N&do foi detectado efeito da sessdo sobre essa varidvel
(p>0,05).
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Figura 26 — Tempos de esquiva inibitdria (a) e de fuga (b) obtidos através do
teste do LTE, realizado com os machos das linhagens SLA16 (geracdes N10F5
e N10F6) e SHR (n=12/linhagem). Simbolos e linhas verticais representam os
valores da média e erro padrdo da média. (*) representam efeitos gerais
significativos do fator linhagem (p<0,05) e (@@) representa um efeito geral
significativo da sessdo, com o tempo de esquiva 2 sendo maior do que a laténcia
basal (p<0,01). ANOVA de medidas repetidas para os fatores linhagem e sesséo
(repeticéo), seguida do teste post-hoc Newman-Keuls para o fator sesséo.

Condicionamento olfatdrio do medo

Para 0 COM (Fig. 27a-c), a ANOVA de medidas repetidas com
os fatores linhagem, condi¢do (pareado ou n&o-pareado) e sessdo
(familiarizacdo, EC1 e EC2) revelou, para todas as trés varidveis
analisadas (porcentagem de tempo de aproximacdo da fonte de odor,
porcentagem de tempo permanecido no compartimento fechado e tempo
gasto em avaliacdo de risco) um efeito geral significativo da sessdo
(F2,72=5,44, p<0,01, F(72=12,62, p<0,001 e Fp7»=11,21, p<0,001,
respectivamente). O teste de comparacdo de médias indicou que, em
todos os casos, 0s escores obtidos tanto em EC1 quanto em EC2
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diferiram significativamente daqueles da sessdo de familiarizacdo
(valores de p representados na Fig. 27a-c), independentemente da
linhagem ou da condicdo dos animais. Efeitos do pareamento,
dependentes da linhagem ou ndo, expressos na forma de interagdes, ndo
foram observados.
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Figura 27 — Porcentagem do tempo gasto em aproximagcao da fonte de odor (a)
ou escondido no compartimento fechado (b), e tempo gasto em avaliagdo de
risco (c) por machos das linhagens SLA16 (geracdo N10F5 e N10F6) e SHR,
divididos nos grupos pareados e ndo-pareados (n=10/linhagem/grupo), durante
as sessdes de familiarizacdo, EC1 e EC2 no teste do COM. Barras e linhas
verticais representam os valores da média e erro padrdo da média. (@), (@@) e
(@@@) representam efeitos gerais significativos da sessdo, com os escores de
ECL1 e de EC2 diferindo daqueles da familiarizagdo (p<0,05, p<0,01 e p<0,001,
respectivamente). ANOVA de duas vias para medidas repetidas, para os fatores
linhagem, condicdo e sessdo (repeti¢do), seguida do teste post-hoc Newman-
Keuls para o fator sessdo.
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3.2.2 Fendtipos Relacionados ao TDAH

Caixas de atividade ndo-familiar e familiar

A ANOVA de duas vias detectou diferencas locomotoras entre
as linhagens na CAtiv ndo-familiar, tanto no primeiro (0-10) quanto no
altimo  (50-60) intervalo de 10 minutos (F84=9,98, p<0,01 e
Fa.82=7,32, p<0,01, respectivamente), assim como diferencas entre os
sexos (Fq.g4=24,78, p<0,001 e F(;84=23,90, p<0,001, respectivamente)
(Fig. 28a). Uma ANOVA de medidas repetidas com os escores obtidos a
cada 5 minutos (ndo-cumulativos) revela efeitos significativos da
linhagem (F154=15,54, p<0,001, SLA16>SHR), do sexo (F s4=74,14,
p<0,001, fémeas>machos) e do tempo (F(1,024=73,24, p<0,001), mas
ndo interacbes entre sexo e linhagem, tempo e sexo, tempo e linhagem
ou tempo, sexo e linhagem (p>0,05) (Fig. 28b). Contudo, apesar da
interacdo entre tempo e linhagem ndo ter sido estatisticamente
significativa, é possivel sugerir um efeito do tempo sobre as diferengas
motoras entre as linhagens, sobretudo em machos. Neles, a partir dos 40
minutos de teste, em 4 dos 5 periodos analisados (ou seja, 80% das
amostras de tempo) as médias das duas linhagens sdo praticamente
idénticas. Essa variacdo na diferenca entre as linhagens ao longo do
tempo foi confirmada na andlise dos dltimos 30, 60, 90 e 120 minutos de
teste na CAtiv familiar (Gltimos 60 minutos representados na Fig. 29),
onde a diferenca entre as linhagens desaparece apds 21,5 horas de
habituacéo (p>0,05).
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Figura 28 — Numero de interrupgdes dos feixes infravermelhos na CAtiv durante
0s primeiros e Gltimos 10 minutos de teste (a), € a cada 5 minutos (ndo-
cumulativos) (b), durante a sessdo de 60 minutos do protocolo ndo-familiar. O
protocolo ndo-familiar foi realizado com machos e fémeas das linhagens SLA16
(geragdo N10F4) e SHR (n=18-28/linhagem/sexo). Simbolos ou barras e linhas
verticais representam os valores da média e erro padrdo da média. (**)
representam efeitos gerais significativos do fator linhagem (p<0,01), e (###)
representam efeitos gerais significativos do fator sexo (p<0,001). ANOVA de
duas vias para os fatores linhagem e sexo (a) e ANOVA de medidas repetidas
para os fatores linhagem, sexo e tempo (repetigéo) (b).
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Figura 29 — Numero de interrupcGes dos feixes infravermelhos na CAtiv na
Gltima hora de teste do protocolo familiar. O protocolo familiar foi realizado
apenas com os machos das linhagens SLAL16 (geracdo NI1OF5) e SHR
(n=10/linhagem). Barras e linhas verticais representam os valores da média e
erro padrdo da média. Teste t de Student.

Mudanca da configuracéo atencional

Durante a realizacdo do teste da MCA (Fig. 30a-b), 2 animais
da linhagem SLAL6 ultrapassaram o limite de 100 sessdes previamente
estabelecido, sendo, portando, excluidos da amostra. O teste t revelou
diferenca significativa da linhagem apenas para 0 numero de sessdes
para atingir o critério de aprendizado na discriminagdo de respostas (Fig.
30a) (p<0.05), com os ratos SHR necessitando de um maior nimero de
sessdes do que os SLA16. As duas linhagens ndo diferiram no nimero
de sessdes para atingir o critério de aprendizado (Fig. 30a), nem no
nimero ou tipo de erros cometidos (Fig. 30b) durante a fase de
discriminacdo da dica visual.
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Figura 30 — NUmero de sessfes necessarias para atingir o critério nas fases de
discriminagdo de respostas e de discriminagdo da dica visual (a) e nimero de
erros cometidos durante a fase de discriminagdo da dica visual (b) no teste de
MCA por machos das linhagens SLA16 (geracdo N10F5 e N10F6) e SHR (n=9-
12/linhagem). Os erros estdo representados por tipo (perseverantes — PE,
regressivos — RE e nunca-refor¢cados — NR) ou agrupados na forma do nimero
total de erros. Barras e linhas verticais representam os valores da média e erro
padrdo da média. (*) representa um efeito significativo da linhagem (p<0,05).
Teste t de Student.
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4 DISCUSSAO

Um dos principais objetivos deste estudo foi delimitar
fisicamente e avaliar os efeitos do locus Anxrrl6, localizado no
cromossomo 4 do rato, sobre comportamentos relacionados a ansiedade
e outros fendtipos associados. Isto foi feito através do refinamento
genotipico da linhagem congénica SLA16, acompanhado de uma série
de testes comportamentais relacionados a ansiedade, a atividade
locomotora, a flexibilidade comportamental e a atencéo.

Como ja relatado anteriormente, durante a construcdo da
linhagem congénica SLA16 o locus Anxrrl6 foi definido em uma regido
de 86,3 Mpb, flanqueada pelos marcadores moleculares D4Rat76 e
D4mghll. No entanto, os animais testados durante este trabalho
possuiam uma regido menor, de cerca de 68,5 Mpb, em homozigoze
para alelos da linhagem LEW. Essa diminui¢do do tamanho do locus
diferencial foi provavelmente causada pelo abandono do marcador
molecular D4AMghl11 durante a genotipagem da geracdo N10, o que
reduziu o tamanho da regido selecionada de 86,3 Mpb para 65,2 Mpb
naquela geracdo, que foi a dltima originada a partir de um
retrocruzamento. Ainda assim, a frequéncia de alelos SHR no fragmento
do locus Anxrrl6 que ainda ndo é homozigoto para alelos da linhagem
LEW (que possui cerca de 17,8 Mpb, entre os marcadores D4Rat61 e
D4Mghll) é baixa, estando entre 0% e 31% nas geracGes aqui
avaliadas.

Dessa forma, podemos dizer que as diferencas comportamentais
encontradas entre as linhagens SLA 16 e SHR sdo muito provavelmente
causadas pelo locus Anxrrl6, uma vez que, desde a geracdo N10F1, a
imensa maioria (mais de 99,9%) do genoma dos ratos SLAL6 fora do
cromossomo 4 ja era constituida por alelos SHR. Além disso, conforme
as geragdes foram sendo selecionadas, a proporc¢do de alelos SHR nas
porcBes do cromossomo 4 externas ao locus Anxrrl6 aumentou, o que
deixa ainda maior a probabilidade do(s) gene(s) causador(es) das
diferencas observadas estar(em) dentro desse locus. Devemos também
considerar que o DNA residual origindrio da linhagem LEW ainda
presente nas regides externas ao locus Anxrrl6 (menos de 0,1% do
genoma) encontra-se aleatoriamente distribuido em diferentes pontos do
genoma de cada rato congénico analisado, 0 que torna extremamente
improvavel a contribuicao desses alelos para os efeitos aqui observados.

Em relacéo ao protocolo padrdo do teste do CA, a influéncia do
locus Anxrrl6 sobre a locomocéo central, supostamente relacionada a
ansiedade, € nitida, o que corrobora os efeitos deste QTL descritos por
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Ramos et al. (1999). Diversos estudos reportaram que os efeitos de
Anxrrl6 somente estavam presentes em fémeas (RAMOS et al., 1999;
VENDRUSCOLO et al., 2006a), ou em machos (1ZiDIO et al., 2011) ou
em ambos os sexos (MORMEDE et al., 2002; HAMEISTER et al.,
2008). O presente estudo indica que esta diferenca esta presente em
animais de ambos 0s sexos, 0 que pode ter sido revelado gracas a
robustez da ferramenta utilizada, através da qual é possivel avaliar os
efeitos do locus Anxrrl6 de forma praticamente isolada. As diferencas
comportamentais encontradas nesse estudo também estéo de acordo com
a natureza criptica deste QTL, j& que a presenca dos alelos da linhagem
LEW no locus Anxrrl6 parece aumentar a exploracdo de ambientes
novos efou aversivos, conforme j& relatado em estudos anteriores
envolvendo essa regido (RAMOS et al., 1999; MORMEDE et al., 2002;
VENDRUSCOLO et al., 2006a; 1ZIDIO et al., 2011). Entretanto,
diferencas relacionadas & locomocéo periférica — que é frequentemente
considerada um indice da atividade locomotora — foram também
encontradas. Diversos autores sugerem que medidas tidas como
locomotoras podem também ser moduladas por diferentes niveis de
ansiedade (WEISS et al., 1998; MORMEDE et al., 2002; ROY et al.,
2009), uma vez que em varios testes de ansiedade baseados no
comportamento exploratério, dentre eles 0 CA, ndo é possivel realizar
uma completa separacdo entre os comportamentos relacionados a
ansiedade ou a locomocdo (TAKAHASHI et al., 2006). Além disso,
estes resultados s&o consistentes com estudos anteriores, que mostram
uma correlacdo genética entre a locomogao central e periférica no CA
(MORMEDE et al., 2002; 1ZIDIO et al., 2011).

Um efeito geral do sexo pdde ser observado sobre as
locomocdes central e periférica, sempre com as fémeas apresentando
escores mais altos do que os machos. Estas diferencas na atividade séo
frequentemente encontradas quando o CA ¢é realizado com animais de
ambos os sexos (RAMOS et al., 1997; RAMOS et al., 2002;
HINOJOSA et al., 2006; 1ZIDIO et al., 2011), e vem sendo relatada
desde os primeiros experimentos com esse aparato (HALL, 1934).

Apesar de interacBes significativas entre linhagem e sexo nao
terem sido observadas para as medidas de locomogdo central ou
periférica no CA padréo, é observada uma tendéncia, principalmente das
fémeas, em diferir nessas medidas relacionadas a locomogdo -
independentemente do componente emocional envolvido - mas néo na
porcentagem de locomogdo central, medida esta que tenta dissociar o
componente motor do emocional. J& os machos das duas linhagens
mostram uma tendéncia a diferir principalmente na locomocéo central, e
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uma interagdo significativa entre linhagem e sexo foi observada na
porcentagem de locomocdo central no CA, com apenas 0s machos
diferindo no sentido esperado. Entretanto, na locomocéo periférica, uma
medida majoritariamente locomotora, 0s escores dos machos de ambas
as linhagens permanecem bastante proximos, ao contrario dos das
fémeas. Com isso, seria possivel imaginar que, apesar das linhagens
diferirem independentemente do sexo nas medidas de locomocéo central
e periférica no teste do CA, a contribuicdo das fémeas para esta
diferenga seria principalmente de ordem locomotora, enquanto a
contribuicdo dos machos estaria mais associada a emocionalidade. Esta
hipotese poderia ser confirmada utilizando-se um numero amostral
maior, sobretudo de machos, uma vez que nesta geracdo apenas 18
machos da linhagem SHR estavam disponiveis para teste, 0 que pode ter
mascarado possiveis interacdes entre linhagem e sexo.

Os resultados do teste do CA sob alta ou baixa luminosidade —
desta vez com um nimero amostral de 31 animais por linhagem - véo de
encontro & hipotese das diferentes contribui¢bes dos sexos para o efeito
da linhagem. Esse teste foi realizado apenas com os machos da geragéo
N10F5, e, ainda assim, efeitos robustos do locus Anxrrl6 foram
mantidos ndo apenas sobre a locomogdo central, mas também sobre a
periférica, sempre no sentido esperado. O U(nico efeito que a
luminosidade teve nesse protocolo, que na verdade trata-se de uma
interacdo significativa entre linhagem e luminosidade, foi sobre o tempo
permanecido no centro do CA, onde a alta luminosidade mostrou ser um
estimulo ansiogénico apenas para 0s animais da linhagem SHR. Esta
diferenca na reatividade emocional provocada pela luminosidade pode
corroborar os efeitos do locus Anxrrl6é como ndo sendo puramente
locomotores, uma vez que o tempo permanecido no centro do CA nao é
diretamente afetado pela atividade locomotora dos animais. Desta
forma, o locus Anxrrl6 estaria afetando, a0 mesmo tempo, uma medida
de locomocdo majoritariamente relacionada ao estado emocional
(central), a atividade locomotora per se (periférica), e uma medida de
emocionalidade menos afetada pela atividade motora (tempo
permanecido no centro). Ao contrario do observado no teste do CA
realizado com machos e fémeas, ndo foi encontrado aqui um efeito geral
da linhagem sobre a porcentagem de locomocéo central. A auséncia de
efeito da luminosidade sobre as variaveis analisadas (exceto na interacdo
entre linhagem e luminosidade encontrada para o tempo permanecido no
centro) estd de acordo com os resultados obtidos por Ramos et al.
(2002), que encontraram diferengas significativas entre as linhagens
LEW e SHR para medidas relacionadas a ansiedade no CA,
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independentemente da luminosidade utilizada no teste. Cabe lembrar
gue, mesmo sob luz fraca, 0 CA é um ambiente novo e, portanto,
potencialmente aversivo para 0s animais.

O teste do CA seguido da analise do ciclo estral mostrou que as
diferencas ja encontradas na locomocao central e periférica se mantém,
independentemente da fase do ciclo estral na qual as fémeas se
encontram. lzidio et al. (2011) encontraram um QTL sugestivo para a
locomocéo central no CA, na mesma regido do locus Anxrrl6, apenas
no grupo das fémeas nas fases de diestro e proestro. Novamente, por se
tratar de uma ferramenta genética mais “limpa”, e, por isso, ser capaz de
evidenciar os efeitos deste locus sem tanta interferéncia da
heterogeneidade do restante do genoma (como nos estudos com
geragdes F2, por exemplo), a linhagem congénica pode ter possibilitado
a deteccdo de diferengas entre as linhagens que na analise de Izidio et al.
(2011) s6 foram detectadas na fase onde estas sdo mais pronunciadas.
Esses resultados também estdo de acordo com os do CA padréo e do CA
sob alta ou baixa luminosidade, onde as mesmas diferencas na
locomocgdo central e periférica foram observadas. Contudo, mesmo na
analise feita apenas com a segunda leva experimental, a disparidade no
nimero de fémeas obtido nas diferentes fases do ciclo estral pode ter
mascarado efeitos das fases ou interacdes entre fase e linhagem.

No teste do CA realizado com animais previamente tratados
com CDZ, também foram observadas as diferencas significativas entre
as linhagens para a locomocdo central e periférica, o que reforca a
consisténcia e robustez dessas diferencas. As linhagens também
apresentaram diferenca significativa para a porcentagem da locomocéo
realizada no centro do CA, do mesmo modo que no CA padréo.

O efeito ansiolitico esperado do tratamento com CDZ se
manifestou através de uma tendéncia ao aumento da locomocao central,
exibido apenas por animais da linhagem SLA16 tratados com a dose de
10mg/kg (em relacdo aos controles da mesma linhagem). O CA é um
teste parcialmente sensivel ao efeito ansiolitico das benzodiazepinas
classicas, apesar de ser insensivel a outros compostos eficazes no
tratamento do transtorno de ansiedade generalizada ou de panico — como
0 alprazolam e o tratamento cronico com inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina (PRUT; BELZUNG, 2003). Na literatura, é
possivel encontrar diversos estudos que relatam o efeito ansiolitico do
CDZ sobre ratos no teste do CA (SANGER; ZIVKOVIC, 1988;
ANGRINI; LESLIE; SHEPHARD, 1998; VENDRUSCOLO et al.,
2003; KNOLL et al., 2007), normalmente verificado através de
comportamentos associados ao centro deste aparato. Apesar disso,
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outros estudos também relatam a auséncia de efeito destes compostos no
CA (SANGER; ZIVKOVIC, 1988; RAMOS et al, 2008;
WEHRMEISTER et al.,, 2010). Dentre os fatores que podem estar
influenciando esta variedade de respostas, estdo as doses e vias de
administracdo, as linhagens, e as variages no protocolo utilizado
(PRUT; BELZUNG, 2003). Esta possivel diferenca na resposta das
linhagens ao CDZ pode estar refletindo uma menor sensibilidade da
linhagem SHR as benzodiazepinas. Mais estudos envolvendo ambas as
linhagens e diferentes compostos benzodiazepinicos, bem como outras
classes de ansioliticos, poderdo esclarecer melhor esta relagéo.

De forma contraria ao esperado, um efeito ansiogénico foi
encontrado para a dose de 0,5 mg/kg de CDZ, a qual diminuiu a
locomogdo central dos animais, independentemente da linhagem.
Entretanto, a literatura também reconhece que doses moderadas de
benzodiazepinas podem diminuir a atividade em ratos (PRUT,;
BELZUNG, 2003), o que pode explicar esse efeito. Assim, apesar de
serem possivelmente menos sensiveis aos efeitos ansioliticos do CDZ,
0os SHR parecem responder de forma semelhante aos SLA16 a
diminuicdo da atividade causada por doses moderadas deste composto,
uma vez que apenas um efeito geral da dose foi detectado. O fato do
tratamento com CDZ ter exibido efeito, sendo ele ansiolitico ou
ansiogénico, apenas sobre locomocao central (e ndo sobre a locomogéo
periférica) indica que a droga nao teve efeito sedativo em nenhuma das
doses utilizadas.

Ja no teste do CA realizado com animais previamente tratados
com PTZ, apenas tendéncias marginalmente significativas do fator
linhagem sobre a locomogdo central e periférica foram observados. Isto
se deve provavelmente ao pequeno ndmero de animais testado por
linhagem (n=20), quando comparado aos demais testes do CA realizados
(que variavam entre 31 e 57 animais por linhagem), ou a baixa dose
utilizada. Um efeito geral significativo da linhagem foi encontrado
somente para o tempo permanecido no centro do CA, porém no sentido
contrario ao esperado: com 0s animais da linhagem SHR permanecendo
mais tempo no centro do CA do que os SLA16. Esse é um resultado
dificil de ser explicado, uma vez que, dentro de todas as varia¢cdes do
CA realizadas nesse trabalho, esta é a primeira e Unica vez em que a
linhagem SHR exibe um comportamento menos “ansioso” do que a
linhagem SLA16. Um efeito inesperado do tratamento também foi
encontrado para essa mesma variavel, com os animais tratados com 10
mg/kg de PTZ permanecendo mais tempo no centro do CA do que 0s
tratados com salina. O efeito ansiogénico e hipolocomotor do PTZ sobre
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ratos, inclusive no teste do CA, ¢ frequentemente relatado (PELLOW et
al., 1985; RAMOS et al., 1997; RAMOS et al., 2008), e este maior
tempo permanecido no centro do aparato pelos animais tratados poderia
estar refletindo uma menor atividade motora dos mesmos, que os faria
levar mais tempo para se deslocar do centro (ponto de partida do teste)
para a periferia do aparato. Contudo, devido a disponibilidade de um
nimero limitado de animais, apenas uma dose de PTZ foi utilizada nesse
experimento, fazendo com que o0s resultados obtidos carecam da
comparacdo com outras doses dessa droga. Tal comparacdo poderia
contribuir na elucidacao deste efeito inesperado.

Resumidamente, os resultados obtidos através do teste do CA,
realizado com animais das diferentes geracBes e com variagdes do
protocolo experimental, revelam diferengas robustas (e independentes
do sexo) entre as linhagens nas medidas de locomogdo central — um
indice experimental de ansiedade — bem como na medida de locomocéo
periférica — que reflete majoritariamente a atividade motora, mas que
também pode sofrer influéncia do estado emocional dos animais. Além
disso, diferencas significativas entre os machos de ambas as linhagens
na porcentagem da locomocgédo realizada na &rea central e no tempo
permanecido no centro do CA — variaveis também relacionadas a
ansiedade, mas que ndo envolvem téo fortemente o componente motor —
foram encontradas em algumas varia¢fes do protocolo. O tratamento
com o ansiolitico CDZ apresentou uma tendéncia préxima ao nivel de
significAncia para dose mais alta utilizada somente na linhagem SLA16.
De uma forma geral, estes resultados sugerem que os efeitos do locus
Anxrrl6 sobre a locomocdo central no CA podem estar relacionados
com a ansiedade.

Em relacdo aos resultados obtidos no teste da CBP padréo,
foram observados efeitos da linhagem e do sexo, no sentido esperado,
sobre as variaveis tempo e porcentagem de tempo permanecido no
compartimento branco, e nimero de transi¢fes entre os compartimentos,
todas medidas relacionadas a ansiedade (CRAWLEY, 1981; COSTALL
et al., 1989; CHAOULOFF; DURAND; MORMEDE, 1997). No
experimento envolvendo CBP e CDZ, os machos das duas linhagens
também diferiram no tempo permanecido no compartimento branco, e
uma diferenca marginalmente significativa foi encontrada para a
locomogao nesse compartimento, sempre no sentido esperado (SLA16
apresentando escores mais altos em relagdo aos SHR). Curiosamente,
nenhum efeito do tratamento com o CDZ foi observado na CBP,
inclusive sobre as transicdes, 0 que seria esperado se considerarmos que
0 teste da CBP foi inicialmente proposto com as transi¢des sendo uma
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medida comportamental responsiva as benzodiazepinas, €, portanto,
relacionada a ansiedade (CRAWLEY; GOODWIN, 1980; CRAWLEY,
1981). Apesar do consistente efeito das benzodiazepinas sobre o
comportamento de camundongos na CBP (CRAWLEY; GOODWIN,
1980; CRAWLEY, 1981; COSTALL et al, 1989; BOURIN;
HASCOET, 2003), diversos estudos com ratos demonstram a auséncia
de efeito ansiolitico do CDZ, bem como de outras drogas ansioliticas,
sobre medidas classicas de ansiedade na CBP, sugerindo que talvez este
aparato ndo seja tdo eficiente na avaliagdo dos efeitos de drogas
ansioliticas em ratos quanto é em camundongos (CHAOULOFF;
DURAND; MORMEDE, 1997; BILKEI-GORZO; GYERTYAN;
LEVAY, 1998; RAMOS et al., 2002).

Por altimo, no teste envolvendo o tratamento prévio com PTZ,
somente foram identificadas tendéncias marginalmente significativas da
linhagem, no sentido esperado, para medidas relacionadas & exploracéo
do compartimento branco, que, da mesma forma que as tendéncias
encontradas no experimento do CA com PTZ, poderiam ser resultado do
numero amostral reduzido desse experimento ou da baixa dose
escolhida. Foram observados efeitos significativos do tratamento sobre a
locomocgdo nos compartimentos branco e preto da CBP, com o PTZ
diminuindo a locomog¢do em ambos, independentemente da linhagem. A
diminuicdo da exploracdo de ambos os compartimentos da CBP pode ser
um reflexo do efeito ansiolitico e hipolocomotor do PTZ. Novamente,
um experimento com mais doses dessa droga se faz necessario para um
melhor entendimento dos seus efeitos sobre as linhagens SLA16 e SHR.

Em conjunto, os dados obtidos na CBP corroboram o efeito do
locus Anxrrl6 sobre comportamentos relacionados a ansiedade, através
de efeitos significativos (e tendéncias marginalmente significativas) da
linhagem sobre a exploragdo do compartimento branco e sobre 0 nimero
de transigdes. O tratamento com CDZ ndo corrobora a relagdo destas
varidveis com a ansiedade. Ja o tratamento com PTZ revelou apenas
tendéncias no sentido esperado.

No LCE, somente diferencas nas entradas nos bragos fechados e
namero total de entradas foram observadas entre as linhagens e entre 0s
sex0s, com os escores dos ratos SLA16 e das fémeas sendo maiores do
que os dos ratos SHR e dos machos, conforme o esperado.
Originalmente, o nimero total de entradas era considerado a principal
medida locomotora avaliada nesse teste, entretanto, estudos
multifatoriais mostraram que esta medida se enquadra em fatores
relacionados a ansiedade e & locomogéao, enquanto apenas a medida de
locomocgdo nos bracos fechados se enquadra exclusivamente no fator
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relacionado a locomocdo (PELLOW et al., 1985; CRUZ; FREI,
GRAEFF, 1994; RODGERS; JOHNSON, 1995). Foi encontrada uma
tendéncia marginalmente significativa do fator linhagem sobre o nimero
de entradas nos bracos abertos, medida classicamente relacionada a
ansiedade (PELLOW et al., 1985), também no sentido esperado. Os
dados obtidos no LCE refletem diferencas entre as linhagens
principalmente de ordem locomotora ndo corroborando totalmente os
dados obtidos no CA e na CBP.

Diferentes aspectos dos efeitos comportamentais do locus
Anxrrl6 puderam ser observados no TT, um teste integrado
desenvolvido para fornecer uma ampla gama de medidas relacionada &
ansiedade e & locomogdo em uma Unica sessdo (RAMOS et al., 2008;
FRASER et al., 2010; WEHRMEISTER et al., 2010). Os resultados
obtidos no TT confirmaram as diferencas comportamentais encontradas
nos testes do CA e do LCE individuais, tanto as relacionadas a
ansiedade quanto & locomocéo, mas ndo aquelas verificadas na CBP.
Destacam-se o0s efeitos significativos da linhagem sobre tempo
permanecido e o nimero de entradas nos bragos abertos do LCE,
importantes medidas relacionadas a ansiedade que ndo tiveram efeito
significativo na forma individual do LCE. A auséncia de efeitos
significativos da linhagem sobre as variaveis da CBP (que ja haviam
sido observados no protocolo individual) no teste integrado pode estar
relacionada com o menor nimero amostral utilizado no TT em relagédo
aos testes individuais.

No LTE, a ANOVA de medidas repetidas revelou que as duas
linhagens testadas diferiram tanto nos escores de esquiva inibit6ria
guanto nos escores de fuga, com os tempos de esquiva e de fuga sempre
maiores na linhagem SHR do que na SLA16, independentemente da
sessdo. Apesar de interagGes significativas entre linhagem e sessdo néo
terem sido encontradas para nenhuma das duas medidas, observa-se em
ambas que os escores dos animais SLA16 ndo apresentam grandes
variacles entre as sessdes, enquanto 0s escores dos SHR tendem a
aumentar ao longo das sessdes da esquiva inibitéria e a diminuir na
fuga. Isto poderia indicar uma maior facilidade dos animais da linhagem
SHR em adquirir a esquiva inibitéria, possivelmente induzida por
apresentarem niveis de ansiedade mais altos dos que os da SLA16
(ZANGROSSI; GRAEFF, 1997). Os menores escores apresentados pela
linhagem SLAL6 tanto nas medidas de esquiva quanto nas de fuga
poderiam também ser um reflexo de uma maior atividade motora destes
animais.
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Ramos et al. (2002), realizando uma versdo semelhante do LTE
descrito nesse trabalho, observaram que os machos da linhagem SHR
precisaram de mais sessfes do que os LEW para adquirir a esquiva
inibitéria de 300 segundos, €, ainda assim, tiveram um tempo de esquiva
menor na sessdo realizada no dia seguinte. Interessantemente, 0s
animais da linhagem LEW exibiram um comportamento mais “ansioso”
em relagdo aos SHR no teste do LTE realizado por Ramos et al. (2002),
enguanto, no experimento aqui descrito, os animais SLAL6 - que
possuem alelos LEW apenas no locus Anxrrlé — manifestaram
comportamentos menos “ansiosos” do que os SHR. Desta forma, os
resultados obtidos na esquiva inibitoria estdo de acordo com o esperado
quando consideramos o efeito criptico do QTL Anxrrl6 sobre
comportamentos relacionados a ansiedade. Contudo, a influéncia de
possiveis diferencas de aprendizado entre as linhagens ndo pode ser
descartada, uma vez que as diferencas emocionais detectadas pelo LTE,
sobretudo na esquiva inibitoria, sdo dependentes do aprendizado
(RAMOS et al., 2002).

Na analise do COM, observa-se que a diferenca entre os escores
da sessdo de familiarizacdo e dos dois dias de teste (EC1 e EC2) nas
variaveis analisadas (porcentagem de tempo de aproximacao da fonte de
odor, porcentagem de tempo permanecido no compartimento fechado e
tempo gasto em avaliagdo de risco) foi um efeito geral das sessdes.
Dessa forma, ndo é possivel afirmar que houve o pareamento entre o
odor e o chogue em nenhuma das linhagens, pois as diferencas entre as
sessOes encontradas ndo foram dependentes da condicdo (pareado ou
ndo-pareado).

Entretanto, apesar da auséncia de efeitos significativos da
condicdo, é possivel observar uma tendéncia dos animais de ambas as
linhagens a aquisicdo das respostas de medo. Isso € sugerido pelas
médias dos grupos pareados que se apresentam sempre maiores do que a
dos seus respectivos controles (ndo-pareado de cada linhagem) nas
sessbes EC1 e EC2 para as variaveis porcentagem de tempo
permanecido no compartimento fechado e tempo gasto em avaliagdo de
risco, e menores a para porcentagem de tempo de aproximacéao da fonte
de odor, conforme esperado no pareamento.

Um estudo utilizando ratos Wistar verificou que a utilizacéo de
um, dois ou trés pareamentos entre o estimulo olfatério e o chogque ndo
foram suficientes para promover o aprendizado do medo condicionado
nesses animais, que foi adquirido somente apds cinco pareamentos
(KROON; CAROBREZ, 2009). No presente estudo, um ndmero ainda
maior de pareamentos entre o choque e o estimulo olfatério, ou até
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mesmo um aumento na intensidade destes choques, poderia enfatizar as
diferencgas entre o0s grupos pareados e ndo-pareados dentro das sessfes
EC1 e EC2. Dessa forma, também seria possivel verificar se existe
diferenca no aprendizado do medo condicionado entre as duas
linhagens.

A avaliacdo de comportamentos relacionados ao TDAH foi
motivada pela ampla utilizacéo da linhagem SHR como modelo animal
para este transtorno, bem como pela observacdo repetida e consistente
das diferencas locomotoras entre as linhagens SLA16 e SHR. A
linhagem SHR ¢ bastante ativa (quando comparada a Wistar-Kyoto), e
exibe sintomas comportamentais e dificuldades neurocognitivas
similares as de individuos portadores de TDAH (como a hiperatividade,
a desatencao e a impulsividade) que, inclusive, respondem ao tratamento
com metilfenidato, a droga mais amplamente prescrita no tratamento
deste transtorno (SAGVOLDEN; HENDLEY; KNARDAHL, 1992; DE
BRUIN et al., 2003; KANTAK et al., 2008).

Em uma tentativa de compreender e interpretar as diferengas
locomotoras entre as duas linhagens, a CAtiv foi utilizada, seguindo
inicialmente um protocolo sem familiarizacdo, no qual a locomocao foi
medida durante uma hora em um ambiente desconhecido.
Posteriormente, um protocolo com familiarizacdo mediu a locomogéo
durante duas horas, ap6s um periodo de 21,5 horas de habituacao.
Observando-se o grafico ndo-cumulativo da CAtiv ndo-familiar,
percebe-se que a diferenca locomotora entre as linhagens, sobretudo em
machos, parece maior durante os primeiros minutos de teste, apesar de
nenhuma interacdo significativa entre tempo e linhagem ter sido
verificada. Dessa forma, € possivel imaginar que ocorra um decréscimo
dessa diferenca locomotora com a habituagdo ao novo ambiente. Ainda
assim, os 60 minutos de teste do protocolo ndo-familiar ndo foram
suficientes para eliminar o carater aversivo do novo ambiente. Conforme
0 esperado, apds as 21,5 horas de habituagdo do protocolo familiar, ndo
foram observadas diferencas locomotoras entre as linhagens nos
intervalos de tempo analisados (Gltimos 30, 60, 90 ou 120 minutos).

Uma vez que ndo foram encontradas diferencas significativas
entre 0s escores de atividade de ambas as linhagens ap6s a habituacdo
em um ambiente previamente desconhecido, e por efeitos significativos
da linhagem terem sido encontrados para comportamentos relacionados
a ansiedade, mas que ndo envolvem diretamente um componente motor
(como o tempo permanecido no compartimento branco da CBP e nos
bragos abertos do EPM), os resultados deste estudo sugerem que o locus
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Anxrrl6 modula de fato a reatividade ao estresse, e ndo a atividade
motora espontanea, como havia sido suposto.

O teste da MCA, modelo de atencdo e flexibilidade
comportamental, mostrou uma diferenca significativa entre as linhagens
apenas para 0 nimero de sessGes necessarias para atingir o critério de
aprendizado na etapa de discriminacdo de respostas, onde o animal
deveria aprender uma simples estratégia egocéntrica. Esse resultado
pode indicar um prejuizo de aprendizado dos animais da linhagem SHR
em relacdo aos congénicos, ndo necessariamente envolvendo
caracteristicas particulares ao TDAH, e devera ser melhor investigado.
Contudo, a auséncia de efeito da linhagem sobre o nimero de sessdes
para atingir o critério de aprendizado na fase de discriminagdo da dica
visual, quando o animal deve abandonar uma estratégia previamente
adquirida e redirecionar a sua configuracdo atencional para um estimulo
diferente, em conjunto com os escores semelhantes de erros do tipo
perseverante, indica que ndo ha diferenca entre as linhagens em relagéo
a flexibilidade comportamental. Os indices de atengdo das duas
linhagens também parecem ser idénticos, uma vez que ndo foram
encontradas diferengas significativas entre 0s numeros de erros
regressivos ou nunca-reforcados, os quais refletem aspectos atencionais
(FLORESCO et al.,, 2006b; KANTAK et al., 2008). Portanto, no
presente estudo, ndo foi possivel estabelecer uma relagdo entre o locus
Anxrrl6 e fendtipos relacionados ao TDAH.

Por fim, pode-se dizer que os resultados obtidos confirmam a
primeira hip6tese formulada no inicio deste trabalho, a qual afirma que
os alelos LEW no locus Anxrrl6 da linhagem SLAL6 fariam com que
ela se comportasse de forma menos ansiosa do que a linhagem parental
SHR nos testes comportamentais relacionados a ansiedade. A
confirmacdo dessa hip6tese corroborou a localizagdo do QTL Anxrrl6
nesse locus, bem como os seus efeitos sobre comportamentos
relacionados a ansiedade e o seu carater criptico. A influéncia do ciclo
estral nos efeitos de Anxrrl6 sobre os comportamentos relacionados a
ansiedade, sugerida na segunda hipdtese, ndo foi confirmada neste
trabalho, sendo os efeitos de Anxrrl6é observados nas fémeas
independentemente da fase do ciclo estral na qual se encontravam.
Finalmente, com relagdo a terceira hipétese formulada, este trabalho
sugere que o aspecto locomotor afetado pelo QTL Anxrrl6 esta
relacionado a emocionalidade/ansiedade, e ndo & caracteristicas
relacionadas ao TDAH.

De acordo com a pesquisa bibliografica realizada, a linhagem
SLA16 é a Unica linhagem de ratos congénica desenvolvida no mundo
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utilizando um QTL relacionado a ansiedade como locus diferencial. O
presente estudo comprova a utilidade desta ferramenta na identificacdo
dos efeitos do locus Anxrrl6, sobretudo, mas ndo somente, sobre 0s
comportamentos relacionados a ansiedade. Apesar do um amplo
screening comportamental realizado nesse trabalho, uma infinidade de
outros fendtipos ainda necessita ser investigada na linhagem SLA16,
dentre os quais estdo o aprendizado, a memoria, e diferentes indices de
ansiedade e atividade motora.

Além disso, com os efeitos comportamentais deste locus
confirmados, o intervalo cromossdmico contendo o QTL de interesse
fica claramente delimitado na linhagem congénica. Esta delimitacéo
permite a posterior geracdo de linhagens sub-congénicas, que sdo um
préximo passo rumo a identificagdo do(s) gene(s) responsavel(is) pelos
efeitos desse locus. Na linhagem sub-congénica a regido do locus
diferencial é fragmentada, originando vérias linhagens, cada uma
possuindo uma parcela deste locus. Esta fragmentacdo € normalmente
fruto de recombinagdes que acontecem ap6s um intercruzamento dos
animais da linhagem congénica, ou do retrocruzamento destes animais
com a linhagem que serviu como receptora durante o0 seu
desenvolvimento (ARMSTRONG; BRODNICKI; SPEED, 2006;
FARBER; MEDRANO, 2007). Essa estratégia devera ser desenvolvida
com a linhagem SLA16 em um futuro préximo.

Existem cerca de 87 QTLs descritos no Rat Genome Database
Website (2012b) na regido compreendida pelo locus Anxrrl6 (aqui
definido como a regido de 86,3 Mpb, entre os marcadores D4Rat76 e
D4Mgh11) sendo pelo menos cinco deles relacionados a resposta ao
estresse, 0 que pode comprometer a relacdo entre os resultados aqui
reportados e 0 QTL Anxrrl6 descrito por Ramos et al. (1999). Outros
QTLs comportamentais também foram descritos nessa regido para o
consumo de alcool e de alimento (RAT GENOME DATABASE
WEBSITE, 2012b).

Izidio et al. (2011), ao procurarem por QTLs relacionados a
emocionalidade e ao consumo de &lcool no cromossomo 4 de F2
originadas do cruzamento das linhagens LEW e SHR, encontraram uma
série de QTLs sugestivos e significativos dentro do intervalo do locus
Anxrrl6. Nesta regido, um QTL significativo para a locomogdo no
centro do CA foi identificado nos machos, inclusive exibindo um efeito
criptico. Além desse, outros QTLs relacionados & locomocao periférica
no CA, & locomogdo no compartimento branco da CBP, e aos tempos
permanecidos nos compartimentos branco e preto da CBP foram
encontrados dentro deste locus. Nas fémeas, apenas QTLs sugestivos
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foram encontrados dentro do locus Anxrrl6, sendo 0s comportamentos
afetados por eles dependentes da fase do ciclo estral das ratas. Dentre 0s
QTLs sugestivos encontrados nesse intervalo, estdo QTLs para a
locomocgdo central (somente no grupo diestro-proestro, na mesma
localizagdo encontrada nos machos), periférica e total no CA. As fémeas
em diestro-proestro, mas ndo as em estro-metaestro, também
apresentaram, nesse intervalo, QTLs relacionados ao tempo
permanecido e a locomocao no compartimento branco da CBP. Dessa
forma, observamos que o locus Anxrrl6 parece abrigar diversos QTLs
relacionados a emocionalidade, fenétipos dificeis de serem dissociados.

Uma maneira de se isolar diferentes QTLs presentes em um
locus diferencial é a utilizagdo de um conjunto de sub-congénicos cujos
loci diferenciais se sobreponham e cubram toda a regido da linhagem
doadora. Dessa forma, o efeito do QTL em questdo, bem como o de
diversos outros QTLs vizinhos, pode ser verificado nas linhagens sub-
congénicas, e um maior refinamento ainda pode ser feito através da
andlise da sobreposicdo dos loci diferenciais entre essas linhagens
(FARBER; MEDRANO, 2007).

Em um menor intervalo cromossémico, € possivel partir para
estratégias mais pontuais, como 0 microarray, que permite a
identificacdo de diferencas na expressdo de genes escolhidos, e o
sequenciamento dos genes contidos nesse intervalo, visando a
identificacdo da(s) variante(s) alélica(s) responsavel(is) pelo efeito do
QTL (NABIKA; KOBAYASHI; YAMORI, 2000). O intervalo
compreendido pelo locus Anxrrl6 ainda é relativamente grande para
esta abordagem, possuindo aproximadamente 86,3 Mpb e contendo mais
de 950 genes.

Dentre os potenciais genes candidatos para os efeitos do locus
Anxrrl6, podemos citar o Tacrl, localizado a 116,6 Mpb do
cromossomo 4 do rato (préximo ao marcador D4Rat49), que codifica o
receptor NK; da substancia P (SP), a qual estd envolvida em diversos
processos fisioldgicos e patoldgicos, como na transmissdo de sinais de
dor e estresse, na inflamac&o, e na contracdo do musculo liso (BILKEI-
GORZO et al., 2002; SETO et al., 2005; EBNER; SINGEWALD,
2006). O Receptor NK; € o receptor pelo qual a SP possui maior
afinidade, sendo altamente expresso nas regides cerebrais envolvidas no
controle das emocbes (EBNER; SINGEWALD, 2006; HALASZ et al.,
2009). Evidéncias sugerem que o sistema SP-NK; pode estar envolvido
na fisiopatologia de transtornos psiquidtricos relacionados com o
estresse, como 0s transtornos de ansiedade e a depressdo (EBNER;
SINGEWALD, 2006). Estudos com camundongos knockout mostram
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que a delecdo do gene Tacrl faz com que os animais apresentem menos
comportamentos relacionados a depressdo e a ansiedade, quando
comparados com controles que expressam esse gene normalmente
(SANTARELLI et al., 2001; BILKEI-GORZO et al.,, 2002). Dessa
forma, possiveis polimorfismos do gene Tacrl entre as linhagens LEW
e SHR poderiam estar por trds das diferentes respostas emocionais
observadas. Esta hipOtese pode ser corroborada pelo estudo de
Vendruscolo et al. (2003), que, estudando as linhagens LEW e SHR,
verificaram diferentes respostas ansioliticas a um antagonista seletivo
dos receptores NK;, dependente da linhagem, do sexo, e do teste
comportamental utilizado.

Outro gene compreendido nesse intervalo € o Snca, localizado a
89,6 Mpb do cromossomo 4 do rato (proximo ao marcador D4Rat76),
que codifica a alfa-sinucleina, uma proteina sindptica formada por 140
aminodcidos, cujas fungBes biologicas ainda ndo estdo totalmente
elucidadas (IWAI et al., 1995; PEREZ; HASTINGS, 2004). Sabe-se que
ela estd associada a neurotransmissdo e a plasticidade sinaptica, e que
mutacBes do gene Snca e as agregacOes da proteina estdo envolvidos nos
processos patoldgicos das sinucleinopatias, que incluem a doenca de
Parkinson, a atrofia sistémica multipla e a deméncia com corpos de
Lewi (CHENG; VIVACQUA; YU, 2011). Uma func¢do na regulacdo da
biossintese da dopamina, através da inibicdo da atividade da tirosina-
hidroxilase e consequente reducdo da sintese da dopamina, também ¢é
sugerida (PEREZ et al., 2002). Estudos com camundongos mostram que
mutacdes deste gene podem conferir um perfil menos ansioso aos
animais (GEORGE et al., 2008; GRAHAM; SIDHU, 2010), apesar do
ndo-envolvimento da alfa-sinucleina com a ansiedade também ser
relatado (PENA-OLIVER; BUCHMAN; STEPHENS, 2010). A
expressao diferencial do gene Snca e da alfa-sinucleina no hipocampo,
causada por polimorfismos de nucleotideo Unico (single nucleotide
polimorphisms - SNPs), foi inicialmente relatada para as linhagens
inbred alcohol-preferring (iP) e inbred alcohol-nonpreferring (iNP)
como tendo uma possivel contribuicdo na preferéncia pelo alcool da
linhagem iP (LIANG, et al., 2003). Uma diferenca na expressao do gene
e da proteina no hipocampo também foi encontrada por Chiavegatto et
al. (2009) entre as linhagens LEW e SHR, sendo, entretanto, atribuida a
um SNP diferente. Nesse estudo, 0s autores sugerem que 0 Snca seria
um bom gene candidato a estar influenciando as diferencas nos
comportamentos relacionados & ansiedade entre as linhagens LEW e
SHR, uma vez que a variante vinda da linhagem LEW, quando em
homozigoze, aumentou os escores de locomogdo central no CA de
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animais F2, indo ao encontro do efeito criptico do QTL Anxrrl6.
Contudo, a associacdo deste SNP com a diferenca no consumo de alcool
entre as linhagens LEW e SHR néo foi encontrada.

Podemos ainda citar o gene Prok2, localizado a
aproximadamente 134,6 Mpb do cromossomo 4 do rato, ja descrito em
humanos como um dos genes que servem como assinatura molecular do
transtorno depressivo maior (SPIJKER et al., 2010). J& o neuropeptideo
Npy, codificado pelo gene homdnimo que se localiza préximo ao locus
Anxrrl6 (em 78,0 Mpb, a aproximadamente 6,8 Mpb do inicio desse
locus), apresentou acdo ansiolitica em uma série de estudos envolvendo
modelos animais, e seus receptores representam importantes alvos para
o0 desenvolvimento de farmacos relacionados & esse transtorno (HEILIG,
2004). Entretanto, como j& mencionado anteriormente, devido ao grande
nimero de genes compreendidos no locus Anxrrl6, os genes aqui
citados representam apenas possiveis responsaveis pela diferenca
comportamental entre as linhagens SLA16 e SHR, com base em
informacOes obtidas na literatura sobre os fendtipos por eles
influenciados. Somente estratégias moleculares mais pontuais, como o
microarray ou 0 sequenciamento de genes, a serem desenvolvidas apés
a geracdo de animais sub-congénicos, deverdo elucidar os genes
envolvidos nestas diferencas comportamentais.
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5 CONCLUSOES

A linhagem congénica caracterizada comportamental e
fenotipicamente através deste trabalho representa uma ferramenta
importante no entendimento das vias moleculares subjacentes aos
comportamentos, sobretudo os relacionados a ansiedade, aqui descritos.
Diferentemente das abordagens dos knockouts e transgénicos, esta
ferramenta se baseia em variantes naturais de genes que modulam
fisiologicamente o comportamento, podendo, assim, facilitar a traducéo
dos resultados obtidos através dela para humanos.

De forma resumida, o presente estudo identificou diferencas
comportamentais entre a linhagem congénica SLA16 e a sua linhagem
parental receptora, SHR, confirmando o efeito do locus Anxrrl6 sobre a
emocionalidade dos ratos. Uma vez que o background genético destas
duas linhagens é praticamente idéntico, as diferengas encontradas
podem ser atribuidas ao locus Anxrrl6, que, na linhagem SLALS6,
corresponde a um intervalo de aproximadamente 86,3 Mpb, constituido
quase que inteiramente por alelos da linhagem LEW. As diferencas
encontradas estdo de acordo com estudos prévios (MORMEDE et al.,
2002; VENDRUSCOLO et al., 2006a; 1ZIDIO et al., 2011), que
descrevem a natureza criptica deste QTL. Os efeitos deste locus podem
ser observados em uma série de comportamentos relacionados a
ansiedade, ao panico, e a locomocédo relacionada a novidade, mas nédo
nos que envolvem atencdo, flexibilidade comportamental ou atividade
locomotora em ambientes familiares. Fen6tipos relacionados a aquisicédo
do medo condicionado e ao aprendizado ainda necessitam ser melhor
investigados.
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