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RESUMO

As linhagens de ratos isogénicas SHR e SLAL6, apresentam praticamente todo o genoma
idéntico, a ndo ser por uma regido genodmica diferencial (RGD), denominada Anxrr16 localizada
no cromossomo 4. Este loci foi associado com diferencas fenotipicas entre as linhagens, como,
por exemplo, aprendizagem/memoria, pressdo arterial, consumo de alcool e principalmente
comportamentos relacionados a ansiedade. Este Ultimo estabelece um padrdo robusto e
altamente reprodutivel de menor ansiedade para a linhagem SLA16 quando comparada a sua
parental SHR em aparatos como campo aberto (CA) e labirinto em cruz elevado (LCE).
Entretanto, observou-se ao longo de alguns estudos, que quando essas linhagens eram
submetidas a tratamentos agudos ou crénicos com injecdo intraperitoneal (IP) o efeito
comportamental diferencial podia ser mascarado ou ndo aparecer. Para este fendmeno foi
proposta a hipétese que o0s genes da RGD sejam suscetiveis as manipulacdes pré-
farmacoldgicas, como contencdo para injecdo, ou estimulo nociceptivo causado pela agulha da
seringa. Assim, este estudo buscou avaliar a influéncia das manipulagdes pré-farmacoldgicas
sobre o comportamento das linhagens isogénicas SLA16 e SHR. Para isso, 0s animais foram
divididos em grupos experimentais que foram submetidos (1) apenas a contencdo, sem receber
injecdo (MAN); ou (1) a contencao e injecdo sem administracdo de substancias (PUN); ou (111)
a contencdo e injecdo de salina (SAL). Todos o0s individuos, aps 8 minutos dos respectivos
tratamentos, foram submetidos ao teste do CA e no LCE em dias consecutivos, sendo cada teste
aplicado em um dia distinto. Em suma, os resultados apontaram efeitos comportamentais
diferenciais entre as linhagens SLA16 e SHR frente a estimulos pré-teste. Estes eventos tiveram
0 poder de inverter diferencas comportamentais basais, ou equilibrar os niveis relativos a
exploracdo de regides aversivas, dos aparatos CA e LCE, principalmente para o tratamento
puncdo. As intensidades de influéncia dos tratamentos analisados ndo foram iguais entre 0s
grupos sexuais, indicando um possivel efeitos de intensidade sexo-dependente que sustenta uma
menor interferéncia dos estimulos no comportamento das fémeas. Estes dados apontariam para
possiveis diferengas neurobioldgicas advindas da regido gendmica diferencial das linhagens que
ao interagir aos estimulos externos podem ocultar possiveis diferencas de linhagem basais.
Novos estudos visando observar as implicagdes de estimulos estressores agudos nas linhagens
podem melhor elucidar os mecanismos atras dos resultados observados.

Palavras chave: Salina. Ratos. Linhagens isogénicas. Ansiedade. Estresse.



ABSTRACT

The isogenic rat strains SHR and SLAL16 present virtually identical genomes, except for a
differential genomic region (DGR) called Anxrr16 located on chromosome 4. This locus has
been associated with phenotypic differences between the strains, such as learning/memory,
blood pressure, alcohol consumption, and primarily anxiety-related behaviors. The latter
establishes a robust and highly reproducible pattern of lower anxiety for the SLA16 strain, when
compared to parental SHR rats, in behavioral tests such as the open field (OF) and elevated plus
maze (EPM). However, it has been observed in several studies that when these strains were
subjected to acute or chronic treatments with intraperitoneal (IP) injections, the differential
behavioral effect could be masked or not appear. For this phenomenon, the hypothesis has been
proposed that the genes within the DGR are susceptible to pre-pharmacological manipulations,
such as restraint for injection or pain caused by the syringe needle. Thus, this study aimed to
evaluate the influence of pre-pharmacological manipulations on the behavior of the isogenic
strains SLA16 and SHR. For this purpose, the animals were divided into experimental groups
that were subjected to (1) restraint only, without receiving an injection (MAN); or (I1) restraint
and injection without substance administration (PUN); or (I11) restraint and injection of saline
(SAL). After 8 minutes of the respective treatments, all individuals were subjected to the OF
and EPM tests on consecutive days, with each test being applied on a different day. In summary,
the results indicated differential behavioral effects between the SLA16 and SHR strains in
response to pre-test stimuli. These events had the power to reverse baseline behavioral
differences or balance the relative levels of exploration in aversive regions of the OF and EPM
apparatus, especially for the puncture treatment. The intensities of influence from the analyzed
treatments were not equal between the sexes, indicating a possible sex-dependent intensity
effect that supports a lesser interference of stimuli on female behavior. These data suggest
potential neurobiological differences arising from the differential genomic region of the strains,
which, when interacting with external stimuli, may mask possible baseline strain differences.
Further studies aiming to observe the implications of acute stressor stimuli on the strains may

provide a better understanding of the mechanisms behind the observed results.

Keywords: Saline. Rats. Isogenic strains. Anxiety. Stress.
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1 INTRODUCAO

1.1 CRITERIO DE REPRODUTIBILIDADE

O critério de reprodutibilidade, postulado por Karl Popper (1959), implica na
necessidade de um resultado ser replicavel em locais e por experimentadores distintos para
possuir uma relevancia cientifica, sendo este um principio fundamental na condugéo e validagao
da ciéncia experimental CASADEVALL; FANG, 2010). Sendo assim, a padronizacdo de
protocolos, ambientes e testes, buscam atenuar fatores externos distintos dentro do ambiente na
qual o experimento sera replicado.

A abrangente compreensdo do grau de interferéncia de fatores externos aos previstos
pelo protocolo experimental, € uma consideragdo crucial para amenizar as distor¢des de uma
replicacdo. Esta afirmacéo torna-se ainda mais essencial em areas de estudo complexas, como
no estudo de objetos in vivo, nos quais fatores externos frequentemente negligenciadas podem
ter influéncias significativas (KAFKAFI et al., 2018).

O campo da genética comportamental, por exemplo, apresenta alta sensibilidade na
sua replicabilidade dos resultados. Uma vez que grande parte dos grupos de pesquisa
estabelecem estudos utilizando populacfes de animais oriundos de uma manipulacdo genética,
a reproducdo de resultados em laboratérios distintos torna-se susceptivel a perturbacdes por
fatores ambientais diversas (ATTANASIO; D’ANGELO; CORSI, 2022), dificultando assim
resultados semelhantes (KAFKAFI et al., 2018). Devido a tal fator, o estudo e compreensao das
metodologias experimentais basicas e suas influéncias, frente aos elementos genéticos, possuem
extrema importancia na clareza dos dados comportamentais (VAN DER STAAY; STECKLER,
2002; WAHLSTEN et al., 2003).

1.2 MODELOS ANIMAIS E LINHAGENS ISOGENICAS

Com o objetivo de identificar um par de linhagens com maior contraste possivel frente
a testes como Campo Aberto (CA), Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e Caixa Clara e Escura
(CCE), Ramos e colaboradores propuseram em 1997, duas linhagens isogénicas, a
Spontaneously Hypertensive Rats (SHR) e a Lewis (LEW). Estas apresentaram um maior

contraste frente ao parametro de “comportamento tipo-ansioso”, um termo usado de forma a
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simplificar a , quando submetidas a alguns aparatos validados e amplamente utilizados que
empregam uma exposicdo a estimulos ansiogénicos (RAMOS et al., 1997). Quando
defrontadas, a linhagem LEW tendia a apresentar niveis maiores de comportamento tipo-
ansioso, enquanto a linhagem SHR exibia niveis inferiores, caracterizados por exemplo, por um
gasto superior de tempo na regido central do CA, no braco aberto do LCE, ou regido branca da
CCE, nos animais SHR (RAMOS et al., 1997) fatores estes que atribuem a linhagem SHR a
caracterizacdo de modelo ouro para estudos do Transtorno de Deéficit de Atencdo de
Hiperatividade (TDAH).

Os aparatos CA e LCE, apresentam fatores semelhantes de intuito de exploracao de
regibes de maior ou menor aversao (regido comumente assumida como perigosa ou de risco
para o animal). Estas regifes de maior aversdo no CA é representada pela regido mais central
do aparato e no LCE séo as regides dos bracos abertos. As mensuragdes da exploracdo destas
regibes somada a outras variaveis, permitem a medicdo de comportamentos de risco, que podem
apontar diferencas ou alteracbes em padrées de comportamento defensivo com origens
farmacoldgicas ou neurofisioldgicas estudadas. Estes comportamentos apresentam homologia
(em escala mais simplificada e de teor inato) a comportamentos de defesa de seres humanos
gue denominamos como ansiedade.

Posteriormente, Ramos e colaboradores (1999) aprofundaram-se nas origens genéticas
e neurobioldgicas das diferencas comportamentais observadas no estudo anterior. Este objetivo
foi alcancado através da aplicacdo de técnicas de mapeamento de loci de caracteristicas
quantitativas (QTL, ou Quantitative trait loci) frente a populacées de machos e fémeas das
linhagens LEW, SHR e hibridos F1 e F2 (RAMOS et al., 1999). Tal trabalho de mapeamento
do genoma inteiro das linhagens resultou, pela primeira vez, na identificacdo de uma regido
localizada no cromossomo 4, que apresentava alta influéncia sobre diversos comportamentos,
como locomocdo na regido central do CA, um efeito relacionado & emocionalidade (RAMOS
et al., 1999). Além disso, estudos independentes e de distintos pesquisadores realizados a
posteriori, reafirmaram a influéncia do cromossomo 4 frente a caracteristicas comportamentais
e neurobioldgicas: como respostas ao estresse (POTENZA et al., 2004), consumo de etanol
(TERENINA-RIGALDIE; JONES; MORMEDE, 2003) e aprendizado/memoéria (ANSELMI et
al., 2016). Esta regido, posteriormente foi nomeada como Anxrrl6 (anxiety-related response

16) pelo Rat Genome Database (http://rgd.mcw.edu/).
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Mais tarde, objetivando-se uma maior imersdo nas origens genéticas influentes nos
comportamentos observados nas linhagens LEW e SHR, desenvolveu-se a linhagem congénica
SHR.LEW-Anxrrl6 (ou SLAL6). Esta, oriunda de uma sequéncia de retrocruzamentos entre as
linhagens SHR (receptora) e LEW (doadora) (para detalhes do processo de criagdo da linhagem
revisar MEDEIROS et al., 2013), apresenta o seu genoma idéntico ao da linhagem SHR a nédo
ser pelo locus de interesse proveniente a linhagem LEW (parte do cromossomo 4). A figura 1
apresenta de maneira esquematica as bases genéticas das linhagens parentais e da SLA16. A
ilustracdo apresenta as relacdes genéticas entre as trés linhagens: SHR, LEW e SLA16. A
linhagem SLAL6 apresenta quase que por completo um genoma idéntico a linhagem SHR a nédo
ser pelo locus, localizado no cromossomo 4, na qual se localiza (n&o exclusivamente) o QTL

Anxrrl6, idéntico ao da linhagem LEW (MEDEIROS et al., 2014).

2 2
‘ il | i
= & a &
Linhagem Doadora Linhagem Receptora
Lewis SHR

b

N1 ‘ i ‘ i Retrocruzamento
)
N2 ‘ i ‘ ‘ Retrocruzamento
L J
X Retrocruzamento
N3

2
N10 X Anxrr16 A "

=™ &

Linhagem Congénica
SLA16

b

Figura 1- Figura representativa da formacdo da linhagem SLA16 a partir das linhagens LEW e SHR
herdando maior parte de seu genoma da linhagem SHR (cromossomos vermelhos) a ndo ser por uma
regido no cromossomo 4 derivada da linhagem LEW (regiGes azuis).

ApoOs o estabelecimento da linhagem SLAL6, realizaram-se inUmeros testes

comportamentais buscando observar possiveis distingdes neurobioldgicas e comportamentais
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entre as linhagens parentais e a recém desenvolvida. Constatou-se que a linhagem SLA16
apresentava menores indices de comportamento tipo-ansioso quando comparada a linhagem
SHR (MEDEIROS et al., 2014). Alem de indices maiores de locomocao, quando submetida a
situacBes de fator novidade (ndo familiares)(DE MEDEIROS et al., 2013). Além disso, a
linhagem SLA16 tende a apresentar uma pressdo arterial menor que a linhagem SHR,
naturalmente hipertensa (ANJOS et al., 2022; FADANNI et al., 2023). Com o decorrer dos
distintos testes realizados a posteriori, o fendtipo comportamental da linhagem SLA16, como
0s baixos indices de ansiedade (em aparatos como CA e LCE) e locomogao superior, quando

comparada as suas linhagens parentais, foram reforcados.

1.3 MANIPULACAO PRE-FARMACOLOGICA

Os padrbes comportamentais decorrentes dos diversos testes comparativos entre as
linhagens SLA16 e SHR, sendo a linhagem SLA16 a que mantém indices mais pronunciados
na exploracdo das areas mais aversivas (caracterizando um comportamento do tipo menos
ansioso), tornaram-se um fendmeno de ampla reprodutibilidade em diversos trabalhos.
Entretanto, um evento recorrente foi observado em experimentos que implicam tratamentos
farmacoldgicos agudos, ou cronicos, aplicados por injecdes intraperitoneais (IP). Constatou-se,
em alguns casos, alteracdes do padrdo comportamental comumente observado, ocorrendo o
desaparecimento de diferencas estatisticas do fator linhagem em parametros como tempo no
centro e locomocédo central do aparato.

Para exemplificar o fendmeno descrito, pode-se citar o trabalho realizado por
Granzotto (2016), no qual, ao testar as linhagens SHR e SLA16 em um protocolo de multi-
exposicdo ao CA (5 dias consecutivos, 5 min/dia), sem nenhum tipo de tratamento prévio
(naive), observaram-se diferencas de linhagem nos parametros de distancia percorrida e
locomocéo central, com o SLA16 mantendo-se com niveis superiores aos do SHR, ao longo
dos 5 dias de experimento. Contudo, ao efetuar protocolos que incluem tratamentos com
injecOes agudas e aplicacdo dos animais ao CA (20 min apds a injecdo), observou-se que 0s
grupos controles ndo apresentaram as diferencas de linhagem no parametro de locomocéo
central (Granzotto, 2016).
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Um evento semelhante foi observado em um trabalho (PERTILE et al., 2017), que
visava observar diferencas de reacao da injecdo sistémica de dois agonistas dopaminérgicos em
ratos machos das linhagens SLA16 e SHR. O experimento foi composto por grupos
experimentais distintos, cada um comparando a reacdo de uma linhagem ao farmaco e ambos
comparados ao grupo controle que receberia uma injecdo IP de salina. Apos a injecdo dos
farmacos, os animais foram testados no aparato do CA e no teste de LCE por 5 min. Novamente,
no grupo controle observa-se o desaparecimento das diferencas estatisticas basais entre as
linhagens. Tanto no pardmetro de locomocéo total do campo aberto (para ambos 0s grupos
controles utilizados dos testes), quanto para nimero de entradas no brago aberto, para um dos
grupos controle utilizados(PERTILE et al., 2017).

O fenbmeno abriu suposicdes sobre suas possiveis causas, sendo levantada a hipdtese
de que os efeitos observados pudessem ser resultantes de possiveis efeitos associados as
manipulacdes pré-farmacoldgicas, ou seja, contencdo ou nocicepcdo relacionada a
administracdo IP de farmacos. Algo ja proposto na literatura por Lapin (1995), que mostrou
efeitos ansiogénicos associados a injecdo IP de salina (0,9% do peso do animal), como
diminuicdo do numero de entradas nos bracos abertos do LCE.

Essa auséncia de diferenca comportamental entre as linhagens, em alguns
experimentos farmacoldgicos, poderia ser resultante de mecanismos neurobiolégicos, ou
pequenas variacBes fisiologicas distintas entre duas linhagens isogénicas, que sao
possivelmente relacionados aos genes da regido genémica diferencial (RGD). Este pressuposto
sustenta-se pelo fato da existéncia de genes candidatos relacionados ao estresse e a nocicepgao
(dor) no QTL (Anxrrl6 ). Dentre estes, temos o gene candidato denominado gene para o
receptor de horménio liberador de corticotropina 2 (corticotropin releasing hormone receptor
2 gene, ou Crhr2) (MEDEIROS et al., 2014). O Crhr2, de atuacdo no eixo hipofise-pituitaria-
adrenal (HPA), estaria associado as respostas de estresse e com influéncia sobre diversos
parametros comportamentais e fisiologicos, como ansiedade (KISHIMOTO et al., 2000),
consumo de alcool (HEILIG; KOOB, 2007) e controle da presséo arterial (MIFFLIN; WANG;
NGUYEN, 2018), alguns dos pardmetros que apresentam diferencas entre a linhagem SLA16 e
SHR.

Outro possivel gene candidato é o gene da proteina de interacdo com o receptor de
glutamato 2 (Glutamate Receptor-Interacting Protein 2 gene, ou Grip2) (MEDEIROS et al.,
2014). A proteina expressa por este gene apresenta uma interacdo direta com as subunidades da
proteina AMPA (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropioni acid receptor, em inglés),

receptor glutamatérgico envolvido na funcionalidade celular de aprendizado e memodria
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(HASELMANN et al., 2018), além de interferir nas respostas comportamentais nociceptivas
agudas e na dor cronica (GARRY et al., 2003).

Com base no apresentado, propusemos a hipoOtese de que as manipulacbes pre-
farmacoldgicas possam apresentar efeitos distintos entre os animais das linhagens SHR e
SLA16. Portanto, essas manipulagdes estariam assumindo efeito de atenuacgéo das diferencas
comportamentais comumente observadas entre as linhagens, em animais ndo submetidos ao

tratamento farmacoldgico.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os efeitos das manipulagfes pré-farmacoldgicas sobre as diferencas comportamentais
das linhagens isogénicas de ratos SLA16 e SHR.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Avaliar o efeito dos estimulos pré-teste: manipulacdo, puncdo e injecdo de
salina;
2. Comparar os efeitos dos estimulos sobre o comportamento de ratos machos SHR

e SLA16 no campo aberto;

3. Comparar os efeitos dos estimulos sobre o comportamento de ratas fémeas SHR
e SLA16 no campo aberto;

4. Comparar os efeitos dos estimulos sobre o comportamento de ratos machos SHR

e SLA16 no labirinto em cruz elevado;

5. Comparar os efeitos dos estimulos sobre o comportamento de ratas fémeas SHR

e SLA16 no labirinto em cruz elevado;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Ao todo foram utilizados 115 animais, sendo destes 61 machos (sendo dois individuos
retirados das andlises finais) e 54 fémeas, todos com idade entre 5 a 6 meses (até os dias dos
experimentos), da linhagem SHR (Spontaneously Hypertensive Rats, sublinhagem
SHR/NCrlAnra) e SLA 16 (SHR.LEW Anxrr16), divididos em 3 levas para os machos e 3 levas
para as fémeas. Dois animais tiveram que ser retirados dos experimentos, um da linhagem SHR
pertencentes a0 mesmo grupo de tratamento puncao (melhor explicado na sessdo “Grupo e
protocolo experimental”). Outro animal apresentou sangramento excessivo pelo nariz e
locomogéo debilitada (indicando adoecimento) e foi retirado do n final. O outro apresentou
surgimento de tumores na regido abdominal, sendo devidamente eutanasiado visando as boas
praticas de manuseio humanitario dos animais laboratoriais. O n amostral final concluiu com
113 animais, sendo 59 machos e 54 fémeas. Destes, a distribuicdo amostral dos machos foi
composta por 10 animais SHR para o grupo Manipulacdo (MAN), 7 para o grupo puncao (PUN)
e 9 para o grupo salina (SAL). Enquanto os grupos da linhagem SLA16 tiveram 13 animais para
0 grupo manipulacdo, 10 para a puncdo e 10 para o grupo salina. Nas fémeas, o grupo SHR
apresentou 10 animais para o grupo manipulacdo, 8 para a pungéo e 8 para o grupo salina. E
finalmente o grupo SLA16 foi composto por 10 animais do grupo manipulagéo, 9 para a puncao
e 9 para o grupo salina.

Os animais da linhagem SHR utilizados neste trabalho pertencem a geracdo 50 e 51,
enquanto os da linhagem SLA16 pertencem as geracfes 26 e 27. Os animais foram mantidos
em caixas-moradia coletivas com cerca de 3-6 animais/caixa, em um biotério convencional com
ciclo claro/escuro de 12h (luzes acesas as 07h00min), temperatura mantida em 22+2°C e com
livre acesso a agua e comida. Todos os procedimentos foram executados de acordo com a
aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais em pesquisa da Universidade Federal de
Santa Catarina — CEUA/UFSC, conforme protocolo de aprovacdo CEUA N° 6962250219.

3.2 APARATOS
3.2.1 CAMPO ABERTO

O teste do Campo Aberto (CA) se baseia em uma arena quadrada 100x100 cm, com

paredes de 40 cm de altura. A estrutura é composta por madeira revestida por férmica branca
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nas paredes e preto fosco no chdo. Ao serem submetidos ao teste, os animais foram colocados
no centro do aparato, voltados sempre para 0 mesmo lado, e 0 comportamento foi gravado
durante 5 minutos. Posteriormente, os videos foram analisados através do software ANYmaze®
(Stoelting, USA). O CA foi realizado 8 minutos apds a aplicacdo do estimulo, entre 13h00min
e 18h00min, sob 12 lux (+/- 0,5 lux) de intensidade luminosa € em um ambiente com
temperatura controlada (22°C - 24°C). Entre um animal e outro o aparato foi higienizado com
solucdo 10% de etanol. Os pardmetros analisados foram: locomocdo total, locomocao periférica,
locomocéo central, nimero de entradas no centro e tempo no centro (Figura 3).

Figura 2- Campo Aberto. Fonte: Laboratério de Genética do Comportamento

3.2.2 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

O teste do labirinto em cruz elevado (LCE) é composto por quatro bracos (50 cm de
comprimento e 10 cm de largura) ligados por uma regido central (10 x 13,5 cm), formando uma
cruz (elevada a cerca de 50 cm do chdo). Toda a estrutura é composta por madeira revestida por
foérmica preta. Dois desses bragos (opostos entre si) sdo cercados por paredes de 40 cm de altura
(bracos fechados), enquanto o outro par de bragos (bragos abertos) possui apenas um anteparo
(2 mm por 5 mm de altura) na borda. Cada animal foi posicionado no centro do LCE com a face
voltada para o0 mesmo braco aberto e seu comportamento foi registrado por um sistema de
cameras por 5 minutos. Posteriormente, os videos foram analisados através do software
ANYmaze® (Stoelting, USA). O LCE foi realizado 8 min apos aplicacdo do estimulo, entre
13h00min e 18h00min, sob 12 lux (+/- 0,5 lux) de intensidade luminosa e em ambiente com
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temperatura controlada (22°C - 24°C). Apds cada sessdo de teste, foi realizada a limpeza do
aparato com solucéo de etanol 10%. Os parametros mensurados foram: nimero total de entradas
nos bracos abertos, numero total nos bragos fechados, e tempo em cada uma das regides do
aparato (Figura 4).

TT—— g'

Figura 3- Aparato labirinto em cruz elevado. Fonte: Laboratdrio de Genética do Comportamento

3.3 GRUPO DE PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
3.3.1 GRUPOS E PROTOCOLO

O experimento separou animais machos e fémeas em dois grupos experimentais com
protocolo idéntico, sendo 0 mesmo baseado no experimento realizado por Lapin (1995), com
leves adaptacdes. O n amostral foi alcancado através da aplicacdo de trés levas experimentais
para 0s machos e para fémeas. Para cada sexo se manteve a mesma divisdo de grupos e
protocolos correspondentes, na qual os animais das linhagens SLA16 e SHR foram distribuidos
em trés grupos, sendo estes: (1) animais submetidos apenas a contencdo, sem receber injecao
(MAN); ou (1) submetidos & contencao e injecdo sem administracdo de substancias (PUN); ou
(1) submetidos a contencéo e injecédo de salina (SAL).

No grupo MAN, cobriu-se os olhos dos animais usando uma flanela e manipulou-se
0s mesmos virando-os de barriga para cima (volteando o animal), no qual, usando o corpo de
uma seringa sem agulha, realizou-se uma pressédo na regido inferior esquerda do ventre do
animal, simulando uma injecdo intraperitoneal (IP). No PUN, realizaram-se as mesmas etapas
de manipulacdo do grupo anterior (cobrir e voltear), porem aplicou-se uma puncéo na regiao

ventral inferior esquerda do animal, usando uma seringa com agulha (0,7 x 25 mm), sem pressao
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do émbolo evitando injecdo de qualquer composto ou gases. Finalmente, o grupo SAL, passou
pelos mesmos procedimentos do grupo PUN, recebendo, no entanto, uma injecao salina 0,9%
a temperatura ambiente (cerca de 25°C) (agulha 0,7 x 25 mm) mantendo uma propor¢do do
volume injetado de 1 ml a cada 1000g, para cada individuo.

Destaca-se a manutencdo de alguns protocolos comuns entre os grupos buscando a
restricdo do maximo de fatores externos com possivel influéncia entre os grupos. As flanelas
utilizadas foram todas compostas de algoddo, sendo Unicas para cada linhagem e sexo dos
grupos, evitando efeitos decorrentes de odores diversos. Apds a cobertura com a flanela,
buscou-se realizar a contencdo dos animais usando a mesma manobra composta pela contengéo
da cabeca, entre os dedos indicador e médio do experimentador, e conten¢do da cauda usando
os dedos anelar e minimo. Para os protocolos PUN e SAL, nos quais ocorreu a penetracdo de
uma agulha de seringa na regido ventral inferior esquerda do animal, buscou-se manter a dire¢éo
da abertura do bisel (forame da agulha) apontada para cima. Além de se realizar a troca da
agulha a cada duas injecdes ou penetracdes, buscando manter o menor grau de interferéncia
causado pelo distinto grau de desgaste da ponta da agulha. Todos os processos de pressao do
corpo da seringa (MAN), penetracdo da agulha sem injecéo (grupo PUN) e penetracéo da agulha
com injecdo salina (SAL), buscaram manter um tempo entre 5 e 7 segundos desde a contencéo
total até a retirada da agulha do animal, ou afastamento do corpo da seringa, objetivando manter
0 tempo médio necessario para se realizar uma injecéo IP.

Todos os estimulos foram realizados pelo mesmo experimentador. Todos os animais,
apo6s 8 minutos dos respectivos tratamentos, foram submetidos ao teste do CA e ao LCE em
dias consecutivos, sendo cada teste aplicado em um dia distinto (Figura 4). Na terceira leva
experimental realizaram-se a eutanasia dos animais posteriormente ao término do teste no LCE
(Figura 4).
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Figura 4- Desenho experimental esquematizado mostrando os grupos manipulagdo (MAN), puncdo (PUN) e
salina (SAL) e os respectivos protocolos para cada dia de experimento.

3.4 ANALISES ESTATISTICAS E REPRESENTACAO GRAFICA

Todas as analises estatisticas foram realizadas via software Statistica 10 (StatSoft,
Tulsa, OK, USA). Os dados foram testados quanto sua normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk
e homogeneidade de variancia pelo teste de Levene. Encontrando-se quebras de normalidade,
buscaram-se outliers utilizando o software Prism 8 (GraphPad Software, USA) usando o
método ROUT (do inglés Robust regression and Outlier removal) baseado no desvio padrao da
média. Importante destacar que os outliers encontrados ao longo dos experimentos foram
removidos exclusivamente da varidvel correspondente a qual foram previamente apontadas na
descricdo dos resultados obtidos em cada aparato.

As andlises estatisticas foram realizadas por meio de analise de variancia (ANOVA)
de duas vias (tratamento e linhagem como variaveis independentes), seguida de post hoc de
Duncan quando necessario. Para representar os efeitos estatisticos p<0,05 foi utilizado o
simbolo (&) e simbolo (&&) para p<0,01 para o fator linhagem. O simbolo (#) foi utilizado
para indicar efeito estatistico entre os tratamentos PUN e SAL com o grupo MAN; e (*) foi
utilizado para sinalizar efeito estatistico para a intera¢do entre linhagem e tratamento. Todos 0s
graficos foram gerados pelo software GraphPad Prism e representados com erro padrdo da
média (E.P.M.).
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4. RESULTADOS

4.1 MACHOS
4.1.1 CAMPO ABERTO

No teste de CA, a ANOVA de duas vias revelou alguns efeitos significativos para os
parametros avaliados no aparato como também alguns efeitos marginais destacados a seguir,
que serdo posteriormente abordados na sessdo “Discussao”.

Nos parametros associados a exploracdo da regido aversiva (centro do aparato), como
a variavel nimero de entradas no centro observou-se uma interacao entre linhagem e tratamento
(F (4,98) =2,9993, p=0,022; SLA16-SAL>SHR-SAL). Ao realizar o post hoc destacou-se uma
diferenga entre as duas linhagens exclusivamente nos grupos salina (SLA16-SAL e SHR-SAL)

com maiores niveis de exploracdo para a linhagem SLA16 (Figura 5 A). Enquanto isso na

distancia no centro do aparato (Figura 5 B) ndo se constatou diferencas estatisticas relevantes.

Entretanto, quanto ao parametro de tempo no centro, observou-se uma interagéo entre linhagem
e tratamento (F (2, 52) = 3,151, p=0.05; SHR-PUN>SLA16-PUN) (Figura 5 C). Ao realizar o

post hoc destacou-se uma diferenca entre as duas linhagens exclusivamente no grupo puncgéo
com maiores niveis de tempo no centro na linhagem SHR.

Referente aos parametros relacionados a locomocdo, foi possivel observar uma
diferenca estatistica de linhagem com maiores valores da linhagem SLA16 tanto na variavel
distancia periférica [F (1,53) = 4,687, p=0.0349; SLA16>SHR] e distancia percorrida total [F1,
53) = 3,860, p=0.0471; SLA16>SHR] observaveis na figura 5 D e E respectivamente.

E importante destacar que ocorreu a remocio de outliers (identificados via métodos

ROUT como descrito na sessdo anterior) visando a remocdo de elementos discrepantes que
destorciam a curva normal. Extrairam-se 2 outliers da varidvel “entradas no centro” (um
SLA16-MAN e um SLA16-PUN), 1 outlier da “distancia do centro” (um SLA16-SAL) e 1

outlier da variavel “tempo no centro” (um SHR-SAL).
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Figura 5- Resultados do Campo Aberto para observagao de efeitos comportamentais apés aplicagéo dos
tratamentos (manipualcdo, puncéo e salina) nos machos. (A) entradas no centro, (B) locomog&o central. (C) tempo
no centro (destacando-se efeito entre linhagem e tratamento (*) (p=0,05), (D) distancia percorrida na periferia (em
metros), (E) distancia percorrida total (em metros). Efeitos de linhagem (&) (p<0,05). Resultados expressos como
média erro padrdo da média.
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4.1.2 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

A ANOVA de duas vias revelou alguns efeitos significativos no teste do LCE
destacados a seguir, que serdo posteriormente abordados na sessdo “Discussao”.

Nas varidveis referentes a exploracdo da regido aversiva (bracos abertos), como
entradas no bracgo aberto [F(1, 52) = 7,428, p=0.0087; SLA16>SHR] e tempo no brago aberto
[F(1, 53) = 6,895, p=0.0113; SLA16>SHR] (Figura 6 A e B, respectivamente) observamos um

efeito de linhagem com maior exploracdo para a linhagem SLA16. Este Gltimo parametro

também apresentou uma tendéncia de interacdo entre linhagem e tratamento (p=0.0612)
mostrando maior tempo de permanéncia do brago aberto para o grupo SLA16-PUN e menos
para o grupo SHR-PUN.

Né&o se observaram efeitos com significancia estatistica para o nimero de entradas no
brago fechado (Figura 6 C), mesmo ocorrendo uma tendéncia para uma interagdo entre
linhagem e tratamento [F(2, 52) = 2,937, p=0.0623]. Em contrapartida, detectaram-se efeitos
estatisticos de linhagem na variavel tempo no braco fechado [F(2, 53) = 3,411, p=0.0041;

SHR>SLA16] (Figura 6 D) além de apresentar efeitos estatisticos de interacdo entre
linhagem/tratamento [F(2, 53) = 3,411, p=0.0404], que apds aplicacdo de teste post hoc
(Duncan), evidenciaram um efeito entre os grupos puncéo (p=0.0019; SHR-PUN>SLA16-
PUN), efeito corroborativo aos observados no braco aberto (melhor debatido na sesséo
“Discussdo”).

No que abrange os efeitos de locomocéo total no aparato, observaram-se efeitos de
linhagem [F(1, 53) = 6,908, p=0.0112; SLA16>SHR] com maiores taxas de locomogao
percorrida pela linhagem SLA16 (Figura 6 E). Foram também observados efeitos de tratamento

[F (2, 53) = 11,64, p<0.0001] e apds a aplicacdo de teste post hoc obtiveram-se diferencas
estatisticas entre os grupos MAN e PUN(p=0.00018) e entre MAN e SAL (p=0.0065)
destacando uma diminuicdo dos niveis de locomocdo para os tratamentos PUN e SAL
comparados aos grupos MAN (como observado na Figura 6 E).

E importante destacar a exclusio de outliers visando a remocdo de elementos
discrepantes que destorciam a curva normal. Extrairam-se 1 outlier da variavel “entradas no
braco aberto” (um SLA-16-MAN), 1 outlier da variavel “entradas no braco fechado” (um
SLA16-PUN).
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Figura 6- Resultados do labirinto em cruz elevado para observagéo de efeitos comportamentais apds aplicagdo
dos tratamentos (manipulagéo, puncao e salina) para os machos. (A) Entradas no brago aberto, (B) tempo no brago
aberto (em segundos), (C) entradas no brago fechado, (D) tempo no braco fechado (em segundos) e (E) locomogéo
total (em metros). Efeitos de linhagem (&) (p<0,05) e (&&) (p<0.01), efeito estatistico dos tratamentos
comparados ao grupo MAN (#) (p<0,05) e efeito de linhagem/tratamento (*) (p<0,05). Resultados expressos em
erro padrdo da média.
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4.2 FEMEAS
4.2.1 CAMPO ABERTO

No teste de CA das fémeas, a ANOVA de duas vias revelou alguns efeitos
significativos para os parametros avaliados no aparato como também alguns efeitos marginais
destacados a seguir, que serdo posteriormente abordados na sessdo “Discussio”.

No ambito das propriedades associadas a exploracdo da regido mais aversiva (centro

do aparato) obteve-se um efeito de linhagem na avaliagdo de numero de entradas no centro [F

(1, 48) = 5,238, p=0.0265] apresentando aumento da linhagem SLA16 comparado a linhagem

SHR (Figura 7 A). Referente ao pardmetro de tempo no centro, ndo ocorreram efeitos

estatisticos relevantes (Figura 7 B).

Referente aos resultados que avaliam o comportamento locomotor dos animais,
constataram-se efeitos de linhagem para os parametros de distancia no centro [F (1, 48) = 4,618,
p=0.0367; SLA16>SHRY], distancia na periferia [F (1, 48) = 7,598, p=0.0082; SLA16>SHR], e
distancia percorrida total [F (1, 48) = 8,844, p=0.0046; SLA16>SHR] (Figura 7 C, D e E,

respectivamente), todos mostrando maior distancia percorrida pela linhagem SLAL6.

Os resultados para a variavel velocidade maxima total (Figura 7 F) revelaram uma

interacdo entre linhagem e tratamento [F (2, 46) = 3,194, p=0.05] que ap6s o post hoc indicou
um efeito entre os grupos SHR-PUN e SHR-SAL (p=0.0049) com maiores valores para 0 grupo
SHR-SAL. Além d apresentar um efeito de tratamento [F (2,46) = 3,19, p=0.042]. que pods teste
post hoc apresentou diferencas estatisticas entre os grupos MAN e PUN (p=0.046; MAN>PUN)
e SAL e PUN (p=0.026), mostrando uma velocidade méxima menor para o grupo PUN em
ambos os efeitos apresentados.

E importante destacar a exclusio de outliers visando a remocdo de elementos
discrepantes que destorciam a curva normal. Extrairam-se dois outliers ambos localizados na
variavel “velocidade maxima total” (um SHR-MAN e um SLA16-PUN).
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Figura 7- Resultados do campo aberto para observagdo de efeitos comportamentais apés aplicagdo dos
tratamentos (manipulagdo, puncdo e salina) para as fémeas. (A) entradas no centro, (B) tempo no centro (em
segundos) (C) disténcia centro (em metros), (D) distancia percorrida na periferia (em metros), (E) distancia
percorrida total (em metros) e (F) velocidade méaxima alcancada total no aparato (em m/s). Efeitos de linhagem
destacado com (&) (p<0,05) e (&&) (p<0,01), efeito estatistico de tratamento comparado ao grupo manipulacao
(#) (p<0,05). Resultados expressos como média erro padrdo da média.



31

4.2.2 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

A ANOVA de duas vias revelou alguns efeitos significativos no teste do LCE
destacados a seguir, que serdo posteriormente abordados na sessdo “Discussdo”.

Nas varidveis referentes a exploracdo da regido aversiva (bracos abertos), como
entradas no brago e tempo no braco aberto, observou-se um efeito de linhagem apenas para o

numero de entradas no braco aberto [F (1, 48) = 8,328, p=0.0058] mostrando maiores niveis de

entradas no bra¢o mais aversivo por parte da linhagem SLA16 (Figura 8 A).

E entradas no braco fechado e tempo no brago fechado (Figura 8 C e D) néo

apresentaram significancia estatistica. Entretanto, para este ultimo, se observou a presenca de
uma tendencia de interacdo entre linhagem e tratamento [F (2, 46) = 3,058, p=0.0566] (Figura

8 D). No que abrange os efeitos de locomocdo total (Figura 8 E) nédo se observaram efeitos com

significancia estatistica.

E importante destacar a exclusdo de outliers visando a remocdo de elementos
discrepantes que destorciam a curva normal. Extrairam-se dois outliers para a variavel “entrada
no braco fechado (um SLA16-PUN e outro SLA16-SAL) e um para a variavel “tempo no brago
aberto” (SLA16-MAN).
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Figura 8- Resultados do LCE para observacdo de efeitos comportamentais apds aplicagdo dos tratamentos
(manipulacdo, puncdo e salina) para as fémeas. (A) Entradas no braco aberto, (B) tempo no braco aberto (em
segundos), (C) entradas no brago fechado, (D) tempo no brago fechado (em segundos) e (E) locomocdo total (em
metros). Efeitos de linhagem (&&) (p<0.01). Resultados expressos em erro padrdo da média.
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5. DISCUSSAO

O atual estudo busca averiguar possiveis influéncias de tratamentos pré-
farmacoldgicos, via injecao IP, frente aos dados comportamentais das linhagens SLA16 e SHR,
com grupos sexuais estudados separadamente. A aplicacao de trés estimulos distintos, buscou
investigar se ocorrem diferencas estatisticas entre a aplicagdo de um estimulo por pun¢do com
agulha (PUN), a injecdo de salina propriamente dita (SAL), comparados ao grupo de
manipulacdo basal dos animais (MAN). Os resultados apresentaram distingfes de intensidades
e estratégias diferentes frente aos estimulos aplicados, afetando diferentemente os niveis
locomotores e de exploragdo das regides aversivas, nos diferentes grupos para ambos 0s
aparatos. Este evento apontaria para possiveis diferencas neurobioldgicas e/ou nociceptivas
advindas da regido genémica diferencial, que ao interagir aos estimulos externos poderia ocultar
possiveis diferencas basais entre as linhagens.

No atual trabalho, observaram-se parametros que fomentam as diferencas entre as
linhagens SHR e SLA16. Nos machos, a presenca de efeitos de linhagem, em todas as varidveis
de locomocdo, pode ser observada tanto no CA quanto no LCE, ambos apresentando maiores
niveis de locomocao para a linhagem SLA16. O mesmo é espelhado no grupo das fémeas,
apresentando maiores niveis de locomocdo total, central e periférica, na linhagem SLA16, no
CA. Estes eventos voltam a corroborar com padrdes previamente observados em outros estudos
(DE MEDEIROS et al., 2013; FADANNI et al., 2023; MEDEIROS et al., 2014), mostrando
niveis de superioridade na hiperatividade da linhagem SLA16 frente a sua linhagem controle.

Além das diferencas de locomocdo basal, distincdes de linhagem voltaram a ser
observadas em parametros associados a exploracdo das regifes de maior aversdo tanto no CA
quanto no LCE. Nos machos, no LCE observaram-se efeitos de linhagem nos parametros
entradas no braco aberto (p=0.0087) e tempo na mesma regido (p=0.0113) favorecendo maiores
niveis de exploracdo para a linhagem SLA16, quanto no tempo no brago fechado (p=0.0041)
(Figuras 5 A, B e D respectivamente) mostram-se maiores niveis para o0 SHR. Para as fémeas
novamente no CA o nimero de entradas no centro (p=0.0265) (Figuras 7 A) apontaram para 0s
maiores niveis para a linhagem SLA16. Ao mesmo tempo que no LCE, a mesma vantagem para
a linhagem foi observada apenas no atributo entradas no brago aberto (p=0.0058) (Figura 8 A).
Na literatura, a presenca de maiores niveis exploratérios em regifes mais aversivas em aparatos
como CA (GOULD; DAO; KOVACSICS, 2009) e LCE, sdo interpretados como

comportamentos tipo menos ansiosos. Deste modo, 0s nossos dados corroboram com os estudos
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precedentes (ACUNA et al., 2018; DE MEDEIROS et al., 2013; FADANNI et al., 2023;
MEDEIROS et al., 2014), que apontam menores niveis de ansiedades associados a linhagem
SLA16, quando comparada a SHR.

Tradicionalmente, 0o TDAH apresenta fatores como prejuizos em fungdes executivas e
hiperatividade em individuos com podendo ser atribuida a uma combinagdo de fatores
neurobioldgicos, cognitivos e comportamentais (SONG et al., 2021). Neste ambito, os sintomas
do transtorno, como nivel de hiperatividade superior e alteragdes da regulacdo emocional a
resposta ao estresse, além da geracdo de uma impulsividade e desatencdo ao ambiente, busca
ser refletido no desenvolvimento de animais modelo para 0 TDAH (RAHI; KUMAR, 2021).
Diante disso, considerando o amplo emprego da linhagem SHR como modelo padréo-ouro para
0 TDAH (SAGVOLDEN, 2000), a constatacdo de efeitos locomotores mais pronunciados e um
nivel reduzido de ansiedade na linhagem SLAL16, observados neste estudo, reforcam a validade
da utilizacdo dessa linhagem como mais préxima aos comportamentos observados no TDAH
(PREDIGER et al., 2018).

O desaparecimento de efeitos de linhagem em alguns parametros de exploracdo, como
entradas no centro do CA, em machos, e tempo nos bracos do LCE, nas fémeas, voltam a
fomentar o poder de influéncia dos tratamentos pré-teste sobre o comportamento das linhagens.
Como comentado anteriormente, efeitos de linhagem associados a varidveis exploratorias em
aparatos como CA, LCE e CCE, sdo amplamente constatados na literatura (DE MEDEIROS et
al., 2013; MEDEIROS et al., 2014; VELAZQUEZ et al., 2019), evidenciando maiores niveis
exploratorios de areas aversivas para a linhagem SLA16. O efeito de linhagem mostrando
menores niveis de ansiedade a linhagem SLA16 ao ser comparada ao SHR, em testes com
animais naive, mostrou-se inclusive resistente a exposicdo repetida a um ambiente novo
(Granzotto, 2016). O contraste destas evidéncias com os resultados obtidos neste trabalho
manifesta a sensibilidade das diferencas comportamentais das linhagens sobre qualquer
interacdo prévia, amostrando efeitos de desaparecimentos, ou até inverses de comportamentos
comumente observados em animais naive.

Seguindo este raciocinio, nos machos, as linhagens evidenciaram oposicao tanto nas
estratégias quanto nos graus de intensidade de reacdo entre grupos que sofreram 0s mesmos
tratamentos prévios. Esta afirmacdo sustenta-se principalmente em reversdes incomuns do
comportamento das linhagens sobre a luz de um mesmo estimulo, gerando a inversdo de
comportamentos comuns na comparacdo das linhagens, ou nivelando parametros analisados.
Nos resultados obtidos nos machos a interacéo entre linhagem e tratamento no parametro de

tempo de permanéncia no centro (Figura 5 C) evidenciam tal afirmacdo. Aqui, os animais do
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tratamento PUN apresentaram comportamentos diferenciais para cada linhagem ao serem
comparados com o0s demais grupos internos as linhagens (MAN e SAL). Enquanto SLA16-PUN
apresentou uma diminui¢do do tempo na regido central, o grupo SHR-PUN apresentou um
aumento do tempo de estadia na regido. O mesmo pode ser observado nas tendéncias ou efeitos
entre linhagem e tratamento dos parametros de tempo no braco aberto (p=0.0612) e no tempo
no braco fechado (p=0.00404) (Figura 6 B e D respectivamente), que novamente amostram um
contraste nos comportamentos dos grupos PUN entre as linhagens, inversamente proporcionais
entre si.

No CA dos machos, o efeito entre linhagem e tratamento do tempo no centro aponta
uma “inversdo” da interpretacdo dos dados de menores niveis de ansiedade entre as linhagens,
guando comparado aos demais grupos de tratamento. O carater de menores niveis de ansiedade,
que comumente € atribuido a linhagem SLA16, frente aos grupos PUN, é atribuida a linhagem
SHR. O mesmo é fortalecido para o parametro de nimero de entradas no campo aberto (Figura
5 A) a qual ocorre a presenca de um efeito entre linhagem e tratamento associado ao tratamento
SAL, que gera uma diminuicdo das entradas na regido para SHR contrastante ao aumento para
SLAL6. Evidenciando que ao interagir diferentemente aos estimulos aplicados 0s mesmos tem
a capacidade de ocultar ou distorcer diferencas basais entre as linhagens.

No LCE, os mesmos grupos de tratamento PUN mostram novamente distingdes nos
niveis de reacdo aos estimulos entre as linhagens. Neste, os efeitos entre linhagem e tratamento
apontam menores niveis de ansiedade para a linhagem SLAL6, em parametros como tempo no
braco aberto, concordando com a literatura (MEDEIROS et al., 2014). Entretanto, a luz do
grupo PUN, ocorre uma intensificacdo dessas diferencas entre as linhagens, gerando um
aumento do tempo no braco aberto para a linhagem SLA16. Simultaneamente a linhagem SHR
apontou uma intensificacao dos niveis de ansiedade para o grupo PUN gerando uma diminuicao
do tempo no braco aberto, gerando o efeito estatistico observado confirmado pelo post hoc. No
parametro de tempo no braco fechado o efeito volta a ser observado nas mesmas intensidades,
mostrando novamente estratégias distintas entre ambas as linhagens sobre 0s mesmos
estimulos.

Em resumo, o atual trabalho indicou, nos machos, distincbes de carater
comportamental entre as linhagens isogénicas, influenciadas por um mesmo estimulo em ambos
os aparatos. Ao nos aprofundarmos nos significados atribuidos as varidveis destacadas,
salientamos a relevancia destes resultados na interpretacdo comportamental entre as linhagens

isogénicas. A observacdo de distin¢Ges dos niveis de exploracdo, principalmente ligado aos
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tratamentos mais invasivos (PUN e SAL), pelas linhagens SLA16 e SHR, indicam métodos
distintos de enfrentamento ao ambiente por cada linhagem.

Intrigantemente, os efeitos comportamentais associados a ansiedade, ligados aos
grupos PUN, parecem diferir ndo apenas entre as linhagens, mas também entre os testes. Para
exemplificar, enquanto no CA o tratamento puncdo gerou maiores niveis do comportamento
tipo ansioso para a linhagem SLAL6 (apoiado pela variavel tempo no centro), no LCE ocorreu
uma inversao dos efeitos, gerando maiores niveis de ansiedade para a linhagem SHR. A nao
presenca de um mesmo efeito do estimulo nos aparatos, de fato impedem uma intepretacdo
linear para apoio de efeitos ansiogénicos ou ansioliticos ligados a puncédo IP. Deste modo 0s
efeitos observados parecem estar correlacionados a diferencas intrinsecas ao que cada aparato
avalia.

Em busca de estudos anteriores para elucidar a condicéo divergentes em aparatos que
buscam mensurar o0 comportamento tipo ansioso, identificamos estudos que corroboram com
eventos de divergéncias em testes de ansiedade realizados em dias consecutivos
(RUDOLFOVA et al., 2022; SUDAKOV et al., 2013). Em Rudolfova et al (2022), salienta-se
que respostas comportamentais de uma mesma linhagem exposta em dias consecutivos no CA
e LCE, diferiram nos niveis de ansiedade testados em ambos os aparatos. Um resultado
semelhante foi obtido em Sudakov et al. (2013), a qual a testagem de trés testes de ansiedade
distintos evidenciou distingdes entre os resultados ao aplicarem-se animais com graus de
ansiedade contrastantes ja caracterizados. A presenca de efeitos comportamentais divergentes
em aparatos de avaliacdo semelhante, em animais naive, jA& mostra a presenca de uma
complexidade de interpretacdo inerente a interferéncia de tratamentos prévios. No atual estudo,
soma-se a presenca de distingGes relacionadas aos graus distintos de dor presentes na aplicacao
dos estimulos mais invasivos no primeiro dia, ao ser comparado ao segundo dia. Essas multiplas
variaveis aumentam os graus de complexidade de interpretacdo dos possiveis geradores dos
eventos divergentes apresentados nos aparatos. A auséncia desta interpretacdo, entretanto, nao
invalida o aparecimento de reagGes diferenciais ao estimulo puncdo, como apontado
anteriormente, nos machos das linhagens parentais.

Nas fémeas, a reatividade diferencial entre as linhagens, ligados aos estimulos
aplicados, tendeu a ser menos proeminente do que aos dos machos. Efetivamente, nas fémeas,
observaram-se efeitos estatisticos apenas entre os grupos internos da linhagem SHR no
pardmetro velocidade maxima no CA (Figuras 7 F). Estes evidenciaram distingdes entre os
grupos PUN e SAL, diferenca ndo observada nos grupos da linhagem SLA16, destacando

novamente distin¢des de reatividade locomotora associada aos estimulos entre as linhagens. Os
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demais parametros, contudo, ndo expressaram efeitos entre linhagem e tratamento como
evidenciado nos machos em nenhum dos aparatos. A falta de efeitos entre linhagem e
tratamento nas fémeas, quando comparados as evidéncias observadas nos machos, apontam
para uma menor reatividade das fémeas ao receberem os estimulos.

As divergéncias dos resultados observados entre machos e fémeas, como citado
anteriormente nesta sessdo, apresenta antecedentes sobre observacdes entre as linhagens
isogénicas que originaram a linhagem SLA16 (RAMOS et al., 2002). Como ja tem sido
apontado em outros estudos (DONNER; LOWRY, 2013; KNIGHT et al., 2021) as diferencas
dos comportamentos de defesa como ansiedade parece ser de carater sexo-dependente, podendo
atribuir responsividade distintas a farmacos, ou estimulos, até mesmo dentro da mesma
linhagem (DONNER; LOWRY, 2013). Os mecanismos pelos quais ocorre a regulacdo na
transmissdo de sinais celulares em disturbios emocionais e como a influéncia do sexo afeta esses
comportamentos, permanecem obscuros, devido a complexidade n&o apenas das vias neurais,
mas também das interac6es dos hormonios sexuais no sistema nervoso central dos modelos
experimentais empregados (DONNER; LOWRY, 2013; RUBINOW; SCHMIDT, 2019).

No atual trabalho os machos tenderam a apresentar maiores distin¢des de reatividade
emocional, principalmente sob a influéncia do tratamento pung¢éo. O ndo aparecimento de uma
conformidade dos efeitos obtidos em cada grupo sexual aponta um efeito com grau de
sensibilidade sexo-dependente. No atual trabalho, ocorre uma menor reatividade a estimulos
pré-farmacoldgicos em fémeas aplicados igualmente em animais de ambas as linhagens. Este
apresenta vantagens na sustentacdo de padrdes comportamentais mais semelhantes com 0s
observados em grupos naive na literatura. No contexto abordado, da comparacdo entre as
linhagens SHR e SLA16, a utilizacdo de fémeas demonstra ser mais benéfica do que a utilizacéo
dos machos.

Mesmo com o aparecimento de efeitos diferenciais para ambos os grupos que sofreram
tratamentos que envolvem a penetracdo da seringa via IP, o PUN e SAL, estes mostraram uma
inesperada distin¢ao das influéncias entre estimulo que diferem apenas pela presenca da salina.
Como apontado anteriormente, os eventos de reatividade diferencial entre as linhagens que pode
ser observado nos machos, tanto no CA quanto no LCE, foram ligadas ao tratamento PUN,
enquanto o tratamento SAL apresentou uma semelhanca com o grupo MAN. Estas evidéncias
apontam para uma diferenciacdo do grau de reatividade aos estimulos em alguns parametros
avaliados em machos. Estes procedimentos, considerando a penetracdo da seringa para ambos
os tratamentos, podem diferir na mudanga dos niveis de desconforto causada pela inje¢do do

fluido salina mais frio (por estar a temperatura ambiente), podendo gerar respostas de estresse
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agudas diferenciais. O efeito divergente de niveis de estresse pode ser o fator que desencadeia
a ativacao com intensidade distinto neurobioldgicos entre as linhagens isogénicas estudadas.

No atual trabalho, ao observarmos os efeitos gerados pelos grupos que receberam
injecdo salina, ndo mostraram dados consistentes que corroborem com efeitos ansiogénicos
atribuidos ao estimulo. Ao observarmos os achados de Lapin (1995), de observacGes de efeitos
ansiogénicos ligados a injecdo salina, em paralelo com o atual trabalho, mostra-se uma
concordancia de efeitos ansiogénicos ligado a injecéo salina apenas observaveis no CA avaliado
em machos, no parametro entradas no centro e exclusivamente ligados a linhagem SHR. Em
contrapartida, na mesma variavel, a linhagem SLA16 mostrou uma intensificacdo do nimero
de entradas no centro, mostrando uma inconstancia de efeitos atribuidos a salina dependendo
da linhagem utilizada. Os atuais achados, somados com a falta de efeitos de linhagem e
tratamento no LCE, principal teste usado em seu trabalho, parecem ndo corroborar com as
observacdes de efeito ansiogénicos apontados por Lapin (1995), mas sim observa-se mais uma
vez a presenca de distingbes das estratégias de enfrentamento das linhagens frente ao estimulo
estressor.

O estresse tem sido amplamente estudado como um fator que desempenha um papel
significativo no desenvolvimento e na expressdo de comportamentos relacionados a ansiedade
em ratos de laboratério (DAVIU et al., 2019). Véarios mecanismos estdo envolvidos nessa
relacdo complexa, como compartilhamento de regiGes enceféalicas comuns, como locus
coeruleos, amigdala basolateral e nticleo accumbens (DAVIU et al., 2019; SUAREZ-PEREIRA
et al., 2022). Estas vias apresentam conectividades em estruturas centrais no processamento de
tomadas de decisdo como coértex pré-frontal, além de mostrarem influéncias em circuitos
retroalimentados associados a estruturas ligadas a sub-regides hipotalamicas (FELIX-ORTIZ et
al., 2013). Estas estruturas parecem ter papel de influéncia sobre as diferencas comportamentais
associadas as linhagens SLA16 e SHR devido as distin¢des oriundas da RGD.

Estudos anteriores realizados entre as linhagens SLA16 e SHR, buscaram identificar
distingdes das taxas de marcadores no hipocampo associados ao estresse fundamentais na
modulacdo de memoria por proliferacdo celular, em jovens-adultos das linhagens SHR e SLA16
pos exposicoes a testes CA, LCE e teste de reconhecimento de objetos (VIEIRA, 2021). Este
estudo n&o revelou diferengas relativas a tais marcadores entre as linhagens SHR e SLA16.
Porém, o mesmo admite a necessidade de averiguacdo de produtos e marcadores do sistema do
estresse sob a influéncia de estresse cronico e agudo nas linhagens, algo que pode ser atribuido

em nosso estudo devido ao grau de intrusdo atribuido ao tratamento puncao.
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Levando em consideracdo a ampla caracterizacdo comportamental entre as linhagens
SHR e SLALS6, relativas ao comportamento tipo ansioso, o atual estudo, ao observar diferencas
de respostas associadas a estimulos invasivos, pode sugerir um envolvimento de mecanismos
neuroendocrinos de estresse ou de percepgdo de nocicepgdo, permitindo convergir alvos
genéticos na regido diferencial Anxrrl6. Como ja descrito por Medeiros et al (2014), alguns
alvos geneticos presentes na regido podem justificar a origem dos gatilhos das diferencas
comportamentais entre as linhagens, inclusive apontadas neste estudo.

Uma primeira perspectiva futura esta associada & conjectura de que os eventos de
mudanca estratégica das linhagens no atual trabalho, poderiam estar associadas a genes
associados diretamente aos mecanismos neurobioldgicos do estresse. Dentre estes pode-se
apontar o gene Crhr2, expresso no hipocampo, este gene estd diretamente envolvido no
funcionamento do eixo HPA e com amplo envolvimento no sistema neurofisiolégico da
ansiedade e do estresse (REUL; HOLSBOER, 2002). Além disso, receptores CRHR (1 e 2)
parecem ter um envolvimento apresentam envolvimento no ciclo de associacdo
ansiedade/estresse que envolvida na ativacdo neuronal do locus coeruleos e amigdala
basolateral (MCCALL et al., 2015). Neste ambito, estudos futuros visando a avaliagéo de
diferencas associadas ao gene, poderiam ser avaliadas na mensuracdo de subprodutos do eixo
HPA. Apos estimulos estressores agudos, a mensuragdo das taxas de corticosterona, poderiam
apontar distingcGes neuroenddcrinas mais diretas entre as linhagens SLA16 e SHR.

Outra perspectiva esta associada a possiveis diferencas na sensibilidade de nocicepcao
entre as linhagens, desencadeando niveis diferenciais de estresse agudo justificando as
diferentes reatividades aos estimulos. Dentre os genes responsaveis por esta distin¢ao, pode-se
apontar o gene Grip2, a proteina expressa por este gene apresenta uma interacdo direta com a
subunidade GIuA2 da proteina AMPA. Como comentado anteriormente, A ativacdo dos
receptores AMPA esta associada a transmissdo sinaptica excitatoria e a plasticidade neuronal,
influenciando diversos processos cognitivos, como aprendizado e meméria (HASELMANN et
al., 2018), elemento diferencial ja apontado entre as linhagens em estudos anteriores
(VELAZQUEZ et al., 2019). O mesmo receptor, além disso, apresenta interferéncia nas
respostas comportamentais nociceptivas agudas e na dor crénica (GARRY et al., 2003).

Esta perspectiva € apoiada pela presenca de interferéncias em parametros locomotores,
como locomocao total no LCE em machos (Figura 6 E), apresentando efeitos de tratamento
com reatividade diferencial entre as linhagens, 0 mesmo evento sendo observado em velocidade
méaxima no CA em fémeas (Figura 7 F) que corrobora com a presenga de efeitos de linhagem e

tratamento apenas para a linhagem SHR entre os grupos PUN e SAL. Estes dados podem
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evidenciar diferencas na nocicepc¢édo entre as linhagens, associadas a sensibilidade diferencial
do receptor AMPA ao glutamato, causada por diferencas estruturais da proteina Grip2 entre as
linhagens. Neste &mbito, estudos futuros visando a avaliacdo de diferengas associadas ao gene,
poderiam apontar distingdes neurobioldgicas mais pontuais entre as linhagens SLA16 e SHR.

6. CONCLUSAO

Os dados obtidos neste trabalho sugerem efeitos comportamentais diferenciais entre as
linhagens SLA16 e SHR frente a estimulos pré-teste. Estes eventos tiveram o poder de inverter
diferencas comportamentais basais, ou equilibrar os niveis relativos a exploracdo de regides
aversivas, dos aparatos CA e LCE, principalmente nos machos, apoiando a hip6tese inicial do
trabalho. As reatividades dos grupos de tratamento analisados ndo foram iguais entre 0s grupos
sexuais, indicando um possivel efeitos de intensidade sexo-dependente que sustenta uma maior
interferéncia dos estimulos sobre os machos. Estes dados apontariam para possiveis diferencas
neurobioldgicas e/ou nociceptivas advindas da regido genémica diferencial das linhagens que
ao interagir aos estimulos externos podem ocultar possiveis diferencas de linhagem basais.
Novos estudos visando observar as implicacfes de estimulos estressores agudos nas linhagens

podem melhor elucidar os mecanismos atras dos resultados observados.
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