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“...como vocé define real?
Se vocé esta falando do que vocé consegue sentir, cheirar, provar, ver, ouvir,
entdo real sdo simplesmente sinais elétricos interpretados pelo seu cérebro...”

Warner Bros. (Matrix I, 1999)



In memorian
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No6s avaliamos a influéncia de fatores ambientais e genéticos sobre medidas
comportamentais de ansiedade e alcoolismo. Para isso, testamos os ratos LEW e SHR em:
(a) 3 testes comportamentais de ansiedade, com algumas variacdes no ambiente de
laboratério, (b) um protocolo de alcoolismo e (c) medidas de expressdo génica. Os ratos
Floripa H/L foram avaliados nos mesmos testes de ansiedade e alcoolismo. Os resultados
mostraram que as linhagens LEW/SHR diferem no teste da caixa branca/preta (CBP), tanto
na fase clara como na fase escura do ciclo circadiano, e no labirinto em cruz elevado
(LCE), tanto no teste como no reteste 24h depois, com os animais LEW sendo mais
“ansiosos” do que os SHR. A posi¢ao da gaiola no biotério e o estado comportamental
(sono/vigilia) do animal antes do teste influenciam os resultados dos testes de ansiedade. A
linhagem mais “ansiosa” (LEW), foi a que consumiu maiores quantidades de etanol. Os
ratos LEW apresentaram menores niveis de expressdao génica de NPY e maiores niveis de
receptores 5-HT o em relacdo aos SHR no hipocampo. A linhagem Floripa L foi mais
“ansiosa” e ingeriu mais etanol. Concluindo, (a) teste e reteste no LCE podem compartilhar
componentes psicolégicos comuns, (b) as diferencas genéticas entre ratos LEW e SHR sao
influenciadas por alguns detalhes do ambiente de laboratério, (c) parece existir uma
correlacdo positiva entre a ansiedade e o alcoolismo e (d) o NPY e os receptores 5-HT ;4 do

hipocampo parecem estar envolvidos nestas patologias.



RESUMO
A influéncia da genética nas caracteristicas relacionadas com os transtornos de
ansiedade tem sido amplamente demonstrada tanto em humanos, quanto em
modelos animais. No entanto, a comparacao de linhagens de roedores em testes
comportamentais de ansiedade/emocionalidade pode apresentar resultados nao-
reproduziveis entre diferentes estudos e laboratorios, mesmo quando os genétipos
sdo mantidos constantes. Entdo, além de se estudar os fatores genéticos, a
identificacdo de fatores ambientais relevantes e as interagdes genoétipo-ambiente
parecem ser pontos importantes para aumentar a reprodutibilidade dos estudos
genéticos e neurocomportamentais. Neste estudo, nds objetivamos avaliar a
influéncia de fatores ambientais e genéticos sobre medidas comportamentais
relacionadas a ansiedade e a possivel relacdo entre modelos animais de
ansiedade e alcoolismo. Para isso nés testamos um modelo genético animal (ratos
das linhagens LEW e SHR) em: (a) trés testes comportamentais de ansiedade,
com algumas variagdes no ambiente de laboratério ou na situacéo de teste, (b) um
protocolo de ingestdo espontédnea de etanol e (c) medidas de expressdo génica
em duas regides do cérebro relacionadas com comportamentos de ansiedade e
alcoolismo. Além disso, um segundo modelo genético (ratos Floripa H e L) foi
avaliado nos mesmos testes comportamentais de ansiedade e consumo de etanol.
Os resultados mostraram que as linhagens LEW e SHR apresentaram diferencas
relacionadas a ansiedade no teste da caixa branca/preta (CBP), tanto na fase
clara como na fase escura do ciclo circadiano, e no labirinto em cruz elevado
(LCE), tanto no teste como no reteste 24h depois, com os animais LEW parecendo

mais “ansiosos” do que os animais SHR. Nés também mostramos que a posicao



da gaiola no biotério e o estado comportamental (sono/vigilia) do animal logo
antes do teste tém influéncia nos resultados dos testes comportamentais de
ansiedade, com algumas destas influéncias sendo genoétipo-dependentes. Foi
ainda demonstrado que a linhagem considerada a mais “ansiosa” (LEW) no nosso
modelo genético, foi a que consumiu maiores quantidades de etanol quando este
foi oferecido em livre escolha a concentracées de 6% e 10%. Além disso, foram
encontrados menores niveis de expressao génica de NPY e maiores niveis de
expressao génica de receptores 5-HT1a no hipocampo, mas ndo no hipotalamo,
dos ratos LEW em relagdo a ratos SHR. Outro gene investigado neste estudo,
Grin2b, nao diferiu no hipocampo ou no hipotdlamo entre os ratos LEW e SHR.
Finalmente, o protocolo de auto-administracdo de etanol aplicado as linhagens
Floripa H e L sugeriu novamente uma correlacdo positiva entre os
comportamentos de “ansiedade” e o consumo de alcool, pois a linhagem Floripa L,
que foi a mais “ansiosa” neste modelo genético, também foi a que ingeriu maiores
qguantidades de etanol. Em conclus&o, os resultados deste trabalho: (a) sugeriram
que o teste e o reteste do LCE podem compartilhar componentes psicoldgicos
comuns, (b) reforcaram as linhagens LEW e SHR como um importante modelo
genético para o estudo da ansiedade, (c) mostraram que, apesar de sua robustez,
as diferencas genéticas entre ratos LEW e SHR podem ser influenciadas por
alguns detalhes do ambiente de laboratério, (d) sugeriram uma correlagao positiva
entre indices experimentais de ansiedade e consumo de etanol e (e) reforgaram a
hip6tese de participacdo do NPY e dos receptores 5-HT{ao do hipocampo nas

variagdes genéticas nestes comportamentos.



ABSTRACT

The influence of genetics on anxiety-related traits has been thoroughly
demonstrated both in humans and animal models. The comparison of rodent
strains in behavioural tests of anxiety/emotionality can show non-reproducible
results across different laboratories and studies, even when genotypes are kept
constant. Therefore, identifying the relevant environmental factors and the
genotype/environment interactions seem to be an important step to increase the
confiability of both genetic and neurobehavioural studies. In this study, we aimed to
evaluate the influence of environmental and genetic factors on anxiety-related
measures and the possible relationship between anxiety and alcoholism
experimental models. Thus, we evaluated one genetic animal model (LEW and
SHR rats) in: (a) three anxiety behavioural tests with some variations in the
environment of the laboratory or in the test situation (b) one ethanol self-
administration procedure and (c) one gene expression test (Real-time RT-PCR) on
two different anxiety and alcoholism-related brain regions. Furthermore, a second
genetic model (Floripa H and L rats) was evaluated in the same anxiety and
alcoholism behavioural tests. The results have shown that LEW and SHR rats
present differences related to anxiety in the black/white box (BWB) in the dark
phase of the circadian cycle and in the elevated plus-maze (EPM) in the test as
well as in the retest 24h later, with LEW animals seeming more "anxious" than
SHR animals. This suggests that the emotional differences between these strains
are robust and not phase-dependent in the BWB and that the test/retest in the

EPM can share common psychological components. We also showed that the



cage position inside the housing room and the rat’s behavioral state before the test
influence the results of anxiety tests, with some of these influences being
genotype-dependent. Moreover, we demonstrated that the strain considered to be
"more anxious" (LEW) in our genetic model was the one that consumed greater
amounts of ethanol when offered in free-choice at concentrations of 6% and 10%.
Moreover, LEW rats showed lower levels of gene expression of NPY and higher
levels of 5-HTa receptor in the hippocampus, in relation to SHR rats. Finally, the
self-administration protocol, applied to the Floripa H and L rat strains, suggested
again a positive correlation between anxiety and alcoholism-related behaviors. The
Floripa L strain, that was more emotionally reactive in this genetic model, was also
the one that ingested higher amounts of ethanol. In conclusion, the results of this
work suggested that (a) the test and retest of the EPM can share common
psychological components, (b) LEW and SHR rats are an important genetic model
for the study of the anxiety, (c) the genetic differences between them can be
influenced by some variations in the laboratory environment, (d) there is a positive
correlation between experimental indices of anxiety and ethanol consumption and
(e) the participation of NPY and 5-HT1A receptors in the hippocampus are

important for the genetic variations observed in these behaviors.
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1. INTRODUCAO

1.1 Ansiedade
1.1.1 Definicdo

A ansiedade é um dos classicos tipos de emoc¢des que, provavelmente, ja
foi experimentada por todos nds algumas vezes durante a vida. Por definicao, ela
significa o estado afetivo em que ha sentimento de inseguranca. Podemos
caracteriza-la como um conjunto de respostas fisiolégicas (aumento da atividade
do sistema nervoso autondmico, taquicardia, sudorese) e comportamentais
(aumento na vigilia e na reatividade comportamental; esquiva) aumentadas que
juntas protegem um individuo de um possivel dano diante de uma situagéo
potencialmente perigosa (File et al., 1993; Lang et al., 2000; Adamec et al., 2001;
Belzung e Griebal, 2001; Blanchard et al., 2001a, 2001b; Dielenberg e McGregor,
2001; File, 2001).

Alguns pesquisadores sugerem que em sua forma nao-patoldégica a
ansiedade pode ser dividida em duas categorias: “ansiedade estado” e “ansiedade
traco”. Estas refletiriam, respectivamente, as respostas de ansiedade aumentadas
de um individuo em um momento particular, na presenca de uma situagcéao
provocadora e a ansiedade constante através do tempo, como uma caracteristica
permanente do individuo (Lister, 1990). Ja em sua forma patoldgica, segundo o
DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 1994), a
ansiedade é classificada em seis transtornos principais: transtorno de ansiedade
generalizada, fobia social, fobia especifica, transtorno de panico, transtorno de

stress pds-traumatico e transtorno obsessivo-compulsivo.



Apesar de a ansiedade ser um fendmeno humano subjetivo, respostas
fisiologicas e comportamentais semelhantes tém sido descritas em diversas
espécies animais e parecem ser parte de um mecanismo universal através do qual

0s organismos se adaptam a condicbes adversas (Gross e Hen, 2004).

1.1.2 Sintomas e tratamento da ansiedade

Os transtornos de ansiedade podem interferir severamente na vida normal
do individuo apresentando desde sintomas basicos como: inquietagéo,
taquicardia, sudorese, disturbios gastrintestinais e do sono, até os sintomas
especificos de cada um dos seis transtornos que a compreendem. Existe uma
estimativa de que 20% das pessoas sdo afetadas por algum destes transtornos
em alguma fase da sua vida e que sdo gastos mais de 42 bilhdes de dblares por
ano, somente nos Estados Unidos, com tratamento e prejuizos causados pelos
transtornos de ansiedade (Greenberg, 1999).

A ansiedade vem sendo tratada principalmente com drogas que deprimem
o sistema nervoso central (alcool, barbitdricos, opidides, beta-bloqueadores e
benzodiazepinas). Dentre estas, as benzodiazepinas sdo as mais especificas e
efetivas e, portanto, sdo ainda as drogas mais utilizadas, atualmente, no
tratamento destes transtornos (Shader e Greenblatt, 1993; Groenink et al., 2003).
Sabe-se que estas drogas atuam de maneira seletiva sobre os receptores GABAA
(acido y-aminobutirico), potencializando a abertura de canais de cloreto mediada

pelo neurotransmissor GABA. Os efeitos mais importantes dos benzodiazepinicos



consistem em: reducédo da ansiedade e da agressao, sedacao e inducao do sono
e reducao do tdbnus muscular e da coordenacao (Rang et al., 2001).

Para que possamos desenvolver novos farmacos tado ou mais eficientes que
0s benzodiazepinicos para o tratamento da ansiedade, ou mesmo para que
possamos aprender mais sobre a etiologia deste transtorno, é de essencial
importancia que disponhamos de testes comportamentais com animais nao-
humanos. Desta maneira, consideravel esforco vem sendo feito ao longo dos
altimos anos no intuito de desenvolver, validar e aperfeicoar os testes

comportamentais e os modelos animais de psicopatologias humanas.

1.2 Roedores na Pesquisa Biomédica

Como ja foi comentado brevemente, os animais ndo humanos séo de
grande importancia para a pesquisa biomédica. Dentre estes, os roedores
assumem um papel de grande destaque, pois muitas das manipulacoes
necessarias para a elucidacdo de mecanismos genéticos, bioquimicos ou
fisioldgicos envolvidos em patologias sao realizadas neles. Isto se deve ao fato de
que o0s roedores sdo também mamiferos e ainda apresentam diversas
similaridades com os humanos como: plano de corpo, sistemas organicos e
mecanismos de regulacdo psicolégica (Tecott, 2003). Além disso, anélises
genbmicas comparativas indicam que o ancestral comum de humanos e
ratos/camundongos viveu a aproximadamente 75 milhées de anos atras (Madsen
et al., 2001; Murphy et al., 2001) e que a separacao entre ratos e camundongos
ocorreu ha aproximadamente 25 milhdes de anos (Rew, 2004), um evento recente

quando falamos em termos evolutivos. Ainda podemos citar outras vantagens do



uso de roedores na pesquisa como: a disponibilidade de varias geragées em um
mesmo ano, o controle de varidveis ambientais envolvidas, o grande numero de
individuos que podem ser mantidos em um laboratério e a possibilidade de
manipulagdes genéticas controladas. Como exemplo desta ultima ndés podemos
citar as recentes metodologias de animais knock-out, knock-in e transgénicos que
sdo realizadas em roedores. Estas técnicas auxiliam na investigagdo de genes
importantes para fun¢des cerebrais e transtornos mentais, dentre os milhares que
foram identificados com o sequienciamento do genoma humano (The International
Human Genome Mapping Consortium, 2001; Venter et al., 2001).

Dentre os roedores, o camundongo é o modelo preferido pelos geneticistas,
por razdes praticas (custo mais baixo, facilidades de armazenamento e de
manipulacdo) e historicas (maior conhecimento acumulado, sendo o primeiro
roedor com o genoma sequenciado (Gregory et al., 2002)). Porém, o rato tem
ganhado maior atencdo nos Uultimos anos entre 0s geneticistas, pois teve
recentemente o0 seu genoma completamente seqlenciado (Rat Genome
Sequencing Project Consortium, 2004). Além disso, ha um acumulo de
conhecimento consideravel em diversas areas, inclusive com a possibilidade,
através de bancos de dados génomicos, de se comparar regides cromossémicas
suas com humanos e camundongos.

Com 2,75 bilhdes de pares de bases e 21 cromossomos, 0 rato apresenta um
genoma um pouco menor do que o dos humanos (2,9 bilhdes de pares de bases e
23 cromossomos) e um pouco maior do que o de camundongos (2,6 bilhdes de
pares de bases e 20 cromossomos). Entretanto, todos as trés espécies

apresentam cerca de 30 mil genes, sendo que 40% deles sdo muito proximos em



estrutura e funcdo (Rew, 2004). Além disso, existem cerca de 1000 doencas
hereditdrias humanas documentadas atualmente, onde a participacao genética
nao é bem entendida, sendo que 75% delas tém genes analogos em ratos (Rew,
2004).

No campo de pesquisa da ansiedade, existem diversos modelos de ratos e
camundongos validados (Broadhurst, 1975; Plomin et al., 1990; Fujita et al., 1994;
Ramos et al., 1997; Driscoll et al., 1998; Liebsch et al., 1998; Brush et al., 1999;
Landgraf e Wigger, 2003; Ramos et al., 2003). Estes animais sao testados em
diversos aparatos que induzem comportamentos de algum modo relacionados aos
transtornos humanos. Devido ao exposto acima, fica claro, entdo, a grande
importancia de estudarmos o0s modelos genéticos animais para diferentes

patologias ou transtornos como, por exemplo, a ansiedade.

1.3 Testes Comportamentais

Existem varios testes comportamentais descritos na literatura que tentam
medir comportamentos relacionados a ansiedade em animais de laboratério (Hall,
1934; File e Hyde, 1978; Crawley, 1981; Pellow et al., 1985; Blanchard et al.,
1990; Merali et al., 2003). Eles apresentam uma grande importancia na triagem ou
no desenvolvimento de novas drogas ativas para o combate da ansiedade em
humanos (Dawson e Tricklebank, 1995). Porém, quando diversos testes
comportamentais sdo utilizados simultaneamente em uma mesma populacédo de
roedores, raramente sdo encontradas correlacées estatisticas entre diferentes
variaveis que deveriam medir a mesma caracteristica emocional (Ramos et al.,

1997). Isto pode sugerir que (a) tais medidas ndo estao avaliando uma mesma



caracteristica emocional (File, 1995), e que (b) diferentes testes comportamentais
podem estar avaliando diferentes subtipos de “ansiedade”, até mesmo com o
envolvimento de substratos bioldgicos distintos (Ramos e Morméde, 1998). Fica
claro, entdo, que para a obtencédo de um perfil emocional 0 mais completo possivel
dos animais a serem estudados, seria recomendavel se utilizar diferentes testes e
varias medidas comportamentais em uma mesma populacado (Ramos et al., 1997),
pois um animal poderia ser classificado como mais ansioso em relagdo a uma
determinada medida e como menos ansioso em relagcao a outra. Porém, o uso de
multiplas medidas, apesar das vantagens citadas, gera uma situacdo complexa
que dificulta a andlise estatistica, sendo muitas vezes necessario o uso de
analises multivariadas (fatoriais) para melhor se compreender o conjunto total de
resultados (Ramos e Mormede, 1998).

Normalmente, os diferentes testes comportamentais expéem o animal, por
uma quantidade de tempo variavel, a um ou varios estimulos aversivos enquanto o
observador faz a analise simultaneamente. Estes estimulos podem ser
classificados como fisicos (temperaturas extremas, choques elétricos, privacéo de
comida) ou psicologicos (ambientes inéditos, areas fortemente iluminadas,
espacos abertos, lugares altos; File, 1995; Ramos e Mormede, 1998).

Para que um teste possa ser considerado um modelo comportamental de
ansiedade, ele deve permitir a mensuragao de respostas quantitativas/qualitativas
que devem responder a aplicacdo de drogas ansioliticas/ansiogénicas no mesmo
sentido que estas drogas atuam em humanos. Ou seja, drogas ansioliticas (que
reduzem a ansiedade em humanos) devem aumentar a exploragcdo do ambiente

aversivo do teste comportamental por parte dos animais e drogas ansiogénicas



(que aumentam a ansiedade em humanos) devem diminuir a exploracao do
mesmo ambiente aversivo. Além disso, o0 modelo ndo deve responder a outras
classes de drogas (antidepressivos, antipsicéticos, etc.; File, 1987). Basicamente,
sdo reconhecidos dois tipos de testes de ansiedade: (a) os baseados em
respostas ndo condicionadas (exploratérios, de consumo e de comportamentos
sociais) e (b) os baseados nos paradigmas de aprendizagem animal ou no
condicionamento (esquiva ativa condicionada, desamparo aprendido) (Treit, 1985;
Dawson e Tricklebank, 1995; Rodgers e Cole, 1995; Rodgers e Dalvi, 1997;
Rodgers et al., 1997).

No presente trabalho, ndés enfocaremos trés testes comportamentais de
ansiedade que sdo comumente utilizados na pesquisa mundial, sendo que todos

eles sao baseados em respostas ndo condicionadas de medo/ansiedade.

1.3.1 Campo Aberto

O teste do campo aberto (CA) é provavelmente o mais popular teste de
emocionalidade no mundo. Ele foi desenvolvido em 1934 por Calvin Hall (Hall,
1934) e desde entdo diversos trabalhos tém utilizado este aparato para avaliar os
efeitos de manipulagcdes ambientais, de drogas e de fatores genéticos sobre a
emocionalidade de roedores. O aparato consiste de uma arena cercada por
paredes onde o0 animal é colocado e pode explorar o aparato livremente por uma
certa quantidade de tempo. Na literatura disponivel sobre este aparato,
encontramos frequiientemente diferencas na forma, cor, iluminacao e métodos de
avaliacao (Walsh e Cummins, 1976; Sternberg et al., 1992; Trullas e Skolnick,

1993; Castanon e Mormede, 1994; Ossenkopp et al., 1994). Algumas destas



modificacbes na situacdo de teste podem prejudicar a reprodutibilidade dos
resultados obtidos e até mesmo mascarar efeitos genéticos (Crabbe et al., 1999;
Chesler et al., 2002; Wabhlsten et al., 2003). Pode ser medido um grande ndmero
de variaveis comportamentais no teste do CA como: locomocdo, defecacgéo,
congelamento, alisamento, exploracdo de pé, vocalizacdo, etc:. (Archer, 1973;
Walsh e Cummins, 1976). Dentre estas medidas, as duas mais comumente
aceitas como medidas de emocionalidade animal sdo: a locomocéao e a defecacao
em resposta a um ambiente inédito (Gray, 1979; Lister, 1990; Ossenkopp et al.,
1994). Existem, ainda, outras medidas no teste do CA, que nem sempre sao
consideradas em estudos de emocionalidade (tempo e locomocgao na area central
e periférica), as quais sao obtidas a partir da distincdo deste aparato em area
central e area periférica (Ramos e Mormede, 1998). A area central, como o préprio
nome diz é a area que se localiza no centro do aparato desprovida de paredes,
sendo a area periférica aquela adjacente as paredes do aparato e que permite a
realizacdo de tigmotaxia por parte do animal. Considera-se, classicamente, que a
area central deste aparato seja a mais aversiva, pois drogas ansioliticas tendem a
aumentar a locomocao e o tempo de permanéncia nesta area, enquanto drogas
ansiogénicas apresentam o resultado contrario (Gentsch et al, 1987).
Provavelmente, isto se deva ao fato de que os roedores evitam o0s espacgos
abertos onde nado possam realizar tigmotaxia (movimento que o rato faz com as

vibrissas no intuito de receber informacgdes sensoriais do meio) (Treit et al., 1993).

1.3.2 Labirinto em Cruz Elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE), que consiste de um labirinto em forma



de cruz com quatro bracos, sendo dois abertos e dois fechados (com paredes), é
um dos modelos animais de ansiedade mais utilizados e foi desenvolvido baseado
na observacdo de que os ratos evitam lugares abertos e elevados e que este
comportamento de esquiva é gerado pelo medo (Montgomery, 1955).
Simplificadamente, durante o teste o rato € colocado em uma plataforma central
(regiao de interseccao entre os quatro bragos), podendo ali permanecer ou dirigir-
se a um dos bracos (aberto ou fechado). Em um extenso estudo, Pellow et al.
(1985) validaram este teste através do uso de abordagens farmacoldgicas,
comportamentais e fisiolégicas. Quando expostos ao LCE pela primeira vez, um
rato ou camundongo naive apresentara sinais de conflito, esquiva e fuga, sendo
que o animal considerado como mais “ansioso” irA menos vezes e permanecera
por menos tempo nos bragos abertos e desprotegidos do aparato. Esta esquiva
aos bracos abertos (regido aversiva do aparato) é diminuida através de drogas
ansioliticas classicas (clordiazepdxido, diazepam, midazolam, etanol) e
aumentada por substancias ansiogénicas (escopolamina, flumazenil, fluprazina,
eltoprazina, naltrexona) (Pellow et al., 1985; Lee e Rodgers, 1987; Lee e Rodgers,
1990; Rodgers et al., 1992; Handley e McBlane, 1993; Rodgers e Cole, 1994;
Rodgers e Cole, 1995).

Neste aparato, como em outros, pode-se realizar uma segunda exposicao
dos ratos algumas horas ou dias depois da primeira exposicao. Nestes casos, que
chamamos de reteste, observa-se normalmente um grande aumento na esquiva
dos bracos abertos. Segundo a literatura, ndo se sabe ao certo qual é o estimulo
responsavel pela reducdo de entradas e do tempo de permanéncia nos bragos

abertos na segunda exposicao, porém sabe-se que as situagdes aversivas para o



rato no LCE podem ser diminuidas com um minimo de mudanc¢as no aparato. Por
exemplo, Fernandes e File (1996) relataram que a introducdo de bordas nos
bracos abertos do LCE alteram os resultados de manipula¢des farmacolégicas.
No LCE, a resposta a drogas ansioliticas tem mostrado diminuir ou mesmo
desaparecer quando 0s animais sao previamente expostos ao mesmo aparato de
teste, um fenébmeno conhecido como tolerdncia a uma exposicao (one-trial
tolerance) (File, 1990). Sugere-se que isso possa ser devido a liberagdo de
agonistas inversos enddgenos, que ocorreria durante a primeira exposicao,
alterando os receptores benzodiazepinicos em algumas regides do cérebro e,
mais tarde, induzindo-os a dessensibilizacdao (Holmes e Rodgers, 1998). Este
fendbmeno nao tem sido descrito apenas para as benzodiazepinas (Rodgers et al.,
1992; Treit et al., 1993; File e Zangrossi, 1993; File et al., 1998; 1999), mas
também para outros ligantes do complexo receptor GABAa como o etanol,
fenobarbital e para os ligantes do receptor glicina-B/NMDA (N-metil-D-aspartato)
(Bertoglio e Carobrez, 2002a; 2002b; 2003). Contudo, a significancia psicoldgica
exata desta mudanca de comportamento dos animais entre teste e reteste ainda
permanece obscura (Rodgers et al., 1992; File et al., 1993; Holmes e Rodgers,
1998). Os resultados obtidos no estudo de Bertoglio e Carobrez (2000) sugerem
que é necessario que os ratos conhecam tanto os bracos abertos quanto os
bracos fechados do aparato, para que eles adquiram medo dos bragos abertos.
Estas evidéncias dao suporte a idéia de alguns autores de que uma primeira
exposicao ao aparato sem tratamento de drogas provoca uma mudanca qualitativa
na reacdo ansiedade/medo, de uma forma de resposta ndo condicionada para

uma forma de resposta de “fobia adquirida” (File e Zangrossi, 1993; Hogg e File,



1994). Outros autores, contudo, mesmo reconhecendo que existe uma mudanca
qualitativa no tipo de emocionalidade avaliado na segunda exposicdao ao LCE,
consideram que a significancia psicologica desta mudancga néo é clara (Holmes e
Rodgers, 1998). Apesar de que diferentes abordagens farmacolégicas tém sido
usadas na tentativa de esclarecer este ponto, ao nosso conhecimento, ele nunca
foi analisado antes a partir de uma perspectiva de comparacdo de linhagens
isogénicas contrastantes. Entédo, se linhagens de roedores com perfis emocionais
contrastantes forem diferentes entre si na primeira, mas ndo na segunda
exposicado ao LCE, ou vice-versa, isto proveria suporte adicional para a hip6tese
de que estas duas condicbes de teste avaliam diferentes formas de reacéo

emocional.

1.3.3 Caixa Branca/Preta (CBP)

Outro teste comportamental utilizado no presente estudo foi a caixa
branca/preta (CBP) (uma pequena caixa com dois compartimentos conectados:
um branco e fortemente iluminado e outro preto somente com iluminacao
vermelha), onde o rato € colocado, no centro do compartimento branco, podendo
entdo atravessar em dire¢gdo ao compartimento preto ou permanecer no branco.
Considera-se classicamente que o nivel de exploracédo do compartimento branco e
0 numero de transicbes entre os compartimentos dependem do nivel de
“ansiedade” do animal (Crawley, 1981). Segundo Crawley (1981), este teste
possui algumas vantagens, como a rapidez e a simplicidade do método, a
reprodutibilidade dos resultados e 0 pequeno tamanho do aparato. Ainda, a alta

eficiéncia e a especificidade psicofarmacolégica para medir os efeitos



comportamentais de agentes ansioliticos (benzodiazepinas, alcool e nicotina) e
ansiogénicos (FG7142), fazem deste teste um bom modelo para o estudo da
ansiedade (Crawley, 1981; Costall ef al., 1989). Assim como no teste do CA,
também na CBP algumas modifica¢des na situacao de teste ja foram introduzidas
em diferentes estudos (Costall et al., 1989; Belzung e Le Pape, 1994; Belzung et
al., 1994), o que pode, como dito anteriormente, complicar a interpretacdo dos
resultados.

Sabe-se, por outro lado, que os roedores apresentam um ritmo circadiano
de sono/vigilia, com a atividade prevalecendo durante a noite e o descanso
durante o dia (Cipolla-Neto et al., 1988; Gorka et al., 1996). Entretanto, a maioria
dos experimentos realizados neste aparato tém sido realizados durante o periodo
diurno (Crawley, 1981; Smythe et al.,, 1996; Chaouloff et al., 1997; Ramos et al.,
1997, 1998, 2003), ignorando alguns estudos que sugerem uma possivel
correlagdo entre a ansiedade e os ritmos circadianos (Arushanian e Beer, 1999;
Morin, 1999). Além disso, ainda existe o fato deste teste comportamental ter como
principal componente aversivo a forte iluminacédo (Crawley, 1981), sugerindo até
mesmo a participagdo do sistema visual, que faz com que ratos albinos e
pigmentados apresentem diferencas quando testados (Ramos e Morméde, 1998).
Entdo, poderiamos sugerir que, além das possiveis diferencas relacionadas aos
ritmos circadianos per se, 0 desempenho dos animais poderia ser também afetado
pelo fato de, anteriormente ao momento do teste, eles estarem sob condi¢cdes de

luz ou de escuridéo (dia ou noite).



A seguir, comentaremos um pouco sobre uma das abordagens possiveis de
serem utilizadas no estudo da ansiedade com roedores (os modelos genéticos

compostos de duas linhagens) e que foi aplicada no presente estudo.

1.4 Modelos Genéticos Animais

A influéncia de fatores genéticos ja foi amplamente demonstrada para
comportamentos ligados a ansiedade, tanto em humanos como em roedores
(Brodkin e Nestler, 1998; Ramos e Mormede, 1998; Ramos et al., 1999; Henninger
et al., 2000; Toye e Cox, 2001; Turri et al., 2001; Wood e Toth, 2001; Clément et
al., 2002). Sabe-se que diferentes linhagens de ratos ou camundongos podem
responder de maneira diferente aos mesmos estimulos ambientais e que, entédo, a
comparacao simultdnea destas linhagens pode revelar correlagcées genéticas entre
diversas reac¢des bioquimicas ou comportamentais (Ramos e Morméde, 1998).
Portanto, o estudo comparativo de modelos genéticos pode representar uma
ferramenta 0til para o estudo dos mecanismos envolvidos nos transtornos
relacionados a ansiedade (Trullas e Skolnick, 1993; Rex et al., 1996). Estes
modelos genéticos, normalmente compostos de duas linhagens contrastantes,
podem ser originados a partir de: (a) caracteristicas que se diferenciaram
aleatoriamente por cruzamentos independentes realizados em diferentes
populagdes ou linhagens ou (b) a partir de uma selecdo genética bidirecional
planejada sobre uma caracteristica especifica.

A primeira alternativa certamente é mais rapida e menos trabalhosa, pois
trabalha com linhagens ja estabelecidas, porém, pode ser menos informativa do

que a segunda (Ramos e Mormeéde, 1998). Por exemplo, se trabalharmos com



populagcdes isogénicas (consangilineas), onde 0s animais sdo geneticamente
idénticos, temos um maior controle das influéncias ambientais sobre o fendtipo.
Porém, devemos estar atentos ao fato de que nem sempre os genes importantes
para a caracteristica em estudo sado polimérficos entre as linhagens que compéem
o modelo (Ramos e Mormeéde, 1998). Diversos estudos recentes tém demonstrado
que linhagens isogénicas de roedores que nao tinham sido intencionalmente
selecionadas para caracteristicas emocionais, podem constituir ferramentas
interessantes no estudo destas caracteristicas (Crawley e Davis, 1982; Trullas e
Skolnick, 1993; Glowa e Hansen, 1994; Mathis et al., 1994; Armario et al., 1995;
Guillot e Chapoutier, 1996; Lahmame e Armario, 1996; Rex et al., 1996).

Ja na segunda alternativa, a selecao bidirecional (selecao genética dos dois
extremos de uma caracteristica) huma dada populacdo, tem a vantagem de
maximizar as diferencas genéticas entre os grupos. Apds muitas geracdes de
selecao, € esperado que uma das linhagens resultantes apresente quase todos os
genes que afetam positivamente a caracteristica de selecdo, enquanto a outra
linhagem teria a maioria dos genes que afetam negativamente a mesma
caracteristica (Ramos e Mormeéede, 1998). Entdo, as diferencas fenotipicas
tenderiam ao maximo contraste (Okamoto e Aoki, 1963; Fujita et al., 1994). Sao
conhecidos na literatura varios exemplos desta abordagem como: as linhagens de
camundongo DeFries H e L, os ratos Maudsley reactive e non-reactive, os ratos
Roman high - e low-avoidance, os ratos Syracuse high - e low-avoidance, os ratos
Tsukuba high - e low-emotional, os ratos HAB e LAB e os ratos Floripa H e L
(Broadhurst, 1975; Plomin et al.,, 1990; Fujita et al., 1994; Driscoll et al., 1998;

Liebsch et al., 1998; Brush et al., 1999; Ramos et al., 2003).



Nés realizamos o presente estudo utilizando as duas abordagens
mencionadas, através do modelo genético constituido por linhagens isogénicas ja
estabelecidas Lewis (LEW) e SHR (Spontaneously Hipertensive Rats), que juntas
mostraram-se Uteis para o estudo experimental da ansiedade (Ramos et al., 1997;
1998; 2002), e do modelo genético desenvolvido a partir de uma selecao genética
bidirecional, que originou as linhagens Floripa H (alta locomocgao central no teste

do CA) e L (baixa locomocao central no teste do CA) (Ramos et al., 2003).

1.4.1 Linhagens Lewis e SHR

A partir de um estudo com seis linhagens isogénicas de ratos, assim
chamadas porque apresentam uma alta homologia de DNA entre seus individuos,
Ramos et al. (1997) propuseram um novo modelo genético animal para o estudo
da ansiedade. Ele era composto de duas linhagens de ratos, chamadas LEW e
SHR, que diferiam em comportamentos relacionados a este transtorno em
humanos.

A linhagem LEW foi originada através de cruzamentos consanglineos de
ratos da linhagem Wistar, realizados pelo Dr. Lewis, sendo freqlientemente usada
como modelo de doencas autoimunes (Stohr et al, 1999). Os ratos LEW
apresentam uma baixa atividade do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) em
resposta ao estresse (Calogero et al,, 1992; Sternberg et al., 1992). Eles sao
considerados importantes no estudo do abuso de diferentes drogas tais como
cocaina (Kosten et al., 1994), morfina (Suzuki et al., 1988a) e etanol (Suzuki et al.,
1988b). Sabe-se que a linhagem LEW, quando comparada com a linhagem SHR,

vai pouco ao centro no teste do CA, mostra uma rapida saida do compartimento



branco no teste da CBP e passa menos tempo nos bracos abertos e mais tempo
nos bracos fechados do LCE (Ramos et al., 1997; 1998; 2002). Isto, aliado ao fato
de que estas duas linhagens n&o diferem em medidas consideradas como indices
de locomocgao nos mais variados testes comportamentais, nos permite sugerir que,
comparativamente, a linhagem LEW tem um perfil de maior “ansiedade
experimental”, em relacao a outra linhagem deste modelo genético.

A linhagem SHR é composta de ratos que desenvolvem, a partir de uma
certa idade, hipertensdo arterial, tendo sido também obtida através de
cruzamentos consangulineos a partir da linhagem Wistar (Okamoto e Aoki, 1963).
Entretanto, uma populagédo F, originaria de um cruzamento entre as linhagens
LEW e SHR, demonstrou que a pressdo arterial ndo esta associada aos
comportamentos relacionados a ansiedade nestas linhagens (Ramos et al., 1998).
Sabe-se que os ratos SHR sdo mais sensiveis aos efeitos hipnéticos do etanol e
também consomem maior quantidade deste liquido, quando comparados aos seus
controles normotensos Wistar-Kyoto (WKY) (Khanna et al., 1990). Contrariamente
aos ratos LEW, que apresentam um hiporesponsividade no eixo HPA, os ratos
SHR exibem um aumento maior e mais prolongado nos niveis de adrenalina e
noradrenalina e também uma maior aumento na freqiéncia cardiaca e pressao
sanguinea em resposta a situacdes estressantes quando comparados a outras
linhagens de ratos (Kirby et al., 1989; Hendley e Ohlsson, 1991). A linhagem SHR
também ja& foi sugerida como sendo um bom modelo para o estudo de
comportamentos relacionados ao déficit de atencao e de hiperatividade (Morméde
et al., 2002). Entretanto, os SHR nao diferem na locomogao total do teste do

campo aberto, quando comparados com ratos F344 e Wistar (Paré, 1989).



Quando comparados aos ratos LEW, os SHR aproximam-se mais dos
compartimentos  aversivos de  diferentes  testes = comportamentais,
independentemente do sexo (Ramos et al., 1997; 1998; 2002).

Apesar da caracterizacao comportamental, farmacolégica e bioquimica que
vimos realizando ao longo dos ultimos anos, ainda existem duvidas sobre o
significado psicolégico real das diferencas comportamentais entre as linhagens
LEW e SHR. Por esta razdo, é necessaria uma melhor caracterizacao destas
linhagens nos mais variados aspectos, a fim de se elucidar vias bioquimicas,
mecanismos bioldgicos ou genes que estejam contribuindo para a expressao
deste comportamento diferenciado entre elas. Com o melhor entendimento destes
comportamentos, nés poderemos entender melhor os transtornos de ansiedade
em humanos e até mesmo desenvolver medicamentos mais especificos e efetivos

para cada um deles.

1.4.2 Linhagens Floripa “H” e “L”

E provavel que os diferentes modelos genéticos desenvolvidos em cada
laboratério ndo representem exatamente o mesmo conjunto de componentes
genéticos e neurobioldgicos, devido as suas diferentes origens e critérios de
selecao, entre outras coisas. Isso tornaria cada modelo genético Unico e, portanto,
importante no estudo das caracteristicas emocionais (Ramos et al., 2003).

As linhagens Floripa H e L foram selecionadas inicialmente a partir de uma
populacao inicial (SO) derivada do cruzamento de trés linhagens de ratos. Desde

entdo, a cada geracao, elas sao testadas e os melhores animais de cada linhagem

sao selecionados, tendo como base a medida de locomocgao central no CA (sé&o



selecionados os ratos Floripa H com maior locomocéo central no CA e os ratos
Floripa L com menor locomocgao central no CA). Até a quarta geracao de selecao,
estas linhagens mostravam diferencas nao somente no teste onde foram
selecionadas (CA), mas também em outros testes de “ansiedade” como o LCE e a
CBP (Ramos et al., 2003). Além disso, os ratos da linhagem Floripa L, que sao os
considerados mais “ansiosos”, também apresentaram um perfil considerado como
mais “depressivo” quando comparados com os ratos da linhagem Floripa “H”
(dados nao publicados). Este resultado valida estas linhagens como um
importante modelo genético para o estudo de comportamentos relacionados a
ansiedade e outros transtornos/patologias possivelmente associados a ela

(depresséo, alcoolismo).

1.5 Ambiente

Durante as décadas passadas, os testes comportamentais em massa de
multiplas linhagens de roedores tornaram-se um passo chave na pesquisa na area
das neurociéncias, particularmente no campo da genética comportamental.
Quando populacées de animais desenvolvidas através de cruzamentos entre
irmaos (linhagens isogénicas), selecdo genética, transgenia ou manipulagdes de
genes alvo (knockout, knockin) comegaram a ser caracterizadas, tornou-se
evidente que dados comportamentais de diferentes laboratérios freqlientemente
ndao eram reproduziveis. Tais discrepancias poderiam resultar, ndo somente de
diferencas no background genético dos animais, mas também de variacbes no
ambiente de laboratério (Chesler et al.,, 2002; Van der Staay e Steckler, 2002;

Warbel, 2002; Wahlsten et al., 2003). Em pacientes humanos, mostrou-se que



alguns genes podem aumentar a prevaléncia de transtornos afetivos somente
guando combinados com contextos ambientais especificos (algum estresse prévio,
por exemplo) (Caspi et al., 2003). Nos animais, a importancia do contexto também
se tornou 6bvia quando diferentes testes comportamentais, os quais pensava-se
medir o mesmo tipo de estado emocional (ansiedade ou medo), comegaram a ser
comparados uns aos outros. Multiplos testes de emocionalidade (cada um deles
com seus particulares contextos aversivos), quando aplicados aos mesmos grupos
de animais, linhagens ou tratamentos farmacologicos, freqientemente produzem
resultados conflitantes, indicando que cada teste individual pode de fato se
relacionar a uma distinta dimensdo de reatividade emocional (Archer, 1973; File,
1991; Ramos e Mormede, 1998). Em um importante trabalho, Crabbe et al. (1999)
mostraram que grandes esfor¢os para padronizar o ambiente de laboratério ou a
situacao de teste nao garantem consisténcia dos resultados comportamentais
entre diferentes laboratérios. Por exemplo, as linhagens de camundongos A/J e
129/SvEvTac, quando comparadas uma com a outra, demonstraram maior ou
menor resposta locomotora para cocaina, dependendo do laboratério onde foram
testadas, apesar dos fatores ambientais terem sido rigorosamente controlados.
Por um lado, estes dados revelam que, mesmo sutis, variagdes ambientais nao
controladas entre e dentro de laboratérios podem influenciar estudos
comportamentais, farmacolégicos e genéticos. Por outro lado, os efeitos de tal
background ambiental permanecem grandemente indefinidos. Devido ao fato de
que resultados que sdo Unicos para um laboratério em particular podem estar
refletindo questdes especificas daquele laboratério (Wirbel, 2002), identificar os

fatores ambientais que sdo potencialmente relevantes para a maioria dos estudos



nos mais diferentes locais, € de grande importancia para aumentar a
replicabilidade dos resultados (Olsson et al., 2003) e para revelar interagdes
cruciais entre os genes e o ambiente. Este ponto ndo é certamente restrito aos
estudos genéticos e ndo é limitado somente aos camundongos, ja que os testes
comportamentais também sdo essenciais na farmacologia, por exemplo, e porqué
numerosos estudos usando linhagens isogénicas e transgénicas sao realizados
com ratos.

Diversas variaveis biolégicas e ambientais sdo conhecidas por influenciar
0s resultados dos testes comportamentais. Elas sao, portanto, equalizadas ou ao
menos descritas/listadas na maioria das publicagdes. Entre elas, nés poderiamos
mencionar: idade (Imhof et al., 1993), sexo (Imhof et al., 1993; Johnston e File,
1991), horario do teste (Gentsch ef al., 1982), nivel de iluminagéo (Cardenas et al.,
2001), superficie do aparato (Morato e Castrechini, 1989), transporte a sala de
teste (Morato e Brandao, 1997), experiéncia prévia no aparato (File, 1992; Treit et
al., 1993; Bertoglio e Carobrez, 2000), manipulacdo (Henderson, 1970) e
agrupamento nas gaiolas (Maisonnette et al., 1993). Outros fatores, contudo,
apesar de serem potencialmente relevantes, raramente ou nunca sao

investigados.

1.5.1 Ciclo Sono-Vigilia
Como ja foi comentado brevemente, os roedores apresentam um ciclo
circadiano de sono/vigilia, com a atividade prevalecendo durante a noite e o
descanso durante o dia (Cipolla-Neto et al.,, 1988; Gorka, et al., 1996). Apesar

disso, todos os estudos comparando as linhagens LEW e SHR em estudos de



emocionalidade (incluindo a CBP, que tem uma forte luz branca como seu
principal componente aversivo) tém sido realizados durante o periodo diurno,
mesmo quando alguns estudos sugerem uma possivel correlacao entre ansiedade
e ritmos circadianos (Arushanian e Beer, 1999; Morin, 1999). Portanto, no
presente estudo, nés testamos as linhagens LEW e SHR na CBP em duas
diferentes fases do ciclo circadiano, dia e noite, para verificar se suas diferencas

previamente relatadas ndo sdo horario-especificas.

1.5.2 Teste/Reteste no LCE

No teste do LCE, existe o fenébmeno chamado de “one trial tolerance”, que é
caracterizado pela falta de efeito ansiolitico das benzodiazepinas em animais
submetidos ao LCE pela segunda vez (File, 1990). Apesar de que diferentes
abordagens farmacologicas tém sido usadas na tentativa de inferir o tipo de
medo/ansiedade envolvido na primeira e segunda exposicdo do LCE, ao nosso
conhecimento, este assunto nunca foi avaliado antes através de uma perspectiva
de comparacgao de linhagens. Se as linhagens de roedores com perfis emocionais
contrastantes forem diferentes umas da outras na primeira exposi¢éo ao LCE mas
nao na segunda, isto proveria suporte adicional para a hip6tese que estas duas
situacoes de teste avaliam diferentes formas de reacdo emocional. Entdo, no
presente estudo as linhagens LEW e SHR foram avaliadas pela primeira vez em

duas exposi¢des subsequentes no LCE.

1.5.3 Experimentador



O terceiro fator avaliado foi a possivel influéncia do experimentador que
realiza os testes comportamentais nos resultados de um teste de “ansiedade”.
Esta influéncia ja foi confirmada em testes de nocicepcao (Chesler et al., 2002).
No presente estudo, este fator variou entre um sujeito que era familiar aos animais
e tinha grande experiéncia com todas as praticas de laboratério e outro que nunca
tinha ao menos entrado no biotério onde os animais foram criados e

permaneceram até o momento do teste.

1.5.4 Posicdo das gaiolas

Outra variavel medida foi a posicdo das gaiolas dentro do biotério. Em
muitos laboratérios, este fator pode variar entre as mais ALTAS e as mais BAIXAS
dentre o0s cinco andares das estantes, 0 que poderia submeter os animais a
diferentes condicbes ambientais como: nivel de iluminacdo, temperatura,
composicdo de gases no ar e estimulos visuais, provocando mudancas na
reatividade emocional dos animais. Por isso, o controle desta varidvel ambiental
foi alvo de debate em um estudo ndo comportamental (Herzberg e Lagakos, 1992;
Exner e Clark, 1993). Entretanto, até o presente, nenhum estudo avaliou esta

variavel sob uma perspectiva de comparacgao de linhagens.

1.5.5 Estado comportamental dos animais antes do teste
Também o estado comportamental do animal imediatamente antes do teste
foi monitorado e analisado. Testes comportamentais de ansiedade sao tipicamente
curtos em tempo, mas séo realizados durante sessdes que levam algumas horas e

envolvem muitos animais diferentes. Mesmo se estes individuos supostamente



nao diferem na caracteristica psicolégica em questao, pode-se esperar que 0 seu
estado comportamental (dormindo, comendo, Ilutando, etc.) no momento
precedente ao teste pode variar aleatoriamente. Além disso, como sugerido por
Lister (1990), a maioria dos modelos de ansiedade fornecem medidas de
“ansiedade estado”, a qual é uma emocao de experiéncias subjetivas em um
momento particular na presenca de uma situacédo provocadora de ansiedade. Se
tal estado ansioso ndo € uma caracteristica permanente do individuo, nés
podemos hipotetizar que ele pode ser influenciado pelo estado comportamental do
animal imediatamente antes do teste. Ndés estudamos este fator utilizando as
linhagens LEW/SHR que estavam em estado de repouso ou vigilia nas suas

gaiolas por ao menos cinco minutos continuos antes do teste do LCE.

1.6 Alcoolismo

Na sociedade ocidental, encontramos alguns tipos de drogas comumente
utilizadas pelos humanos sem nenhuma receita médica (cafeina, etanol, nicotina).
Nao é nosso objetivo aqui discutir porque estas drogas passaram a ser
consumidas a ponto de constituirem um problema social, mas sim,
especificamente, descrever de forma sucinta a patologia causada pela
dependéncia de uma delas, o etanol.

O alcoolismo é um tipo de abuso de drogas (Brady e Sonne, 1999; Ehlert et
al.,, 2001) que envolve uma dependéncia fisica e psicolégica (Esel, 2003) pela
droga psicotropica etanol. A alta prevaléncia do abuso de etanol na sociedade
humana impde uma perda financeira estimada em 185 bilhdes de dblares anuais

somente nos EUA (Li et al, 2004), devido ao tratamento e a mortalidade dos



dependentes e a reducdo de produtividade das empresas e industrias. O
alcoolismo e suas conseqiéncias (patologias psiquicas e somaticas e
dependéncia) tém uma etiologia complexa, onde a participacdo de fatores
genéticos € bem estabelecida em humanos e em animais de laboratério (Cloninger
1987; Dumont-Damien e Duyme, 1993; Crabbe, 1999; Foroud e Li, 1999;
Terenina-Rigaldie et al, 2003a; Terenina-Rigaldie et al, 2003b). Sdo reconhecidos
dois tipos principais de alcoolismo: o tipo 1, caracterizado por tracos de
personalidade ansiosos e o rapido desenvolvimento de tolerancia e dependéncia
as propriedades ansioliticas do alcool e o tipo 2, caracterizado por tracos de
personalidade anti-social e ingestao de alcool motivada por seus efeitos euféricos

(Cloninger et al., 1988).

1.6.1 Etanol e os transtornos de ansiedade

O etanol atua no SNC como um depressor, através da facilitacdo da
abertura dos canais de cloreto acoplados aos receptores GABA. Ele resulta em
um decréscimo de tensdo e inibicdo também da ansiedade (Esel, 2003). O etanol
ainda afeta outros sistemas corporais, podendo causar irritacdo do trato
gastrintestinal, cardiomiopatia, disfuncédo sexual, neuropatia e deméncia (Brady e
Sonne, 1999). Existe, em humanos, uma hipdtese de redugdo de tensao que
prediz que individuos normalmente ansiosos ou estressados (em um estado sem
droga), sdo mais sensiveis aos efeitos ansioliticos do etanol e, portanto, mostram
uma maior predisposicao para consumirem esta droga (para revisao ver Cappell e
Herman, 1972). Tem sido proposto também, que alguns individuos alcodlatras sao

predispostos a este comportamento devido a ansiedade inata (Schuckit e



Hesselbrock, 1994; Cornelius et al., 2003) e estudos clinicos e epidemiol6gicos
indicam uma comorbidade entre ansiedade e alcoolismo (Regier et al., 1990;
Schuckit, 1994). Enquanto alguns estudos clinicos apontam para esta possivel
correlacdo, existe alguma evidéncia de que o abuso crénico de etanol precede os
transtornos de ansiedade e n&o o contrario (Allan, 1995).

Diversos experimentos com roedores foram realizados no intuito de se
entender melhor a possivel comorbidade entre estas duas patologias. Alguns
deles tém demonstrado uma correlacao positiva entre a ansiedade experimental e
o0 consumo de etanol, sugerindo assim uma ligacao genética entre elas (Colombo
et al., 1995; Moller et al., 1997; Spanagel et al., 1995; Stewart et al., 1993). Porém,
outros estudos nao tém encontrado esta correlacdo positiva (Tuominen et al.,
1990; Viglinskaya et al., 1995; Overstreet et al., 1997; Fernandez-Teruel et al.,
2002; Henniger et al., 2002; Da Silva et al., 2004). Em humanos, homens
geralmente consomem mais alcool e tem uma maior prevaléncia de alcoolismo do
que mulheres (Harford et al., 1998). Entretanto, em roedores, as fémeas tém
mostrado consumir maiores quantidades de etanol (Almeida et al., 1998; Cailhol e
Mormeéde, 2002; Da Silva et al., 2004) com sugerida participacdo de horménios
sexuais, como por exemplo o estradiol (Sandberg et al., 1982; Marinelli et al.,

2003).

1.7 Busca de Genes Candidatos
Os transtornos de ansiedade sdo comportamentos complexos e que tem
uma natureza quantitativa, ou seja, sédo influenciados por multiplos genes. Existe

uma ferramenta bastante Gtil para se identificar loci (plural de locus, que sao



regidbes cromossémicas que contém um ou mais genes que influenciam uma
caracteristica) de interesse para uma caracteristica quantitativa (peso, altura,
ansiedade, depressao, alcoolismo, etc.). Esta ferramenta, que € chamada de
analise de QTL (quantitative trait loci), € usada no nivel genémico e pode fornecer
informacao adicional sobre a associacao genética entre caracteristicas fenotipicas
e, também, informagdes sobre os mecanismos moleculares moduladores da
caracteristica em estudo (Ramos e Morméde, 1998). Estudos de QTL sdo um
método de mapeamento de /oci, ou regides cromossdmicas, que contém genes
que afetam caracteristicas quantitativas através de uma busca ao longo de todo o
genoma (Brodkin e Nestler, 1998). Estes estudos foram uma das técnicas de
biologia molecular mais utilizadas na década de 90 na genética do
comportamento. Na técnica de QTL, apds a fenotipagem de um grande numero de
animais, € realizada uma analise de ligacdo genética através marcadores
moleculares de DNA. Um grande numero de marcadores é utilizado sendo que
eles devem estar bem espalhados ao longo de todo o genoma do animal e
também devem ser polimérficos (existir sob a forma de diferentes alelos) nas
linhagens parentais. Depois da analise, podemos encontrar um ou mais QTL’s
relacionados com a caracteristica quantitativa em estudo.

Através do uso de uma F2 proveniente de um intercruzamento entre as
linhagens LEW e SHR, Ramos et al., (1999) identificaram e mapearam, pela
primeira vez, um QTL para comportamentos relacionados a emocionalidade em
ratos. Este QTL foi mapeado no cromossomo 4 do rato e afeta a locomocéao
central no CA, uma medida sugerida com sendo relacionada a ansiedade

(Gentsch et al., 1987; Treit e Fundytus, 1989; Simon et al., 1994; Nazar et al.,



1997; Angrini et al., 1998). Como sugerido por Lander e Kruglyak (1995), os
resultados de um estudo de QTL devem ser replicados para serem realmente
considerados validos. Isto aconteceu quando Morméde et al. (2002) confirmaram a
existéncia do QTL no cromossomo 4 para a locomocéao central no CA, utilizando o
mesmo par de linhagens do estudo original (LEW e SHR). Curiosamente, outros
dois QTL’s que parecem estar ligados ao consumo de etanol e sacarina (Bice et
al.,, 1998; Carr et al., 1998; Terenina-Rigaldie et al., 2003) foram encontrados
nesta mesma regido do cromossomo 4 do rato. Depois de confirmada a sua
existéncia, o QTL deve ser investigado a fundo no intuito de descobrir qual/quais
genes estao abrigados dentro da sua regido cromossémica e que podem ser 0s
responsaveis pelo efeito do QTL. Uma das estratégias para confirmar a
importancia de um QTL é selecionar duas novas linhagens divergentes de animais
que apresentem contraste para o fenétipo associado a ele, supondo que
mudancas no fendtipo sejam acompanhadas por mudangas progressivas nas
freqUéncias alélicas na regido do QTL. Esta foi uma das razdes pelas quais as
linhagens Floripa H e L foram desenvolvidas e por este motivo utilizaremos elas
em parte do presente estudo.

Em uma tentativa de encurtar-se o longo caminho que se segue entre a
identificacdo de um QTL e a descoberta do gene propriamente dito, pode—se
tentar avaliar genes candidatos que estejam ja& mapeados naquela regido
cromossémica e que estejam descritos na literatura como potencialmente
relacionados a caracteristica fenotipica em estudo. Estes genes podem ser
avaliados comparativamente entre as linhagens parentais (as que deram origem

ao QTL) através: da andlise de DNA (Sourthern Blot, analise de SNP,



sequenciamento génico), da expressao de RNA mensageiro (RNAm) (Microarrays,
Real-Time RT-PCR, Northern Blot, Total gene expression analysis (TOGA)) ou da
quantificacdo da forma final da proteina (Western Blot, imunohistoquimica). Entao,
no quarto experimento deste estudo, ndés escolhemos avaliar a expressdao de
RNAm de dois genes localizados préximos ao QTL do cromossomo 4 do rato
(NPY e Grin2b), identificado por Ramos et al. (1999) (ver anexo 1), e outro
localizado no cromossomo 3 do rato (portanto longe do QTL), mas fortemente
relacionado com a ansiedade em humanos e roedores (receptor 5-HTq,). Esta
comparacéao foi realizada em duas regides cerebrais importantes (hipocampo e

hipotalamo) na etiologia da ansiedade utilizando o modelo genético LEW/SHR.

1.7.1 Neurotransmissores envolvidos na ansiedade e no alcoolismo
1.7.1.1 Neuropeptideo Y

O NPY (Neuropeptideo Y) € um peptideo de 36 aminoacidos que é
amplamente expresso no sistema nervoso central (SNC), incluindo areas como o
cértex cerebral, o hipocampo e o hipotadlamo. Ele é sintetizado e liberado em duas
regides do hipotalamo, o nucleo arqueado (NAR) e o nucleo paraventricular (NPV),
respectivamente (Dryden et al, 1995). Os sistemas centrais de NPY sao
conhecidos por estarem envolvidos na regulacédo da alimentacao e da homeostase
energética, no crescimento, no comportamento reprodutivo e fisiolégico, no ritmo
circadiano, na mobilidade gastrointestinal, na memoria, na nocicepgcado, na
regulacdo da pressdo sanguinea e nos transtornos de ansiedade e alcoolismo
(Heilig et al., 1989; Carr et al., 1998; Hokfelt et al., 1998; Gehlert 1999; Kalra et al.,

1999; Badia-Elder et al., 2001; Kask et al., 2002; Badia-Elder et al., 2003). Sabe-



se que o NPY altera a expressdo e a secrecdao de outros neurotransmissores
como a norepinefrina (Ekblad et al., 1984) e a serotonina (Shimizu e Bray, 1989).
As varias fungdes do NPY sdo especificamente mediadas pela familia de
receptores que consiste de no minimo cinco membros distintos (Y1, Y2, Y4, Y5 e
Y6) (Blomqvist e Herzog, 1997), todos eles expressos em diferentes regides no
cérebro (Parker e Herzog, 1999). Alguns estudos tém sugerido uma correlagéo
negativa entre os niveis de NPY e a emocionalidade (Heilig et al., 1989; Stewart et
al., 1993; Ehlers et al. 1998), e também, entre os niveis de NPY e o alcoolismo

(Badia-Elder et al., 2001; Badia-Elder et al., 2003).

1.7.1.2 Glutamato

O Glutamato é o principal transmissor excitatério no SNC (Cotman et al.,
1995). A transmissédo glutamatérgica tem sido envolvida em muitos processos
como: aprendizado e memoéria (Bliss e Collingridge, 1993; Sakimura et al., 1995),
mal de Alzheimer (Scheuer et al.1996), mal de Parkinson (Greenamyre e Porter,
1994) e ansiedade (Bergink et al., 2004). Este transmissor liga-se a receptores
acoplados a canais de ions: cainato, AMPA (amino-3-hidroxi-5-metil 1-4 acido
propidnico isoxazole) e NMDA (N-metil-D-aspartato) ou a proteina G. O receptor
NMDA é acoplado a um canal de sodio/céalcio, sendo ativado pela ligacdo de
glutamato no sistema nervoso central de mamiferos. Em roedores, foram definidos
dois grupos de subunidades do receptor NMDA, chamados de NR1 e NR2 A-D/1-4
(Monyer et al., 1992). A distribuicdo do RNAm da subunidade NR2B nos roedores
€ restrita ao prosencéfalo, ao hipocampo e alguns ganglios basais, que sao

patologicamente afetados em muitos transtornos neurodegenerativos (Monyer et



al., 1992; Kutsuwada et al., 1992; Wang et al., 1995). Os ratos LEW e SHR séao
conhecidos por diferirem em diversos comportamentos relacionados a ansiedade,
um dos quais (locomocao central no CA) é fortemente influenciado por um locus
no cromossomo quatro. Esta regido gendémica também contem o gene da
subunidade NR2b dos receptores NMDA, chamado de Grin2b em humanos

(Mandich et al., 1994).

1.7.1.3 Serotonina

O sistema de neurotransmissao serotoninérgico tem um ligante endégeno,
a 5-hidroxitriptamina (5-HT), porém ele é bastante complexo devido a existéncia
de no minimo 14 subtipos de receptores (Hoyer et al., 1994), sendo a maioria
deles acoplados a proteina G. Este é considerado um dos sistemas de
neurotransmissao associados com os transtornos de ansiedade (Lépez et al.,
1998; Pineyro e Blier, 1999; Groenink et al., 2003), depressao (Mckittrick, et al.,
1995) e com a ingestdo alimentar (Waldbillig et al., 1981), com os estudos
freqientemente focando no subtipo de receptor 5-HTq, (De Vry, 1995; Barnes e
Sharp, 1999; Chaouloff et al., 1999; Toth, 2003; Groenink et al., 2003). Este
receptor tem sido bem caracterizado farmacologicamente, gracas a disponibilidade
de potentes agonistas e antagonistas seletivos. O receptor 5-HT, parece estar
envolvido nos transtornos de ansiedade em humanos, por exemplo, ja que um
agonista parcial deste receptor, a buspirona, é efetiva no tratamento do transtorno
de ansiedade generalizada humana (Davidson et al., 1999). A ativacdo dos
receptores 5-HTq, poOs-sinapticos resulta na inibicdo dos neurbnios de varios

sistemas de neurotransmissores, incluindo os interneurénios GABA-érgicos



(Barnes e Sharp, 1999). Entretanto, existem também receptores 5-HTq, pré-
sinapticos, que funcionam como reguladores da sintese, liberacao e recaptacao da
5-HT nas éareas de projecéo (Boess e Martin, 1994). A distribuicdo dos neurbnios
que contém 5-HT é bastante disseminada no SNC. As células formam varios
agrupamentos na ponte e na por¢ao superior do bulbo, que sdo conhecidos como
nucleos da rafe. Estes nucleos projetam-se através do feixe prosencefalico medial
para diversas areas do cérebro, dentre elas, o hipocampo e o hipotalamo

(Chaouloff et al., 1999).
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2. OBJETIVOS

2.1 Gerais: O objetivo principal deste estudo foi avaliar a influéncia de
fatores ambientais (diversas modificacbes no ambiente de laboratério ou na
situacao de teste) e genéticos (através de quatro linhagens diferentes de ratos:
LEW, SHR, Floripa H e Floripa L e de estudos de expressao génica) nas medidas
comportamentais relacionadas a ansiedade e a possivel relacdo destas com o

consumo de etanol.

2.2 Especificos:
Bloco Experimental 1 (Modelo Genético LEW/SHR; variagbes na situagéo
de teste):

» Verificar se as diferengas emocionais na CBP entre as linhagens LEW e
SHR, ja relatadas durante a fase diurna do ritmo circadiano de sono/vigilia,
persistem na fase noturna.

> Verificar se as linhagens sao diferentes no reteste do LCE e avaliar a

relacdo desta segunda exposicao (reteste) com a primeira.

Bloco Experimental 2 (Modelo Genético LEW/SHR; variagbes no ambiente
de laboratorio):
» Avaliar a influéncia de um novo experimentador nos resultados de um teste

de ansiedade, o CA.



Avaliar a influéncia da posicao das gaiolas dos ratos (alojamento) dentro do
biotério, desde o momento do desmame até o dia do teste, nos resultados
de trés testes de ansiedade (CA, LCE e CBP).

Avaliar a influéncia do estado comportamental do animal, imediatamente

antes do teste, nos resultados do LCE.

Bloco Experimental 3 (Modelos Genéticos LEW/SHR e Floripa H/L; modelos

de ansiedade e alcoolismo):

>

Avaliar a possivel relacdo entre modelos de ansiedade e um modelo de
alcoolismo, através de trés testes comportamentais de ansiedade e de um
protocolo de auto-administracéo de etanol.

Avaliar o efeito do sexo nos testes de comportamentais de ansiedade e no

protocolo de auto-administracéo de etanol.

Bloco Experimental 4 (Modelo Genético LEW/SHR; expressdo de genes
candidatos):

Comparar as duas linhagens em relacao a expressao (através do RNAm)
de dois genes ligados a um QTL do cromossomo 4 do rato (NPy e NR2b) e
um gene capaz de influenciar comportamentos relacionados a ansiedade e

ao alcoolismo (5-HT1a).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

A col6nia dos ratos SHR utilizada neste estudo é originaria da Universidade
de Harvard (Boston, MA) sendo obtida a partir da UNESP (Botucatu, SP, Brasil). A
linhagem LEW utilizada é originaria da Harlan Spreague Dowley Inc. (Indianapolis,
IN), sendo obtida a partir da UNICAMP (Campinas, SP, Brasil).

As colbnias de ratos LEW e SHR usadas neste estudo foram mantidas no
nosso laboratério sob um sistema de acasalamento irmao/irma como
recomendado para todas as linhagens consangtineas (ILAR, 1992). Ja os animais
das linhagens Floripa H e L pertenciam a décima geracao de selegao bidirecional
(S10) proveniente de uma populacdo inicial (S0), que foi gerada através de
cruzamentos entre trés linhagens de ratos (Wistar, Hooded e Lewis) (ver anexo 2).
Em resumo, o processo de selecao era o0 seguinte: em cada geragao, eram
selecionados os cinco animais Floripa H de cada sexo com maior locomocéao
central no teste do CA e os cinco animais Floripa L de cada sexo com menor
locomogao central no CA, para serem 0s progenitores da proxima geracao
(Ramos et al., 2003) (ver anexo 3).

Os animais foram desmamados e separados por sexo com quatro semanas
de idade e, ap6s isso, foram mantidos em gaiolas de plastico coletivas (cinco
ratos/gaiola), exceto nos experimentos com etanol, onde os ratos permaneceram
isolados. Comida e agua estavam disponiveis ad libitum, sob um ciclo claro/escuro
de 12 : 12h (luzes acessas as 07:00 h) com a temperatura sempre mantida a 22 +

2 °C. Os experimentos realizados em nosso laboratério estavam de acordo com as



normas locais de uso dos animais na pesquisa (CEUA/UFSC) sob a permissao

valida No. 23080.002412/2001-26.

3.2 Desenho Experimental

No primeiro bloco experimental, um total de 157 ratos LEW e SHR de
ambos os sexos foram usados. Destes animais, 117 haviam sido previamente
expostos, em outro estudo de nosso laboratério, a um CA e um LCE, apoés
receberem uma Unica dose oral de clordiazep6xido ou de um antagonista do
receptor NK-1 (NKP608). Os animais destes grupos prévios foram equitativamente
distribuidos entre os tratamentos do presente experimento e um periodo de “wash
out” de duas semanas foi respeitado para evitar eventuais efeitos das drogas.
Estes animais, com 9-10 semanas de idade, foram expostos a CBP durante duas
diferentes fases do ritmo circadiano (diurna: 16/linhagem/sexo; noturna: 12
machos LEW, 13 machos SHR e 14 fémeas/linhagem). Os 40 animais
(10/linhagem/sexo) restantes nunca haviam passado por nenhuma
experimentacao e foram testados, com 8-9 semanas de idade, somente no LCE,
entre 14 e 17h, sendo retestados 24h ap6s no mesmo aparato. Machos e fémeas
foram testados em dias separados.

No segundo bloco experimental, 78 animais LEW e SHR (9-
10/linhagem/sexo/tratamento) foram testados no CA, LCE e CBP as 9, 10 e 11
semanas de idade, respectivamente, com machos e fémeas sendo testados em
diferentes dias. Conforme explicado mais adiante, trés fatores ambientais foram
avaliados: experimentador, posicao da gaiola e estado de sono/vigilia antes do

teste. Todos os testes foram realizados entre 14:00 e 18:00 h.



No terceiro bloco experimental, 22 machos LEW e SHR (11/linhagem) de
11 semanas de idade foram submetidos a um protocolo de auto-administracao que
envolvia sacarina, quinino, etanol e agua. Posteriormente, 57 ratos das linhagens
Floripa H e L (Floripa L 15/sexo; Floripa H 15 machos e 12 fémeas), da décima
geracao de selecao, foram submetidos a trés testes de ansiedade (CA, LCE e
CBP) com 9 semanas de idade. Cada teste foi realizado durante dois dias no
periodo das 14:00 h as 18:00 h, sendo que os machos foram sempre testados um
dia antes das fémeas. Destes 57 animais, 40 (10 linhagem/sexo) foram
selecionados a partir dos seus escores para a locomocao central no teste do CA
(os Floripa H selecionados tinham os maiores escores e os Floripa L os menores)
e foram submetidos ao mesmo protocolo de auto-administragdo de etanol usado
para as linhagens LEW/SHR.

No quarto bloco experimental, 15 machos LEW e SHR (7-8/linhagem) foram
testados, as 9 semanas de idade, no CA. Dentre estes animais, metade foi testada
em um dia, das 13:30 as 15:00h e a outra metade no dia subsequente, no mesmo
horario. Um dia apds o término dos testes, os animais foram sacrificados e tiveram
seu hipocampo e hipotalamo removidos para analise no Real-time RT-PCR
(Reverse transcription-polymerase chain reaction). Os experimentos deste bloco
experimental foram realizados no Instituto do Coracdo-SP (INCOR). Os ratos,
criados no LGC, foram enviados ao INCOR uma semana antes dos experimentos,

por via aérea.

3.3 Testes Comportamentais

3.3.1 Campo Aberto (CA)



O aparato (Fig 1) era feito de madeira coberta com férmica impermeavel
possuindo uma area de 100 x 100 cm, com o chado branco, dividido em 25
quadrados de 20 x 20 cm (linhas divisérias pretas), 9 quadrados formavam a area
central e 16 a area periférica; as paredes, também brancas, tinham 40 cm de
altura. A luminosidade utilizada durante os testes foi de 7 Lux. Cada rato foi
colocado no centro do aparato, o qual era inédito para o animal e observado por 5
min, sendo 0s seguintes comportamentos registrados: numero de quadrados
periféricos (adjacentes as paredes) e centrais (centro do aparato; sem paredes ao
lado) atravessados com todas as quatro patas e o numero de bolotas fecais
depositadas. A partir destes dados foi entdo calculada a locomocéo total (nUmero
total de quadrados atravessados) e a porcentagem da locomocéo total que seria
devida a locomogédo central. Apés cada animal ser testado, o aparato era limpo
com esponja embebida em agua e seco com papel toalha. O comportamento de
cada animal foi gravado por uma camera de video posicionada acima do aparato,
0 que permitia o esclarecimento de qualquer duvida posterior. Além disto, o
monitoramento instantaneo possibilitava a retirada das medidas por um
observador treinado localizado em outra sala, através de um circuito fechado de
TV. Os métodos de limpeza e gravacdo foram os mesmos para todos os outros

testes de ansiedade utilizados neste estudo.



Figura 1- Campo Aberto utilizado nos experimentos.

3.3.2 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O aparato (Fig 2), que era feito de madeira coberta com uma camada de
formica preta, apresentava quatro bracos, sendo dois fechados e dois abertos,
distantes 52 cm do chao. Os dois bracos fechados eram opostos, medindo 50 cm
de comprimento por 10 cm de largura, com paredes de 42 cm de altura, formando
uma cruz com o0s bragcos abertos, os quais também mediam 50 cm de
comprimento por 10 cm de largura, sendo margeados por um anteparo de 0,5 cm
de altura e 0,1 cm de espessura (para evitar a queda dos animais do aparato). Na
intersecdo entre os bracos fechados e abertos havia uma plataforma central
medindo 13,5 x 10 cm que dava acesso a cada um dos quatro bracos. Durante a
realizacdo dos experimentos, a intensidade luminosa foi de 65 lux na plataforma
central, 70-90 lux nos bragos abertos e 20 lux nos bracos fechados. Cada rato foi
colocado na plataforma central de frente para um bragco aberto e seu

comportamento foi observado por 5 min.



Figura 2- Labirinto em Cruz Elevado utilizado nos experimentos.

O numero de entradas e o tempo passado (com as quatro patas) dentro de
cada tipo de braco foram registrados e a porcentagem de entradas nos bracos

abertos foi calculada em relacado ao numero total de entradas.

3.3.3 Caixa Branca/Preta (CBP)

O aparato (Fig 3) era feito de madeira coberta com férmica e apresentava
dois compartimentos: um branco fortemente iluminado (1.000 Lux), medindo
27x27x27 cm, cujo chao era dividido em 9 quadrados (9x9 cm); e outro preto
iluminado com luz vermelha de 40W, medindo 27x18x27 cm, cujo chao era
dividido em 6 quadrados (9x9 cm). Os dois compartimentos eram conectados por
uma pequena abertura de 7x7 cm. Diz-se que o compartimento preto é escuro,
pois o comprimento de onda vermelho € invisivel ao rato, embora exista uma fraca
luminosidade advinda do compartimento branco (20 Lux). Ambas as lampadas

eram localizadas 30 cm acima do piso do aparato. Cada rato foi colocado no



centro do compartimento branco e observado por 5 min. Os seguintes
comportamentos foram registrados: laténcia para sair do compartimento branco;
namero de quadrados atravessados com as quatro patas e o tempo gasto em
cada compartimento, além do numero de transicdes entre os dois compartimentos
(o que inclui sair do preto, entrar no branco com as quatro patas e voltar para o
preto). A laténcia para sair do compartimento branco é considerada como o tempo
que o animal, ao ser colocado neste compartimento, leva para deixar o mesmo,
indo para o compartimento preto. O tempo gasto no compartimento branco néo

inclui esta laténcia inicial.

Figura 3- Caixa Branca/Preta utilizada nos experimentos.

3.3.4 Consumo espontaneo de etanol

Neste teste os animais permaneceram isolados em uma caixa plastica com

tampa metalica medindo 21x28x19 cm, e cujo chao era coberto por maravalha (Fig



4). A caixa permitia que os animais tivessem movimentos livres e acesso ad
libitum a racdo e a uma ou duas garrafas de liquido, conforme o protocolo. O
protocolo de auto-administracdo consistia de: dois dias de livre-escolha entre
sacarina (7.5 mM) e agua; dois dias de livre-escolha entre quinino (2uM) e agua;
dois dias de etanol forgado (10%) e livre-escolha entre etanol (2,4,6 e 10%) e agua
(2 dias para cada concentragcao com solugdes v/v). O consumo de liquido (etanol,
agua, sacarina ou quinino) era medido diariamente (LEW e SHR) ou a cada dois
dias (Floripa H/L), sempre a partir das 16:00h, através da pesagem das garrafas.
No periodo da pesagem os animais permaneciam sem qualquer tipo de liquido
para consumo. A cada dia as garrafinhas eram cuidadosamente trocadas de lado
para evitar qualquer tipo de efeito da posicdo. O peso dos animais foi medido a
cada dois dias, a partir do primeiro dia de etanol forcado (10%) até o final do

experimento.

Figura 4- Caixa de auto-administracdo utilizada nos experimentos.



Os dados sao apresentados sob a forma de consumo absoluto (ml), g de
etanol/dia’kg do peso do corpo do animal, ou ainda de preferéncia do animal por
uma solucao (etanol, agua, sacarina ou quinino) em relagcdo ao consumo total de

fluido (consumo da solugéo / consumo total de fluido) x 100.

3.4 Fatores Ambientais
3.4.1 Ritmo circadiano
Na CBP, no primeiro bloco experimental, aproximadamente metade dos
animais LEW e SHR foi testada entre 16:00 h e 18:00 h (fase diurna do ritmo
circadiano) e a outra metade entre 23:00 h e 01:00 h (fase noturna do ritmo

circadiano).

3.4.2 Reteste no LCE
Nesta outra parte do primeiro bloco experimental, cada rato LEW e SHR foi
submetido duas vezes ao LCE (teste e reteste) com um intervalo de 24 h entre as
exposigdes. Em cada sessdo os ratos LEW e SHR foram testados
alternadamente, mas todos os machos foram testados e retestados antes das

fémeas.

3.4.3 Experimentador
No segundo bloco experimental, metade dos animais LEW e SHR testados
no CA foram conduzidos ao teste (tirados das suas gaiolas, transportados até a

sala de testes e colocados dentro do aparato) por um experimentador familiar aos



animais, que entrou no biotério todos os dias e foi a Unica pessoa que manipulou
0s animais na limpeza das gaiolas desde o desmame até o dia do teste. Um outro
experimentador (n&o familiar aos animais), que nunca tinha entrado no biotério
antes do inicio dos experimentos, conduziu ao teste a outra metade dos animais.
Ambos os experimentadores eram do sexo masculino, ndo-fumantes e usavam
jalecos de laboratério branco, luvas de latex e nenhum tipo de perfume durante os
dias dos testes. Como nosso objetivo era avaliar a influéncia da familiaridade do
animal com a pessoa que realiza os testes e ndo de eventuais diferencas de
procedimentos, o0s movimentos foram padronizados entre o0s dois
experimentadores, que treinaram anteriormente com outros animais em outra sala
de laboratorio. Todos os objetos que seriam movimentados antes do teste
(gaiolas, tampas, mamadeiras de agua, etc.) foram movimentados na mesma
ordem e colocados sobre as mesmas posicoées na bancada sobre marcas pré-
definidas. Um 0nico observador treinado, localizado em uma sala adjacente,

realizou a observacao e a retirada das medidas comportamentais.

3.4.4 Posigcao da gaiola dentro do biotério
Os animais LEW e SHR do segundo bloco experimental foram alojados em
gaiolas localizadas em estantes contendo cinco andares cada uma. Eles estiveram
alojados, desde o desmame até o dia do teste, no mesmo biotério, no mais ALTO
ou mais BAIXO andar, com ambos os sexos e linhagens sendo igualmente
distribuidos entre estas duas condigcdes. Os andares mais altos e mais baixos
estavam localizados a 155 e 18 cm do chéo, respectivamente. A iluminagéo

medida nas areas altas e baixas das estantes mostrou 240 e 12 |lux,



respectivamente. A temperatura, por outro lado, ndo variava entre estas duas
condicées. Supbe-se que uma variacdo semelhante na posicdo das gaiolas é
provavelmente encontrada (mas nao controlada) em muitos laboratoérios
comportamentais. Os efeitos desta varidvel foram entdo avaliados no CA, LCE e

CBP.

3.4.5 Estado comportamental antes do teste

Trinta minutos antes do inicio do teste no LCE, as 13:30 h, uma gaiola de
cada linhagem LEW e SHR era removida da estante e cuidadosamente colocada
na bancada dentro do biotério, onde um sistema de video podia monitorar ambas
as gaiolas. Assim, sem perturbar os animais, um observador localizado em uma
sala adjacente podia observa-los continuamente. O estado comportamental do
animal foi entdo classificado em duas categorias, denominadas “repouso” e
“vigilia”. A vigilia incluia comportamentos ativos, onde movimento corpdreo podia
ser observado (andar, comer, beber, brincar, alisar), e também estados de
imobilidade, onde os olhos estavam abertos, ndo deixando nenhuma duvida que o
animal estava acordado. O estado de repouso, pelo contrario, era considerado
quando o animal estava imével, com um ténus muscular relaxado, olhos fechados,
em aparente estado de sono. Quando um individuo permanecia em um destes
estados durante 5 min continuos, registrados pelo observador, outro
experimentador treinado entrava no biotério e retirava cuidadosamente o animal
da sua gaiola e imediatamente o transportava para o aparato de teste (LCE),
localizado em uma sala adjacente. Depois de testado, o rato era marcado com

tinta nas suas costas (de maneira que isso pudesse ser reconhecido pelo



experimentador através do video, evitando que o animal fosse novamente retirado
para teste) e era devolvido a sua gaiola. Todos os machos foram testados
anteriormente as fémeas e os testes duraram quatro dias para cada sexo. Dentro
de cada dia, ratos das duas linhagens e dos dois estados comportamentais tinham

suas ordens balanceadas através do tempo.

3.5 Expressao Génica

Os animais utilizados neste experimento foram testados em um CA, como
aquele descrito anteriormente, exceto que este apresentava iluminacao de 80 lux
e o piso dividido em 36 quadrados ao invés de 25. Duas horas antes do momento
do teste, os animais foram isolados em gaiolas de plastico 12x26x15cm para evitar
qualquer tipo de influéncia de um animal no comportamento do outro. Um dia apés
a finalizacdo do teste do CA, os animais foram sacrificados por decapitacdo e
tiveram seus hipocampos e hipotadlamos retirados, sendo estes imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e posteriormente transportados ao freezer —70°C
para futura extracdo de RNAm. A expresséo relativa dos genes codificadores do
NPY, NR2b, 5-HT1, e ciclofilina (cyph), como gene controle (housekeeping gene),
no hipocampo e no hipotalamo dos ratos LEW e SHR, foi determinada através de
Real-time RT-PCR com o sistema de deteccao de sequéncia ABI PRISM 7700

(Applied Biosystems, Foster City, CA).

3.5.1 Extracdo de RNAm
As amostras foram obtidas do hipocampo e do hipotalamo dos animais LEW e

SHR. O RNA total conforme o protocolo do fabricante foi extraido através do uso



de TRIZOL Reagent (Invitrogen). A quantificacdo do RNA total obtido em solugéo
aquosa foi realizada no espectrofotdmetro de luz UV nos comprimentos de onda
de 260 e 280 nm para a verificacdo de possiveis contaminacgdes protéicas, onde a
qualidade da extracdo é verificada através da proporcao 260/280 que deve estar
em torno de 2,0. Além disso, foi realizada eletroforese em gel de agarose 1%

comprobatéria para observacao das bandas das subunidades 28 e 18.

3.5.2 Preparacao dos primers

No presente estudo, todos os primers sense e antisense, especificos para
os genes avaliados (NPY, 5-HTia, NR2b) foram desenhados com o auxilio do
Primer3 Software (http://www.broad.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi), a
partir do estudo das seqUéncias conservadas de cDNA desses genes, que
estavam disponiveis no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). Os
primers foram selecionados pelo tamanho (18-22 nucleotideos), conteido de G/C
(Guanina/Citosina) ao redor de 50%, desenhados em diferentes éxons quando
possivel para evitar contaminacdo com DNA genbémico, temperatura de
anelamento entre 58-60°C, tamanho do amplicon entre 50-150 nucleotideos com
maior proximidade da terminacdo 3’ e especificidade utilizando-se a Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST, http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST). A sintese
dos primers foi realizada pela Invitrogen Technologies (Brasil) e eles tinham as
seguintes sequéncias: NPYF 5’ -ACT ACT CCG CTC TGC GAC A 3’; NPYR 5’ -
CCA TCA CCA CAT GGA AGG 3’; NR2BF 5" -GTT CCG GCA TTG CTT CAT 3;;

NR2BR 5 -AGC AAG CGT AGG ATG TTG G 3’; 5-HT1aF 5' -GGG CTA TCA CCG



ACC CTAT 3'e 5-HT1aR 5' -AAG CCA ATG AGC CAA GTG A 3.

3.5.3 Sintese de cDNA

A sintese do cDNA foi realizada através da reacao de transcricdo reversa
(RT) em um volume reacional de 20 ul que continha 2 pug de RNA total
previamente analisado, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM de KClI, 2,5 mM de
MgCl,, 10 mM de DTT, 0,5 pg de oligo (dT) 0,5 mM de cada dATP, dGTP, dCTP,
dTTP e 200 U da enzima SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, Brasil).
A mistura de RNA e oligo (dT) foi aquecida a 70°C por 10 min e imediatamente
colocada no gelo para a adicdo dos demais componentes. Apés isto, a reagao foi
incubada a 42°C por 1 hora e interrompida pelo aquecimento a 70°C por 15 min. O
produto de cDNA foi tratado com 2 U de RNase H (Invitrogen) a 37°C por 20 min
para remocao dos templates de RNA, com posterior inativacdo da enzima por
aquecimento a 70°C por 15 min. As amostras foram armazenada a -20°C até o

momento do uso.

3.5.4 Andlise da expressao génica
As reacoes de PCR foram realizadas no ABI! Prism 7700 Sequence
Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA). Para cada reacao
(equivalente a um poco da placa), utilizou-se um volume reacional de 20 pl
contendo 1 ul de cDNA template (com concentracao previamente definida através
de curvas de diluicdo), uma concentracao final de 200 nM dos primers sense e

antisense especificos para cada gene (0,32 wl de cada primer), 10 ul do 2X SYBR



Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA), e agua isenta de
RNase (7,96 ul). O 2X SYBR Green PCR Master Mix contém a AmpliTag DNA
Polymerase, o SYBR Green Buffer, dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), SYBR
Green | e a referéncia passiva, o corante fluorescente ROX. As reacdes foram
incubadas a 95°C por 10 min para a ativagcdo da AmpliTag DNA Polymerase,
seguido de 50 ciclos de 15 seg a 95°C, e 60 seg a 60°C (extensao e coleta do
sinal de fluorescéncia). Foram utilizados controles negativos para cada gene ou
para o normalizador através do controle sem template (auséncia de cDNA) e o
controle sem amplificacdo (auséncia do par de primers). Todas as amostras dos
diferentes grupos, incluindo os controles, foram sempre processadas em triplicata
na mesma placa. Apés a reacdo do RT-PCR, foi realizada uma curva de
dissociacao (melting curve) para cada corrida a partir da analise da temperatura
de dissociacao (melting point -Tm) da dupla fita de DNA. O ciclo de dissociacao foi
realizado através dos seguintes passos: (a) aguecimento a 95°C por 15 seg, (b)
um decréscimo progressivo da temperatura de 95°C para 60°C e manutencao
dessa temperatura por 20 seg, (C) um reaquecimento (dissociacao) progressivo
(19 min e 59 seg) de 60°C para 95°C, e manutengao da temperatura de 95°C por
15 seg. Eventuais produtos de PCR que apresentaram curvas de dissociacdo com
picos de Tm abaixo do produto de PCR especifico (formacdo de dimeros de
primer), ou ainda picos diversos com diferentes Tms ou platbés (formacao de

produtos nao-especificos) foram descartados.

3.6 Estatistica



3.6.1 Bloco Experimental 1

Como o principal objetivo deste estudo foi avaliar diferengas entre as
linhagens e entre as situagcbes de teste, os resultados foram analisados,
separadamente para cada sexo, por uma ANOVA de duas vias para os fatores
linhagem e fase circadiana (dia/noite) para a CBP. Os resultados do LCE foram
analisados por uma ANOVA de duas vias de uma maneira similar, mas com as
exposicoes (teste e reteste) sendo tratados como medidas repetidas. Nos casos
onde interacdes significantes foram encontradas entre as linhagens e as variacoes
dos testes, o teste post hoc LSD foi utilizado para comparar as médias dos grupos.
Todas as analises foram realizadas com o software Statistica (Statsoft, France,

1996).

3.6.2 Bloco Experimental 2
Os resultados foram analisados, separadamente para cada fator ambiental,
por uma ANOVA de trés vias para os fatores linhagem (LEW/SHR), sexo
(macho/fémea) e variavel ambiental (experimentador familiar/ndo familiar; gaiolas
alojadas na parte alta/baixa; estado de repouso/vigilia). Nos casos onde
interagOes significantes foram identificadas, o teste de post hoc LSD foi utilizado
para comparagdes entre os subgrupos. Todas as analises foram realizadas com o

software Statistica (Statsoft, Tulsa, OK, 1998).

3.6.3 Bloco Experimental 3



Os resultados dos testes de consumo de etanol de ratos machos LEW e
SHR foram analisados através do teste-t de Student para amostras
independentes. Os dados dos testes de ansiedade e consumo de etanol de ratos
Floripa H e L foram analisados por uma ANOVA de duas vias para os fatores
linhagem e sexo. Nos casos onde interacdes significantes foram identificadas, o
teste de post hoc LSD foi utilizado para comparagdes entre os subgrupos. Todas

as analises foram realizadas com o software Statistica (Statsoft, Tulsa, OK, 1998).

3.6.4 Bloco Experimental 4
Os resultados dos testes do CA e Real-time RT-PCR foram analisados
através do teste-t de Student para amostras independentes comparando as
linhagens (LEW/SHR) com o software Statistica (Statsoft, Tulsa, OK, 1998). No
caso do teste do Real-time RT-PCR, foram utilizadas como medidas as médias +
erro padrao dos ACt. A quantificacao relativa da expressao génica foi realizada no
Sequence Detector System 1.7 (Applied Biosystem, Foster City, CA). Os dados
coletados foram plotados como sinal de fluorescéncia ORn (eixo y) versus o
namero de ciclos da reacéao (eixo x). O AR foi calculado pelo software a partir da

equacao:
—

FEn*= & o sinal de fluorescéncia
do produto em determinado tempo

ARn=(Rn*) —(Rn) —<

Fn =& osinal de fluorescéncia
da linha de base entre os ciclos 315

Ry

A linha de threshold foi tragada no grafico &ORn versus o numero de ciclos,



no ponto correspondente a 10 vezes o desvio padrao do valor médio da linha de
base. O valor de Ct foi definido como o numero do ciclo no qual o &Rn intercepta
esse threshold. A quantificacao relativa da expressao de cada gene, na linhagem
LEW em relacéo a linhagem SHR foi dada a partir da equacao:

ACE calibrador = media do ACE do gene
especifico na linhagem LEWY

1

Variggdo:, 2 -0od AACH = ACH- ACH calibrador

|

AC=media do Ct do gene
especifico expresso nas linhagens
(LEW ou SHR) — media Ct do
controle interna {cyph)

A quantificacdo relativa da expressao génica, normalizada com o controle

2% correlaciona-se com a quantificacdo

interno e relativo utilizando o método 2
génica absoluta obtida usando-se a curva padrdo (User Bulletin n° 2 Applied

Biosystems, Foster City, CA).



4-RESULTADOS




BLOCO EXPERIMENTAL 1

Caixa brancalpreta

Labirinto em cruz elevado

Dia
(16:00 as 18:00h)

Noite
(23:00 as 01:00h)

Teste

Reteste




4. RESULTADOS
4.1 Bloco Experimental 1
4.1.1 Ritmos Circadiano (CBP)

Os resultados da CBP estdo sumarizados na Tabela 1 e Figura 5. Em machos,
ocorreu um efeito geral significativo de linhagem em todas as medidas: tempo no
compartimento branco (SHR > LEW; F= 6.2 e p < 0.05); locomog¢dao no
compartimento preto (LEW > SHR; F= 59.2 e p < 0.01); tempo no compartimento
preto (LEW > SHR; F= 20.2 e p < 0.01); numero de transi¢cdes (SHR > LEW; F=
9.5 e p <0.01) e locomocao no compartimento branco (SHR > LEW; F=89¢ep <
0.01). Em todos os casos, os ratos SHR aproximaram-se mais do compartimento
branco e aversivo do que os ratos LEW. N&o ocorreu nenhum efeito da fase
circadiana em nenhuma medida comportamental.

Nas fémeas, ocorreu um efeito geral de linhagem significativo em quase todas
as medidas: tempo no compartimento branco (SHR > LEW; F= 14.2 e p < 0.01);
locomogao no compartimento preto (LEW > SHR; F= 30.3 e p < 0.01); tempo no
compartimento preto (LEW > SHR; F= 36.2 e p < 0.01) e locomocdo no
compartimento branco (SHR > LEW; F= 8.5 e p < 0.01). Nao ocorreu nenhum
efeito geral da fase circadiana. Contudo, ocorreu uma interacéo entre linhagem e
fase circadiana no numero de transicées (F= 6.1 e p < 0.05), com as fémeas SHR,
mas nao as LEW, diferindo entre as fases e fazendo mais transi¢cdes durante a
fase noturna. Como em machos, as fémeas SHR aproximaram-se mais do

compartimento branco e aversivo do que as LEW.



Tabela 1 — Medidas da caixa branca/preta (média = erro padrdo) para ratos

machos e fémeas das linhagens Lewis e SHR, em duas fases do ritmo circadiano:

GRUPO N Tempo no preto (s) Numero de transi¢des Locomocgao no
branco

Machos

LEW /dia 16 261.4%8.9 ** 1.1+ 0.4 ** 7.912.1 **

LEW /noite 12 265.319.4 1.0+0.4 6.4%1.8

SHR /dia 16 209.849.4 2.610.4 14.4£1.8

SHR / noite 13 214.0%17.1 2.710.6 13.3£3.0
Fémeas

LEW /dia 16 240.8%8.1 ** 2.710.4 15.842.4 **

LEW /noite 14 248.2+10.9 2.610.6 14.5£2.9

SHR /dia 16 195.4£10.1 4.3+0.4 19.4+2.3

SHR / noite 14 177.0£9.4 7.020.5 25.0+1.7

** representa diferenca entre linhagens, para machos ou fémeas (ANOVA, p < 0.01).
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Figura 5- Tempo passado no compartimento branco (a) e locomog¢ao no
compartimento preto (b) da caixa branca/preta, para ratos LEW e SHR de ambos
0s sexos, (ver N na tabela 1), nas duas fases do ritmo circadiano, dia (D; das
16:00h as 18:00h) e noite (N; 23:00h as 01:00h). As barras representam os
valores médios + erro padrdo. Para cada sexo, * ou ** representam efeito geral de

linhagem (ANOVA, p<0,05 e p<0,01; respectivamente).



4.1.2 Teste/Reteste (LCE)

Os resultados obtidos no LCE sdo mostrados nas Figura 6 e 7. Nos
machos, ocorreu um efeito geral de linhagem apenas para o tempo passado nos
bracos abertos (SHR > LEW; F=10.7 e p < 0.01). Um efeito geral da exposicao
prévia (teste/reteste) foi encontrado nas medidas: tempo passado nos bracos
abertos (teste > reteste; F=9.9 e p < 0.01) e % de entradas nos bracos abertos
(teste > reteste; F=11.6 e p < 0.01). Além disso, ocorreram interacdes entre
linhagem e exposicao prévia para: o numero total de entradas (F=5.2 e p < 0.05) e
o numero de entradas nos bracgos fechados (F=7.3 e p < 0.05), com os ratos LEW
e SHR diferindo somente durante o reteste.

Nas fémeas, ocorreu um efeito geral de linhagem para: tempo passado nos
bracos abertos (SHR > LEW; F=48.7 e p < 0.01); % de entradas nos bracos
abertos (SHR > LEW; F=21.0 e p < 0.01) e total de entradas (SHR > LEW; F=7.6 e
p < 0.05). Um efeito geral da exposicao prévia foi encontrado para: tempo passado
nos bracos abertos (teste > reteste; F=14.6 e p < 0.01); % de entradas nos bragos
abertos (teste > reteste; F=14.2 e p < 0.01); total de entradas (reteste > teste;
F=71.4 e p < 0.01) e entradas nos bracos fechados (reteste > teste; F=118.2 e p <
0.01). Nao ocorreram interagdes significativas entre linhagem e exposicao prévia

para fémeas.
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Figura 6- Tempo gasto (a) e % de entrada (b) nos bragos abertos do labirinto em
cruz elevado, para ratos LEW e SHR de ambos os sexos, (10/linhagem/sexo), no
teste (T) e reteste (R) (24h apds). As barras representam os valores medios + erro
padrdao. Para cada sexo, ** e ## representam, respectivamente, efeito geral de

linhagem e exposicao (ANOVA, p<0,01).
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Figura 7- Entradas nos bracos fechados (a) e entradas totais (b) do labirinto em
cruz elevado, para ratos LEW e SHR de ambos os sexos, (10/linhagem/sexo), no
teste (T) e reteste (R) (24h apds). As barras representam os valores médios + erro
padrao. Para cada sexo, * representa efeito geral de linhagem (ANOVA, p<0,05) e
## representa efeito geral de exposicao (ANOVA, p<0,01). Diferencas entre os
subgrupos no teste post hoc LSD, sdo mostradas por + (p<0,05).
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4.2 Bloco Experimental 2
4.2.1 O Efeito do experimentador (CA)

Nenhuma diferenca significativa (p > 0.05) entre os experimentadores foi
observada para qualquer medida comportamental do teste do CA (Fig 8a-b), mas
grandes efeitos de linhagem (F=78.0 e p < 0.001) foram encontrados para a
locomocao central no CA, com os ratos LEW mostrando menores escores do que
os SHRs (Fig 8a). Um efeito geral do fator sexo (F=9.61 e p < 0.01) foi encontrado
na locomocao total, com as fémeas sendo mais ativas do que os machos (Fig 8b).

Nenhuma interacdo (p > 0.05) foi encontrada entre os fatores.

4.2.2 Posigao das gaiolas dentro do biotério

Devido ao fato de que nenhuma influéncia do experimentador foi encontrada
no CA, os dados de ambos os experimentadores foram agrupados e analisados
para trés fatores: linhagem, sexo e posicdo das gaiolas. Um efeito geral de
posicao da gaiola (F=4.35 e p < 0.05) foi encontrado na locomocéao central do CA,
ndo importando a linhagem ou o sexo, com os ratos alojados no andar mais alto
apresentando maiores escores do que aqueles alojados no andar mais baixo (Fig
9a). A posicao da gaiola ndo afetou nenhuma outra medida do CA e nenhuma
medida do LCE.

Diferentes medidas da CBP, que tem a luz como principal componente
aversivo, foram afetadas pela posicdo das gaiolas. No tempo passado no
compartimento branco (Fig 9b), ocorreu uma interacao significativa (F=10.65 e p <
0.01) entre gendtipo e ambiente. A andlise post hoc revelou que os ratos SHR

(mas ndo os LEW) de ambos os sexos foram afetados pela posi¢cao da gaiola, com



0s animais alojados na parte baixa mostrando maior esquiva do compartimento
branco do que aqueles alojados na parte alta. Devido a esta interacao, diferencas
de linhagem (LEW < SHR) dentro de sexo e tratamento, que foram altamente
significantes (p < 0.001) para os outros subgrupos, ndo foram detectadas (p >
0.05) nos ratos machos alojados na parte baixa. Para esta mesma variavel,
ocorreu também um efeito geral do fator sexo (F=7.19 e p < 0.01), com as fémeas
passando mais tempo no compartimento branco do que os machos. Uma
interacao significativa (F=7.26 e p < 0.01) entre linhagem, sexo e posicdo da
gaiola foi encontrada na locomocdo no compartimento branco (Fig 9c). Aqui,
somente machos SHR e fémeas LEW tiveram seus escores significativamente
alterados pela posicao (alta > baixa), enquanto que as diferengas de linhagens
foram significantes (p < 0.05) para todos os subgrupos de sexo/tratamento. Para o
namero de transicdes, ocorreu também uma interacao entre linhagem, sexo e
posicdo da gaiola (F=5.84 e p < 0.05), com as comparacdes de post hoc
mostrando as mesmas diferencas que aquelas encontradas no tempo passado no

compartimento branco.



efeito de linhagem (F4 7o= 78,0; p<0,001)

40-
g CILEW
g %% m SHR
o
'S 20
o
£
o
8 10 ﬂ ﬂ
—
0_
F D FD FD F D
Machos Fémeas
(a)
efeito sexo (F4 70= 9,61; p<0,01)
150+
8 1204 T EN CILEW
2 L mm SHR
& 90
On
(o]
§ 60
(3]
o]
=1 30
FD FD FD FD
Machos Fémeas

(b)

Figura 8- Locomocao central (a) e total (b) no campo aberto, para ratos LEW e
SHR de ambos os sexos, (9-10/linhagem/sexo/tratamento), manipulados por cada
um de dois experimentadores: familiar (F) e desconhecido (D). As barras
representam os valores médios * erro padrdo. Os efeitos significativos revelados

pela ANOVA de trés vias estdo mostrados nas caixas.
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ambos os sexos, (9-10/linhagem/sexo/tratamento), alojados em duas diferentes

condicdes nas estantes do biotério: alto (A) e baixo (B). As barras representam os

valores médios * erro padrao. Os efeitos significativos revelados pela ANOVA de

trés vias estdo mostrados nas caixas. ++ representa diferencas entre os ratos

alojados na parte alta e baixa dentro de cada linhagem e sexo (LSD; p<0.01),

quando interacdes significativas foram encontradas.



4.2.3 Estado comportamental antes do teste

Ocorreu um efeito geral de linhagem (F=19.49 e p < 0.001), mas também
do estado comportamental em que o animal estava imediatamente antes do teste
(F=11.72 e p < 0.01) sobre as entradas nos bracos fechados no LCE, a principal
medida de locomocéao neste teste (Fig 10a). Os ratos LEW fizeram no geral mais
entradas nos bragos fechados do que os SHRs e os ratos em vigilia foram no
geral mais ativos do que os ratos em repouso. Ocorreu uma interacao significativa
entre 0 estado comportamental e a linhagem para duas das principais medidas
relacionadas a comportamentos de ansiedade do LCE, denominadas tempo
passado (F=6.92 e p < 0.05) e % de entradas (F=6.03 e p < 0.05) nos bracos
abertos. As analises post hoc revelaram que os ratos machos LEW e SHR
diferiram entre si em ambas as variaveis comportamentais (LEW < SHR; p < 0.05)
somente quando eles estavam em estado de vigilia e ndo quando eles estavam
em repouso imediatamente antes do teste (Fig 10b e 10c). Nas fémeas, as
diferencas entre linhagens no tempo passado nos bragos abertos foram
significantes (p < 0.05) em ambos os estados de repouso e vigilia, enquanto que
na % de entradas nos bragos abertos, estas diferencas apareceram somente em
animais no estado de vigilia. A vigilia mudou (aumentou) o tempo passado nos
bracos abertos somente nos ratos machos SHR, mas diminuiu a % de entradas

nos bracos abertos nas fémeas LEW (p < 0.05).
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Figura 10- Numero de entradas nos bragos fechados (a), tempo gasto (b) e % de

entradas (c) nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado, para ratos LEW e SHR de

ambos 0s sexos, (9-10/linhagem/sexo/tratamento), divididos de acordo com seu estado

comportamental antes do teste repouso (R) e vigilia (V). As barras representam os valores

médios + erro padrdo. Os efeitos significativos revelados pela ANOVA de trés vias estao

mostrados nas caixas. + representa diferengas entre os ratos em repouso ou em vigilia

dentro de cada linhagem e sexo no teste post hoc LSD (p<0.05), quando interagdes

significativas foram encontradas.
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4.3 Bloco Experimental 3
4.3.1 Consumo espontaneo com LEW e SHR

Nenhuma diferenca entre ratos machos LEW e SHR foi observada no
consumo de sacarina e quinino em livre escolha; de etanol forgado (10%) (Fig
11a-c), ou de etanol a 2% e 4% em livre escolha (p>0.05) (Fig 12a). Porém, os
ratos LEW ingeriram mais etanol do que os SHR, quando este foi oferecido em
livre escolha nas concentragdes de 6% (p<0,05) e 10% (p<0,01) (Fig 12a).
Nenhuma diferenca foi observada na preferéncia a sacarina, quinino (Fig 13a-b),
ou livre escolha a 2% e 4% de etanol (p>0.05) (Fig 12b). Além disso, os animais
LEW e SHR diferiram na preferéncia ao etanol, quando este foi oferecido a
concentragdes de 6% (p<0,01) e 10% (p<0,01), com a diferenca indo ao encontro

dos dados de consumo absoluto (Fig 12b).
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representam os valores médios + erro padrao.
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sao representadas por ** (teste-t de Student, p<0,01).
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Figura 13- Preferéncia a sacarina (7.5 mM) (a) e ao quinino (2uM) (b) em livre
escolha, para ratos LEW e SHR, (11/linhagem), no protocolo de consumo

espontaneo de etanol. Os valores estao representados como média + erro padrao.



4.3.2 Consumo espontaneo com Floripa H e L

Os 40 animais das linhagens Floripa H e L selecionados para o estudo de
auto-administracdo de etanol, apresentaram diferencas em diversas medidas
relacionadas a ansiedade. Ocorreu uma interacao entre o fator linhagem e sexo na
medida locomoc¢ao central no CA (F=4.40 e p < 0.05), com os ratos Floripa H de
ambos os sexos locomovendo-se mais nesta area aversiva do que os ratos Floripa
L, mas com fémeas apresentando maiores escores do que machos apenas na
linhagem Floripa H (Fig 14a). No teste do LCE ocorreu um efeito significativo do
fator linhagem na medida tempo gasto nos bragcos abertos (F=4.60 e p < 0.05)
com os ratos da linhagem Floripa H passando mais tempo neste ambiente
aversivo do que os ratos Floripa L (Fig 14b). Na CBP, os ratos Floripa H
locomoveram-se mais no compartimento branco do que os ratos Floripa L
(F=53.61 e p < 0.001) (Fig 14c).

Os ratos Floripa H e L n&o diferiram no consumo de sacarina, quinino, ou
alcool forcado (10%) (p>0.05) (Fig 15a-c). Porém, os ratos Floripa L ingeriram
mais etanol do que os Floripa H, quando este foi oferecido em livre escolha nas
concentragdes de 2% (F=6.07 e p<0,05) e 10% (F=4.12 e p<0,05) (Fig 16a). Além
disso, ocorreram interagdes entre o fator linhagem e o fator sexo na livre escolha
ao etanol nas concentracdes de 4% (F=9.19 e p<0,01) e 6% (F=6.35 e p<0,05)
(Fig 16a). Estas interacdes revelaram que a diferenga entre linhagens aparece
unicamente em fémeas, com as ratas da linhagem Floripa “L” ingerindo mais

etanol do que as da linhagem Floripa “H”. Ocorreu ainda um efeito geral do fator



sexo com as fémeas ingerindo menos sacarina (F=5.72 e p < 0.05) e mais etanol
na livre escolha (10%) (F=17.21 e p < 0.01) do que os machos.

Os ratos Floripa L apresentaram maior preferéncia ao etanol do que os da
linhagem Floripa H quando este foi oferecido em livre escolha na concentragéo de
2% (F=5.57 e p<0,05) (Fig 16b). Ainda ocorreram interacdes entre os fatores
linhagem e sexo na preferéncia a concentracoes de 4% (F=6.69 e p<0,05) e 6%
(F=7.27 e p<0,05), que revelaram que a diferenca entre linhagens somente
ocorreu nas fémeas. Além disso, as fémeas preferiram menos sacarina (F=6.02 e
p<0,05) (Fig 17a) e mais etanol na concentragdo de 10%, independentemente da
linhagem (F=13.33 e p<0,01) (Fig 16b) do que os machos e nenhuma diferenca na

preferéncia ao quinino foi observada (Fig 17b).
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4.4 Bloco Experimental 4
Neste bloco experimental, antes dos ratos LEW e SHR serem sacrificados,
eles foram submetidos a um teste do CA como controle comportamental. Nele, os
ratos SHR mostraram maior porcentagem de locomocao central (p<0.01) (ou
menor emocionalidade) (Fig 18a) e nenhuma diferenca quanto a locomocao total
(p>0.05) quando comparados com os ratos LEW (Fig 18b).

Os testes de expressdao génica através da técnica do Real-time RT-PCR
revelaram que, no hipocampo, os ratos LEW mostraram uma expressao do gene
para o NPY aproximadamente 40% menor (p<0,01) (Fig 19a), expressao do gene
do receptor 5-HT1a aproximadamente 60% maior (p<0.05) (Fig 19b) e expressao
do gene NR2b semelhante (p>0.05) (Fig 19c), quando comparados aos ratos
SHR. Ja no hipotalamo, nenhum dos trés genes apresentou diferenca estatistica

significativa entre as duas linhagens (Fig 20a-c).
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Figura 18- Porcentagem de locomogéo central (a) e locomogao total (b) no campo
aberto, para ratos machos LEW e SHR, (7-8/linhagem). As barras representam os
valores médios + erro padrdo. Diferengas significativas interlinhagens reveladas

pelo teste-t de Student sdo representadas por ** (p<0,01).
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Figura 19- Expressao génica através da técnica do Real-time RT-PCR do gene do
NPY (a) receptor 5-HT1a (b) subunidade NR2b do receptor NMDA (c) e ciclofilina
como gene normalizador (d) de ratos machos LEW e SHR (7-8/linhagem), no
hipocampo. Os quadrinhos demonstram o valor médio das trés triplicatas de cada
individuo. Nos trés primeiros genes os valores estao representados em 1/ACt para
melhor compreensdo dos resultados. Diferengas significativas interlinhagens
reveladas pelo teste-t de Student sao representadas por * ou ** (p<0,05 e p<0,01;

respectivamente).
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Figura 20- Expressdo génica através da técnica do Real-time RT-PCR do gene do
NPY (a) receptor 5-HT1a (b) subunidade NR2b do receptor NMDA (c) e ciclofilina
como gene normalizador (d) de ratos machos LEW e SHR (7-8/linhagem), no
hipotalamo. Os quadrinhos demonstram o valor médio das trés triplicatas de cada
individuo. Nos trés primeiros genes os valores estao representados em 1/ACt para

melhor compreensao dos resultados.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo nds objetivamos avaliar a influéncia de fatores ambientais e
genéticos sobre medidas comportamentais relacionadas a ansiedade e a possivel
correlagao entre elas e o consumo de alcool. Para isso, nos testamos linhagens de
ratos usadas como modelos genéticos animais em: (a) trés testes
comportamentais de ansiedade com algumas variacbes no ambiente de
laboratério ou na situacao de teste (b) um protocolo de auto-administracdo de
etanol e em (c) um teste de ansiedade seguido de analise da expressao de trés
genes candidatos em duas regides do cérebro relacionadas com comportamentos

de ansiedade e alcoolismo.

5.1 Variagbes ambientais

Varios estudos demonstram que os ritmos circadianos influenciam padrdes
fisiologicos e comportamentais em animais (Bertoglio e Carobrez, 2002; Gorka et
al.,, 1996; Morin, 1999). Portanto, no primeiro experimento deste trabalho, nés
objetivamos comparar as linhagens de ratos LEW e SHR em um teste de
ansiedade, a CBP, em duas fases diferentes do ritmo circadiano de sono/vigilia
(dia e noite). Os presentes resultados revelaram diferengas significativas entre as
duas linhagens testadas, corroborando diferencas encontradas anteriormente
entre elas (Ramos et al., 1997; Ramos et al., 1998; Ramos et al., 2002). Por
exemplo, o tempo gasto e a locomogao no compartimento branco da CBP,
mostram claramente que ratos SHR locomovem-se mais e passam mais tempo

neste compartimento do que ratos LEW. Isto sugere que ratos SHR sdo menos



“ansiosos” do que ratos LEW neste teste. Segundo Crawley (1981), o
compartimento branco € muito aversivo aos roedores devido a forte iluminagéo e a
novidade do ambiente.

Um ponto a ser levantado é a diferenca observada entre as linhagens (LEW
> SHR) para a locomog¢dao no compartimento preto, pois esta é, as vezes,
considerada como medida de locomocao geral. Poderia ser sugerido, baseado
nisso, que a linhagem SHR é menos ativa do que a linhagem LEW, ja que ratos
SHR locomovem-se menos do que ratos LEW neste compartimento pouco
aversivo. Porém, alguns autores sugerem que a locomocdo no compartimento
preto ndo é uma boa medida de atividade locomotora neste teste, pois ela é
afetada por compostos ansioliticos (Costall et al., 1989; Smythe et al., 1996;
Chaouloff et al., 1997; Ramos et al., 1997), tendo assim algum componente
emocional. Como exemplo, vemos que a administracdo do agente FG7142 (um
ansiogénico) aumenta a locomog¢ao no compartimento preto da CBP, o que esta
associado com a reducgao do tempo passado no compartimento branco (Costall et
al., 1989). Ainda neste teste, ocorreram diferencas significativas entre os sexos e
estas podem ser consideradas normais, pois diversos estudos demonstram
diferengas intersexuais em relagcdo a medidas de emocionalidade em ratos ou
camundongos (Gray, 1979; Johnston e File, 1991; Ramos et al., 1997; 1998;
2002), normalmente com os machos locomovendo-se menos do que as fémeas
em ambientes estressantes ou aversivos.

Em um estudo genético com camundongos, envolvendo diversos testes
comportamentais, foram encontrados dois QTLs, um no cromossomo 11 e outro

no 14, que influenciam especificamente comportamentos no teste da CBP (Turri et



al., 2001). Isto sugere que este teste deve conter particularidades que nao
aparecem nos outros testes avaliados naquele mesmo estudo, podendo ser
levantada a hipétese de que a luz, que € muito forte e aversiva neste teste, seja
responsavel por parte destas diferencas. Por exemplo, Ramos et al. (1997),
mostraram que ratos Brown Norway exibiram o mais baixo grau de aversdo ao
compartimento branco da CBP quando comparados com cinco outras linhagens.
Curiosamente, estes ratos eram os Unicos naquele estudo com olhos, pele e pélo
pigmentados. Entretanto, neste mesmo estudo, Ramos et al. (1997) demonstraram
que a locomogao no compartimento branco da CBP ficou no mesmo fator de uma
analise de componentes principais que medidas de ansiedade de outros testes
comportamentais (CA e LCE), sugerindo que o significado desta medida pode
compartilhar algum componente psicolégico com as medidas relacionadas a
ansiedade de outros testes.

Exceto por uma interacdo entre linhagem e fase circadiana para o numero
de transigbes em fémeas, ndo ocorreram diferencas entre as fases clara e escura
na CBP. Este resultado € surpreendente, se considerarmos, por exemplo, que 0s
niveis extracelulares de serotonina (que é relacionada a comportamentos de
ansiedade) e a atividade do eixo HPA (que controla a resposta central ao
estresse) mostram ambos uma ritmicidade circadiana (Korte, 2001; Steckler,
2001). Os presentes resultados também nao concordam com os de Costall et al.
(1989), que demonstraram um decréscimo na aversao ao compartimento branco
da CBP em camundongos que foram testados durante a fase diurna. Tal
inconsisténcia poderia se dever a diferengas interespecificas entre ratos e

camundongos ou, ainda, ao fato de que nossos experimentos foram realizados



somente em dois diferentes pontos do ciclo circadiano de 24 h (um na fase clara e
um na fase escura). Talvez em outros pontos da fase escura, uma diferenca em
relacdo a fase clara pudesse ser evidenciada. Entdo, nés demonstramos que: a)
as linhagens continuam apresentando diferencas entre si em um teste dependente
da luminosidade, na fase escura do ritmo circadiano de sono/vigilia e (b) o perfil
comportamental apresentado por ambas as linhagens a noite ndo difere daquele
apresentado durante a fase diurna do ritmo circadiano, o que reforca estas
linhagens como um modelo genético robusto para o estudo da ansiedade.

Em um segundo experimento, nés submetemos as linhagens LEW e SHR a
duas exposicdes subsequentes no LCE, duas condicbes que se sugere
corresponder a estados de “ansiedade generalizada” e de “fobia adquirida”,
respectivamente (File e Zangrossi, 1993, Hogg e File, 1994). Dois argumentos
principais tém sido usados para sustentar tal hipétese: (a) as benzodiazepinas,
que séo efetivas em humanos contra a ansiedade generalizada, mas néo tanto
contra as fobias, apresentam efeitos ansioliticos na primeira, mas nao na segunda
exposi¢ao ao LCE; e (b) quando a primeira exposigao € mais longa do que o usual
(10 min ao invés de 5 min), o fenbmeno da “tolerdncia a uma exposicao”
desaparece, fornecendo assim uma analogia com os “estados fébicos”, que
diminuem de intensidade com a exposicao repetida a situacdo geradora de fobia
(File et al., 1993). Outros autores, no entanto, reconhecem que existe uma
mudanga qualitativa no tipo de emocionalidade avaliada durante a primeira e a
segunda exposicdo ao LCE, mas consideram que o significado psicolégico desta
mudanca permanece incerto (Holmes e Rodgers, 1998). Os nossos resultados

reforcam esta interpretacdo cautelosa, pois a diferenca encontrada entre as duas



linhagens também no reteste sugere que a primeira e a segunda exposicao neste
aparato podem compartilhar componentes psicolégicos comuns.

Nas duas exposi¢coes sucessivas, diferencas gerais entre as linhagens
foram observadas para os dois principais indices de “ansiedade” do LCE, o tempo
gasto e a porcentagem de entradas nos bragos abertos (Pellow et al., 1985).
Enquanto que nas fémeas ambos estes efeitos foram significativos, nos machos
as diferencas de linhagem alcancaram diferenca estatistica apenas no tempo
gasto nos bragos abertos. Por outro lado, os animais de ambas as linhagens e
sexos mostraram um significante decréscimo no tempo passado e na
porcentagem de entradas nos bragos abertos, quando retestados 24 apds sua
primeira exposi¢cdo, o que esta de acordo com estudos prévios encontrados na
literatura (Rodgers et al., 1992; File et al., 1998; Holmes e Rodgers, 1998; File et
al., 1999; Bertoglio e Carobrez 2000; 2002c).

Sabe-se que a primeira experiéncia no LCE apresenta uma forte influéncia
nos padrbées comportamentais de exposicdes subseqientes (Rodgers et al.,
1996). Treit e col. (1992), relataram que ratos submetidos a 18 sessdes no LCE
em 18 dias consecutivos ndo se habituaram aos bracos abertos, continuando a
apresentar fuga desta regido. Bertoglio e Carobrez (2000) relataram que é
necessario que os ratos conhegcam tanto os bracos abertos como os bragos
fechados do aparato, para que eles adquiram medo dos bragos abertos. Isto
sugere que o processo de aprendizado pode estar ligado com a habilidade
cognitiva para decidir entre diferentes niveis de situacoes aversivas.

Nao se sabe ao certo qual estimulo especifico no primeiro teste é

responsavel por induzir uma grande esquiva dos bracos abertos na segunda



exposicao, mas existem evidéncias experimentais sugerindo que o fato dos bracos
abertos serem um ambiente aberto e que ndo permite a tigmotaxia por parte dos
animais possa contribuir mais para essa esquiva do que propriamente a altura ou
a novidade dos bragos (Pellow et al., 1985; Treit et al., 1993; Aguilar et al., 2002).

No presente estudo, um aumento significativo nas duas medidas de
atividade locomotora do LCE, entradas totais e entradas nos bragos fechados,
(Ramos e Morméde, 1998), foi detectado nas fémeas no reteste (com uma
diferenca nao-significativa sendo observada na mesma direcdo em machos),
assim sugerindo que os niveis de locomocdo aumentam durante a segunda
exposi¢ao, possivelmente devido a maior familiaridade com o aparato de teste,
como ja visto em outros estudos (Osenkopp et al, 1994). Curiosamente, tais
mudancas foram acompanhadas por um aparente aumento na ansiedade (menor
aproximacdo aos bracos abertos), mostrando assim que uma maior
ansiedade/emocionalidade pode néo resultar em menor atividade locomotora geral
neste teste.

Nenhuma interacdo entre linhagem e exposi¢do prévia foi observada no
tempo passado nos bragos abertos e na % de entrada nos bragos abertos,
indicando que as diferengas emocionais entre os ratos LEW e SHR no LCE
persistem apds uma primeira exposicao ao aparato. As diferencas entre linhagens
observadas na primeira exposicdo do presente estudo estdo de acordo com
nossos estudos prévios (Ramos et al., 1997, 1998, 2002), que sugerem que 0S
ratos LEW de ambos o0s sexos sao mais “ansiosos” do que os ratos SHR.
Contudo, estas duas linhagens nunca tinham sido comparadas em um reteste no

LCE. A hipbétese de que estas duas linhagens diferem tanto em modelos de



“ansiedade generalizada”, como de “fobia”, o que poderia explicar porqué elas
diferem tanto na primeira como na segunda exposicdo ao LCE, nao é apoiada por
outros estudos do nosso laboratério, os quais nado revelaram diferencas
significativas entre os ratos LEW e SHR no teste do odor de gato (dados nao
publicados), outro modelo sugerido para o estudo de “fobia”.

Estudos farmacolégicos prévios indicam que ambas as linhagens LEW e
SHR respondem aos efeitos ansioliticos das benzodiazepinas quando submetidos
ao LCE pela primeira vez, mas os ratos LEW parecem requerer maiores doses de
diazepam para que o seu perfil ansiogénico seja atenuado (Ramos et al., 1997;
Takahashi et al., 2001). Estudos adicionais sdo necessarios para investigar as
respostas destas linhagens as benzodiazepinas durante a segunda exposicao ao
LCE. Entretanto, se as diferencas comportamentais/emocionais entre os ratos
LEW e SHR néo tratados fossem de natureza semelhante aquelas tipicamente
observadas entre roedores controles e roedores tratados com benzodiazepinas,
ndés poderiamos esperar que as diferencas observadas entre as linhagens na
primeira exposicao diminuiriam ou desapareceriam no reteste. No entanto, a falta
de interacdo entre linhagem e exposi¢do, observada no presente estudo, nao
corrobora tal hipétese. Os ratos e camundongos tratados com benzodiazepinas
geralmente diferem dos controles na primeira exposicdo, mas nao na segunda,
enquanto que as linhagens LEW e SHR mostraram-se diferentes uma da outra em
ambas as situacdes de teste. Portanto, os presentes resultados sugerem que
mecanismos que atuam por outras vias que ndo as do sistema
GABA/benzodiazepina devem ser responsaveis, ao menos em parte, pelas

diferengas emocionais basais observadas entre as linhagens LEW e SHR. Além



disso, através de uma abordagem genética, estes resultados fornecem uma
ligacdo entre a primeira e a segunda exposicdo no LCE, sugerindo que as
respostas emocionais destas duas condicbes de teste podem compartilhar
componentes psicolégicos comuns.

No segundo bloco de experimentos, os presentes resultados mostraram
que alguns fatores ambientais comuns que normalmente variam dentro e entre
laboratorios, podem alterar ndo somente os niveis basais dos comportamentos
relacionados com a ansiedade, mas também diferencas genotipicas entre
linhagens de roedores. A localizagdo das gaiolas dos animais dentro do biotério,
desde o desmame até o dia do teste, influenciou 0 comportamento dos animais no
CA independentemente da linhagem ou do sexo. Na CBP, por outro lado, esta
mesma varidvel ambiental interferiu com comportamentos relacionados a
ansiedade/medo de uma maneira dependente do gendtipo, a tal ponto que
algumas diferencas entre linhagens apareceram somente quando o0s ratos
estavam alojados na parte alta das estantes. Além disso, o estado
comportamental do animal, observado imediatamente antes do teste, influenciou
os resultados do teste do LCE, por exemplo, com diferencas relacionadas a
ansiedade aparecendo entre as linhagens somente nos ratos que estavam em
vigilia antes do teste. A familiaridade dos animais com o experimentador,
entretanto, ndo modificou o comportamento de nenhuma das duas linhagens no
teste do CA.

Estudos prévios tinham mostrado que os ratos LEW de ambos os sexos,
quando comparados com os ratos SHR, evitam mais os estimulos aversivos de

diferentes testes, como a area central do CA, os bragos abertos do LCE e o



compartimento branco da CBP (Ramos et al., 1997; Berton et al., 1998; Ramos et
al.,, 1998, 2002). A analise de um intercruzamento entre os ratos LEW e SHR
mostrou que alguns dos contrastes comportamentais entre estas linhagens eram
bastante herdaveis (> 50%) (Ramos et al., 1998). Além disso, como mostramos
anteriormente, as diferencas entre as linhagens resistiram a variagdes na situacao
de teste tais como: o horério do teste na CBP e a experiéncia prévia no LCE. Em
um outro estudo, o nivel de iluminagdo no CA também nao modificou a diferenga
entre estas mesmas linhagens (Ramos et al., 2002). Entretanto, apesar da
aparente solidez deste modelo genético animal, alguma variabilidade entre
diferentes estudos tém sido observada. Por exemplo, diferengas entre as
linhagens na % de entradas nos bragos abertos, um dos principais indices de
ansiedade do LCE, foram algumas vezes, mas n&o sempre, significativas em
machos ou fémeas, dependendo do estudo (Ramos et al, 1997; 1998; 2002;
Vendruscolo et al., 2003). Curiosamente, esta variavel especifica apresentou uma
baixa herdabilidade (10%) em outro estudo com as linhagens LEW e SHR (Ramos
et al., 1998). N6s sugerimos, portanto, que alguns fatores ambientais podem nao
somente alterar os escores basais dos ratos LEW e SHR, mas também interagir
com o gendtipo, interferindo assim, na replicabilidade das comparacdes entre
estas duas linhagens.

O fato dos animais serem manipulados por um experimentador nao familiar
antes do teste do CA néo foi suficiente para causar mudanca no perfil
comportamental das duas linhagens, ou pelo menos estas mudangcas nao foram
detectadas imediatamente ap6s o contato do animal com o experimentador.

Contrariamente, Crabbe et al. (1999) sugeriram que o experimentador foi uma das



causas dos resultados comportamentais idiossincraticos quando trés linhagens de
camundongos foram simultaneamente comparadas em trés diferentes
laboratérios. Além disso, Chesler et al. (2002) também sugeriram o
experimentador como uma importante causa da variabilidade entre diferentes
estudos de nocicepcdo. No presente estudo, diferentemente destes trabalhos
prévios, todos os esforcos foram feitos para padronizar os procedimentos,
movimentos e roupas dos dois experimentadores, ja que nosso objetivo foi
analisar o efeito da familiaridade animal/experimentador. Talvez, se esta extensa
padronizacdo nao tivesse sido realizada, o fator experimentador poderia ter
apresentado um efeito significante. A falta de tal efeito no presente estudo sugere
que o controle de todos os procedimentos de pré-teste e de algumas
caracteristicas e habitos do experimentador pode ajudar a minimizar ou mesmo
abolir a variabilidade de resultados, quando diferentes experimentadores tiverem
que realizar os mesmos testes dentro de um mesmo laboratério.

Sabemos que os roedores tendem a evitar espacos abertos onde eles nao
podem realizar tigmotaxia e que, portanto, eles concentram sua locomocao nas
areas periféricas. Esta esquiva pode ser revertida através do uso de drogas
ansioliticas (Ramos e Mormeéde, 1998; Vendruscolo et al.,, 2003) e, por isso,
sugere-se que este comportamento seja relacionado a ansiedade. A locomocéao
central no CA apresenta alta herdabilidade (Ramos et al., 1998) e é a responsavel
por dois QTLs nos cromossomos 4 e 7 do rato (Ramos et al., 1999). A posicao das
gaiolas na estante (alta ou baixa) dentro do biotério influenciou os resultados de
dois testes comportamentais, o CA e a CBP. No CA, os ratos alojados na parte

alta das estantes, desde o desmame até o dia do teste, apresentaram maior



locomogao central do que aqueles alojados na parte baixa, independentemente
das linhagens ou sexos. Isto sugere que os ratos alojados no alto das estantes
sdo menos “ansiosos/medrosos” neste teste em particular, que foi realizado sob
iluminacado fraca. Na CBP, que tem a alta luminosidade como seu principal
componente aversivo, uma influéncia similar da posicao das gaiolas foi observada.
Entretanto, este efeito foi linhagem e sexo especifico. Interessantemente, as
diferencas entre linhagens no tempo gasto no compartimento branco, uma medida
altamente contrastante para os ratos alojados no alto das estantes, ndo foram
significativas para os machos alojados nas partes baixas das estantes. Quando a
medida locomog¢éao no compartimento branco foi considerada, o efeito também foi
linhagem e sexo especifico. Entdo, qualquer estudo que nao controle tal variavel
ambiental e que tenha um viés no alojamento das gaiolas (por exemplo, todos os
ratos alojados na parte baixa) poderia mascarar importantes diferencas
genotipicas que seriam reveladas se nao houvesse a interferéncia desta variavel.
No geral, os presentes resultados sugerem que o fato dos animais serem
alojados por diversas semanas em gaiolas nas partes altas ou baixas provoca
mudangas na reatividade emocional dos animais, o que esta de acordo com um
estudo prévio sobre as respostas comportamentais a d-anfetamina (Exner e Clark,
1993). O controle deste fator ambiental também foi alvo de debate em um estudo
ndao comportamental sobre a carcinogenicidade (Herzberg e Lagakos, 1992), mas
ao nosso conhecimento, o presente estudo € o primeiro a demonstrar que a
posi¢do das gaiolas pode interagir e até mesmo mascarar efeitos genéticos nas
comparagcbes comportamentais de linhagens. Nao € possivel determinar

qual/quais o/os fator/es responsavel/is por tal fenbmeno, mas nés podemos



sugerir que a luminosidade tem um papel importante, ja que ela variou entre 240
(gaiolas altas) e 12 (gaiolas baixas) lux, enquanto que nenhuma diferenca de
temperatura pode ser detectada. Entretanto, outros fatores ndo controlados aqui
podem ter variado entre as duas situacdes de alojamento, como exemplo, o odor,
a qualidade do ar e os estimulos visuais (ndo somente os luminosos).

O LCE, por sua vez, € um modelo de ansiedade que algumas vezes pode
produzir resultados nao replicaveis (Hogg, 1996). Como mencionamos acima, esta
variabilidade tem sido observada mesmo entre estudos usando os ratos
isogénicos LEW e SHR (Ramos et al., 1997; 1998; 2002; Vendruscolo et al.,
2003). Os presentes resultados sugerem que o estado de vigilia do animal
anteriormente ao teste do LCE pode contribuir para aumentar a variabilidade entre
e dentro de diferentes estudos que utilizam este modelo. Em dois dos mais
importantes indices de ansiedade (tempo passado e % de entradas nos bragos
abertos), os ratos LEW e SHR machos foram significativamente diferentes
somente quando testados apds estarem em estado de vigilia (ao invés de
repouso) nas suas gaiolas durante os 5 min prévios ao teste. A principal medida
de atividade locomotora deste teste, o0 nimero de entradas nos bragos fechados,
também foi influenciada pela vigilia. Nossa observacdo de que as diferencas
genéticas na ansiedade experimental foram somente observadas nos ratos em
estado de vigilia, € compativel com a proposicao de Heller de que a ansiedade
humana, diferentemente da depressao, € expressa em uma situagao de alta vigilia
ou ativacdao (Schmidtke e Heller, 2004). Esta varidvel torna-se importante nos
estudos utilizando o LCE, pois o estado comportamental antes do teste ndo varia

necessariamente de modo aleatério, mas sim em fungcdo de alguns fatores que



atuam na sala onde os animais estdo alojados previamente ao teste e que
dependem, por exemplo, do protocolo de teste (modo de abertura das gaiolas,
retirada do animal e o transporte para o teste) e do nimero de ratos por gaiola. Se
o estado de um animal for afetado pela ordem na qual ele é testado dentro da sua
gaiola, por exemplo, entdo ndés poderiamos esperar que a ordem de teste do
animal influenciaria o seu desempenho. Esta influéncia ndo foi observada em
estudos de nocicepcao (Chesler et al., 2002). Entretanto, no presente estudo
(dados ndo mostrados), ela atuou nas medidas do CA e da CBP. No geral, o
primeiro rato a ser testado em uma dada gaiola foi mais “ansioso” e menos ativo
do que os ratos testados na sua sequéncia. Entdo, os presentes resultados nao
sao importantes somente na comparacao de linhagens, mas também em estudos
farmacolégicos, ja que o LCE é um teste mundialmente utilizado na busca por
agentes ansioliticos (Rodgers e Cole, 1994; Dawson e Tricklebank, 1995) e que
este fator de pré-teste normalmente nao € controlado.

Na totalidade, os resultados deste segundo bloco experimental sugerem
que os fatores ambientais que atuam anteriormente ao teste (no ambiente de
laboratério), podem ser de fato mais relevantes para as interagcdes genétipo x
ambiente do que as mudancgas na situacdo de teste, no modelo LEW/SHR. A
importancia destes fatores é evidenciada quando observamos que os ratos SHR,
normalmente menos “ansiosos” do que os ratos LEW, ndo apresentaram diferenca
em relacdo a estes, quando alojados em gaiolas baixas ou quando testados logo

apo6s um periodo de repouso.



5.2 A relacéo entre “ansiedade” e “alcoolismo”

A associacgao entre preferéncia por sacarina e consumo de etanol tem sido
demonstrada tanto em humanos quanto em animais de laboratério (Kampov-
Polevoy et al., 1997) e até mesmo uma ligagdo genética entre elas ja foi sugerida
(Terenina-Rigaldie et al., 2003). Podemos observar que ratos ou camundongos
selecionados para alta preferéncia ao alcool tendem a escolher solugdes
adocicadas concentradas e a beber mais delas, quando comparados com animais
selecionados para baixa preferéncia ao alcool (Belknap et al., 1993; Bachmanov et
al., 1996; Grahame et al., 1999). Além disso, vemos que alguns modelos animais
selecionados para o consumo de etanol demonstram preferéncia por solucbes de
quinino, uma substancia amarga, o que poderia ser um indicativo de que o animal
nao esta consumindo etanol apenas pelos seus efeitos farmacolégicos, mais sim
pelo seu cheiro ou gosto. Por estas razbes, em nosso estudo de auto-
administracao, no terceiro bloco de experimentos, foi empregado um controle de
dois dias para cada uma das solu¢cdes doce e amarga (sacarina e quinino,
respectivamente). Nés observamos que os animais nao apresentaram diferenca
no consumo destas substancias, o que reforca a hipétese de que as diferengas
encontradas no consumo de etanol, sejam realmente devidas aos efeitos
farmacolégicos desta substancia.

Os ratos LEW machos pareceram mais “ansiosos” em todos os testes do
presente estudo, corroborando nossos resultados anteriores (Ramos et al., 1997;
1998; 2002), e apresentaram ainda um maior consumo de etanol nas
concentragdes de 6% e 10% quando comparados aos animais SHR. Ja os animais

Floripa L, foram considerados de perfil mais “ansioso” em relagdo aos animais



Floripa H nos trés testes comportamentais a que foram submetidos,
independentemente do sexo, também corroborando nossos resultados com
geracoes anteriores (Ramos et al., 2003). Os animais Floripa L apresentaram um
maior consumo de etanol nas concentragdes de 2 e 10%. A 10%, a diferencga foi
mais acentuada em fémeas, pois nesta medida a interacdo entre sexo e linhagem
por pouco nao foi significativa (p=0,054). Estes resultados, obtidos com dois
modelos genéticos diferentes (um inbred e outro outbred), foram ao encontro da
hip6tese de uma comorbidade ou correlacéo positiva entre alta “ansiedade” e alto
consumo de etanol (Stewart et al., 1993; Colombo et al., 1995; Spanagel et al.,
1995; Moller et al., 1997). Entretanto, este ponto é bastante controverso, pois
diversos estudos tém mostrado a falta desta correlacdo em humanos e roedores
(Tuominen et al., 1990; Viglinskaya et al., 1995; Overstreet et al., 1997;
Fernandez-Teruel et al., 2002; Henniger et al., 2002; Da Silva et al., 2004).

Dentre os estudos citados acima, um merece especial atencédo. Da Silva et
al. (2004) estudaram as linhagens LEW/SHR e Floripa H/L, as mesmas que foram
estudadas aqui. Eles encontraram uma correlacdo negativa entre medidas
comportamentais de ansiedade e consumo de etanol no modelo genético
LEW/SHR (portanto, o contrario do resultado do presente estudo) e uma falta de
relacdo entre estas duas caracteristicas no modelo Floripa H/L. Porém, existem
diferencas significativas entre os protocolos utilizados nestes dois estudos, como a
duracao do experimento, as concentracdes de etanol utilizadas, a presenca de um
periodo de etanol forcado, a utilizacdo de substancias controles de sabor e o tipo

de gaiola utilizada para avaliacdo do consumo.



Para se saber ao certo qual ponto € de fato o causador destes resultados
contraditérios, mais estudos deverao ser realizados, mas noés podemos desde ja
propor explicacdées a partir de dados da literatura. Sabe-se, por exemplo, que o
estresse da restricdo de comida pode estimular o consumo de etanol através de
um mecanismo dependente da corticosterona (Garcia-Belenguer et al., 1993;
Hansen et al., 1995; Sdderpalm e Hansen, 1999). Entretanto, ratos da linhagem
LEW apresentam falta, ou um aumento atenuado, dos niveis do hormdnio de
liberacao de corticotrofinas (CRF), de horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e de
corticosterona em resposta a uma variedade de eventos estressantes, como
contencao, exposicdes a ambientes novos, natacao forcada ou éter (Sternberg et
al., 1992), quando comparados com outras linhagens de ratos. Entdo, se
considerarmos que as gaiolas metdlicas com piso gradeado utilizadas no protocolo
de Da Silva et al. (2004) podem ser mais estressantes para os animais do que as
gaiolas plasticas com piso com maravalha utilizadas em nosso estudo, o0 consumo
de etanol poderia ser diminuido em gaiolas metalicas na linhagem LEW, menos
reativa, mas nao na linhagem SHR. Esta hip6tese é apoiada quando (a) vemos
qgue as duas linhagens respondem de maneira diferente ao estresse crénico, por
exemplo, com ratos LEW apresentando maior hipofagia e perda de peso corporal
do que ratos SHR (Berton et al., 1997; Berton et al., 1998) e (b) pelo resultado de
outro estudo de auto-administragdo de etanol realizado em nosso laboratério com
as linhagens LEW e SHR. Nele, os animais LEW apresentaram uma tendéncia a
consumir mais etanol nas concentracdes de 2 e 4% em livre escolha do que os
ratos SHR. Porém, ap6s os animais passarem a receber diariamente a aplicacao

de uma droga via oral (um processo considerado estressante), o consumo dos



animais SHR passou a ser maior (dados nao publicados). Entdo, o tipo de gaiola
utilizada nos estudos de alcoolismo com modelos animais pode ser um fator
causador de divergéncias, principalmente entre os resultados obtidos com o
modelo genético LEW/SHR. No caso dos resultados divergentes entre o presente
estudo e o de Da Silva et al. (2004) com as linhagens Floripa H/L, além de todos
os fatores comentados anteriormente, ainda podemos citar o fato de que Da Silva
et al. (2004) utilizaram animais provenientes da quinta geracdo de selegao,
enquanto que nés utilizamos animais da décima geracdo. Como os animais vém
sendo selecionados com base no seu escore para uma medida relacionada a
ansiedade e supondo que o consumo de etanol esteja relacionado geneticamente
com ela, os animais podem ter obtido um ganho genético ao longo das ultimas
geracdes, o que poderia ter levado ao surgimento da diferenca no consumo de
etanol. Entdo, um futuro estudo medindo o nivel de corticosterona também nestas
linhagens parece ser uma boa estratégia para avaliar este ponto.

As linhagens Floripa H/L vém sendo selecionadas bidirecionalmente ao longo de
10 geragcbes para uma medida comportamental relacionada a ansiedade
(locomocéo no centro do CA) e que é fortemente influenciada por um QTL no
cromossomo 4 do rato (Ramos et al., 1999). Esperamos que ao longo das
geracdes de selecdo, os alelos que estejam dentro desta regido e que afetem este
comportamento sejam fixados de maneira contraria nas duas linhagens. Como
podemos observar no resultado deste estudo, a linhagem Floripa L se aproxima
menos dos ambientes aversivos de trés diferentes testes comportamentais de
“ansiedade” em comparacdo com a linhagem Floripa H, sugerindo ser uma

linhagem com maior “ansiedade” (Ramos et al, 2003; Hinojosa et al, em



preparacao). Interessantemente, a linhagem Floripa L foi a que bebeu mais etanol
nas concentracdes de 2 e 10% (independentemente do sexo) e nas concentragdes
de 4 e 6% (somente em fémeas), sugerindo novamente uma correlacdo positiva
entre comportamentos ligados a ansiedade e ao alcoolismo. Este resultado além
de validar nosso protocolo de auto-administracéo, ainda, reforca a hipétese de que
a regiao do cromossomo 4 pode influenciar também a ingestdo de etanol. Outro
ponto interessante foi o fato de fémeas terem bebido maiores quantidades de
etanol do que machos neste modelo genético, o que confirma dados prévios da
literatura (Almeida et al., 1998; Cailhol e Morméde, 2002; Da Silva et al., 2004) e
sugere a importancia de se estudar fémeas nos diferentes protocolos de auto-

administracao de etanol.

5.3 Expressao génica

Dois genes avaliados nos experimentos de expressao de RNAm (NPY e
receptor 5-HT1a), mostraram-se diferencialmente expressos entre as linhagens
LEW e SHR no hipocampo, uma das regides cerebrais analisadas juntamente com
o hipotadlamo. Estas regides foram escolhidas, por estarem amplamente
envolvidas com comportamentos relacionados a emocionalidade e ao alcoolismo
em modelos animais. O hipotalamo faz parte do eixo HPA e é o responséavel por
mediar respostas de estresse nos animais (Ramos e Mormede, 1998). Além disso,
sugere-se que 0 nucleo anatébmico das reacdes de ansiedade/medo seja
representado por um conjunto de estruturas limbicas inter-relacionadas como o
sistema septo-hipocampal, algumas areas do hipotalamo, alguns nucleos do

complexo amigdaléide e da substancia cinzenta periaquedutal no mesencéfalo



(Chamey et al., 1996). Apesar da importancia do hipotalamo, nenhuma diferenca
de expressao entre linhagens foi observada nesta regido para nenhum dos trés
genes estudados. Porém, no hipocampo, que também esta envolvido em diversas
caracteristicas emocionais (Arushanian e Beer, 1999; Barnes e Sharp, 1999;
Lépez et al., 1998; Liang et al., 2003), diferencas de expressao génica entre as
duas linhagens foram evidentes.

O gene do NPY esta préximo de trés QTL s encontrados no cromossomo 4
do rato, que parecem estar ligados ao consumo de etanol e sacarina (Bice et al.,
1998; Carr et al., 1998; Terenina-Rigaldie et al., 2003) e a comportamentos
relacionados a emocionalidade (Ramos et al., 1999; Morméde et al., 2002). No
presente estudo, os ratos LEW apresentaram cerca de 40% menos expressao
génica de NPY no hipocampo em comparagcao com os ratos SHR. Este resultado
vai ao encontro das diferencas comportamentais encontradas nos testes de
ansiedade e de consumo espontaneo de etanol realizados no presente trabalho,
que mostraram que a linhagem LEW pareceu mais “ansiosa” e consumiu mais
etanol do que a linhagem SHR.

Os sistemas centrais de NPY sdo conhecidos por estarem envolvidos nos
transtornos de ansiedade e alcoolismo (Carr et al., 1998; Badia-Elder et al., 2001;
Badia-Elder et al., 2003), por exemplo, através da alteracdo da expressao e da
secrecao de outros neurotransmissores como a serotonina (Shimizu e Bray, 1989).
Pandey (2003) sugeriu que o fator de transcricdo génico CREB, que regula a
expressao do NPY, pode estar envolvido na regulacéo da ansiedade e da ingestao
de etanol através de uma diminuicdo dos niveis de NPY no SNC. Além disso,

alguns estudos tém sugerido uma correlagdo negativa entre os niveis de NPY e a



ansiedade (Heilig et al., 1989; Stewart et al., 1993; Ehlers et al. 1998) e entre os
niveis de NPY e o alcoolismo (Badia-Elder et al., 2001; Badia-Elder et al., 2003).
Estudos com animais knockout NPY” sugerem que a falta de NPY esta envolvida
com ambas as caracteristicas, ansiedade e consumo de etanol (Thiele et al.,
1998). A administracao intracerebroventricular (ICV) de NPY reduz o consumo de
etanol nos ratos P (alcohol-preferring), mas nao nos ratos NP (non-preferring,
menos “ansiosos”) (Badia-Elder et al., 2001) e nas ratas HAD (high alcohol
arinking), mas nao nas ratas LAD (low alcohol drinking, menos “ansiosas”) (Badia-
Elder et al., 2003). Portanto, os presentes resultados reforcam dados prévios da
literatura que sugerem uma correlagdo negativa dos niveis de NPY com os
comportamentos relacionados a “ansiedade” e ao alcoolismo.

O NPY também parece participar na patofisiologia de certos transtornos de
humor, incluindo a depressao (Stogner e Holmes, 2000; Redrobe et al., 20023a;
Redrobe et al., 2002b), correlacionando-se também negativamente a ela. Alguns
estudos demonstram que a depressao pode se apresentar em comorbidade com
outras alteracbes emocionais como, por exemplo, a ansiedade, pois mais de 85%
dos individuos depressivos experimentam sintomas significativos de ansiedade
(Rihmer et al., 2001; Yerevanian et al., 2001). Quando foram realizados estudos
que compararam as linhagens LEW/SHR no teste do nado forcado (TNF), que é
considerado um modelo de depressdo humana, os resultados mostraram que a
linhagem LEW apresenta um maior tempo de imobilidade, podendo ser
considerada a mais “depressiva’ neste teste (Armario et al., 1995; Lahmame e

Armario, 1996; Berton et al., 1998). Ou seja, a linhagem LEW considerada a mais



“ansiosa”’ neste modelo genético é também a considerada a mais “depressiva”, o
que também é consistente com os dados de expressao génica de NPY.

Alguns autores sugerem que as respostas comportamentais e fisiologicas
associadas aos transtornos de ansiedade sejam reguladas no SNC através de um
balanco entre os sistemas GABA-érgico (inibitério) e Glutamatérgico (excitatorio)
(Sajdyk e Shekhar, 1997). Diversos trabalhos sugerem a participacdo do
glutamato nos comportamentos relacionados a ansiedade em animais
experimentais (Kim e McGaugh, 1992; Bertoglio e Carobrez, 2003; Bergink et al.,
2004), ocorrendo um aumento nos niveis extracelulares de glutamato apés
estresse ou estimulo aversivo (Timmerman et al.,, 1999). A acédo do glutamato é
realizada através da ligacdo a diferentes tipos de receptores ionotrépicos e
metabotrépicos deste transmissor e também de diferentes combinagbes de suas
subunidades (Bergink et al, 2004). Alguns experimentos sugerem que a
administracao de antagonistas do receptor NMDA, como o AP7, diminuem a
“ansiedade” experimental em roedores (Plaznik et al., 1994; Wiley et al., 1995;
Jessa et al.,, 1996). Estes receptores NMDA sao formados a partir de dois tipos de
subunidades, NR1 e NR2, podendo, cada uma delas, existir em diferentes
isoformas (Kutsuwada et al., 1992; Barnard et al., 1997). Sabe-se, que populagdes
hipocampais da subunidade NR2b estdo implicadas no comportamento ansioso
que acompanha a retirada da administracao cronica de etanol (Stork et al., 2002).
A regidao do cromossomo 4 do rato que contem o QTL que afeta a locomocéao
central no CA, também abriga o gene da subunidade NR2b dos receptores NMDA,
chamado de Grin2b, que é amplamente distribuida no cérebro (Milan et al., 2002).

Por esta razao, n6s comparamos as linhagens LEW/SHR em relacao a expressao



génica da subunidade NR2b do receptor NMDA e vimos que nao ocorreram
diferencas entre as linhagens nas duas areas analisadas, o que sugere que a
expressao de uma das subunidades do receptor NMDA néao é diferente entre elas.
Entretanto, isto ndo significa que os outros subtipos das subunidades NR2 ou NR1
nao sejam diferencialmente expressos entre estas duas linhagens.

A principio, este resultado sugere que Grin2b ndo é um bom gene
candidato para o QTL do cromossomo 4 do rato. Porém, neste estudo foram
analisadas apenas duas areas cerebrais e sabe-se que os receptores NMDA,
além de serem amplamente expressos no cérebro, podem estar regulando os
comportamentos relacionados a ansiedade em outras areas (Bergink et al., 2004).
Além disso, a quantificacdo da expressado génica empregada neste estudo (Bustin,
2000; 2002) nao nos permite dizer nada sobre a afinidade (capacidade de uma
molécula de ligar-se a um receptor) e a eficacia (capacidade de, uma vez ligada,
provocar alteracdes que produzam efeitos) dos receptores NMDA como um todo
das duas linhagens. Experimentos futuros avaliando a sensibilidade das nossas
linhagens a compostos que atuam neste receptor ajudardao a entender melhor este
ponto.

O terceiro gene analisado foi 0 do receptor 5-HT1a, que néo esta localizado
proximo ao QTL do cromossomo 4 do rato, mas que tem se mostrado um
candidato potencial para o desenvolvimento de drogas efetivas no tratamento dos
transtornos de ansiedade (De Vry, 1995; Barnes e Sharp, 1999). A ativacédo dos
receptores 5-HTia pds-sinapticos resulta na inibicdo dos neurbnios de varios
sistemas de neurotransmissores, como os interneurénios GABA-érgicos (Barnes e

Sharp, 1999). Entretanto, existem também receptores 5-HTa pré-sinapticos, que



funcionam como inibidores da sintese e da liberacdo da 5-HT nas éareas de
projecdo (Boess e Martin, 1994) num mecanismo auto-regulatério. Diversos
estudos tém demonstrado que baixos niveis do receptor 5-HT14 no hipocampo de
animais experimentais estdo associados com comportamentos ligados a
ansiedade (Watanabe et al., 1993; Flugge, 1995; McKittrick et al., 1995;
Fernandes et al., 1997; Lépez et al., 1998; Wissink et al., 2000) e que a
administracao de seus agonistas parciais (buspirona, gepirona) e totais 8-hidroxi-
2-(di-n-propilamino) tetralina (8-OH-DPAT) em ratos resultam em um efeito
ansiolitico (Lucky et al., 1994; De Vry, 1995). Além disso, agonistas dos receptores
5-HT{ao diminuem o consumo de etanol em uma maneira dose-dependente
(Schreiber et al., 1993). Sabe-se, que a diminuigdo nos niveis de serotonina na
fenda sinaptica estd associada com a depressdo em humanos e em modelos
animais, com as drogas antidepressivas atuando no sentido de inibir a recaptacao
deste e de outros neurotransmissores (Cryan et al., 2002).

O gene que codifica o receptor 5-HT14 ndo se apresentou diferencialmente
expresso entre as duas linhagens no hipotalamo. Estudos futuros avaliando a
expressao e a sensibilidade do receptor 5-HT14 € ndo somente o seu RNAm nesta
area cerebral, deverdo ser realizados para investigar melhor este ponto.
Entretanto, no hipocampo, a outra area analisada neste estudo e que também
contem receptores 5-HTia pOs-sinapticos, a diferenca entre as linhagens foi
evidente. A linhagem LEW apresentou uma expressao génica 57% maior do
receptor 5-HT1a quando comparada a linhagem SHR.

Camundongos knockout 5-HT:a”, deficientes para este receptor,

apresentam um perfil considerado ansioso (Heisler et al., 1998; Parks et al., 1998;



Ramboz et al., 1998). Entretanto, no nosso estudo os ratos LEW, considerados os
mais ansiosos, apresentaram maior expressdo génica do receptor 5-HTia,
contrariando nossa expectativa inicial. Alguns pontos podem ser discutidos com o
intuito de tentar explicar este resultado aparentemente contraditério.

Os ratos LEW, quando testados em nosso laboratoério, apresentaram um
maior tempo de imobilidade no teste do nado forcado quando comparados aos
ratos SHR, ou seja, um perfil considerado “depressivo” (dados nao publicados).
Isto poderia sugerir que os niveis de serotonina na fenda sinaptica no hipocampo
dos animais LEW sdo mais baixos do que aqueles dos animais SHR causando,
assim, uma upregulation dos receptores 5-HT1a nos animais LEW numa tentativa
de amplificar a resposta (Rang et al., 2001). No entanto, estudos de binding no
hipocampo com o receptor 5-HT1a € 0 5-HTT tém mostrado que linhagens LEW e
SHR francesas nao apresentam diferencas, sugerindo que os niveis de serotonina
extracelular nelas sejam iguais (Kulikov et al., 1997) e, portanto ndo apoiando a
hip6tese acima mencionada. Porém, como estas popula¢des podem diferir das
populacées LEW/SHR brasileiras utilizadas aqui nos estudos de expresséo
génica, ndés deveremos realizar futuramente outros experimentos como, por
exemplo, estudos de binding com o receptor 5-HT14 e HPLC com a serotonina, no
hipocampo, para melhor esclarecer esta questao.

Em segundo lugar, diferencas interespecificas devem ser consideradas.
Vemos que a diferenca entre espécies (ratos/camundongos) parece ser marcante
em estudos relacionados ao receptor 5-HT1a. Como foi comentado anteriormente,
em ratos, agonistas deste receptor produzem um perfil ansiolitico, enquanto que

em camundongos o bloqueio seletivo destes receptores apresenta uma acéo



ansiolitica comparada aquela das benzodiazepinas (Griebel et al., 1999; 2000).
Além desta, existem outras evidéncias que sugerem que a farmacologia molecular
deste receptor € diferente entre estas duas espécies. Por exemplo, em
camundongos, a hipotermia induzida pelo agonista total 8-OH-DPAT € devida a
receptores 5-HT 4 pré-sinapticos, ou aqueles que inibem a liberagao de serotonina
nas areas de projecdo, enquanto que no rato este efeito pode ser mediado por
receptores 5-HTia pds-sindpticos, aqueles responsaveis pelo mecanismo de
transducao de sinal (Bill et al., 1991). Portanto, comparacdes entre o presente
estudo e estudos genéticos envolvendo camundongos knockout devem ser
interpretadas com cautela.

Um terceiro ponto que pode ser levantado para explicar os resultados
aparentemente contraditérios, € o fato de que pode ter-se originado um
mecanismo compensatério de outro sistema ao longo do desenvolvimento dos
camundongos knockout 5-HTa”, para contrabalancar a falta dos receptores 5-
HTia. Sabe-se que é grande a relacdo do sistema serotoninérgico com outros
sistemas neuroquimicos, como por exemplo, o sistema NPY-érgico. Por exemplo,
0os camundongos knockout para o receptor Y1 apresentam reducdo na
“agressividade” de uma maneira dose-dependente quando injetados com 8-OH-
DPAT, um agonista do receptor 5-HTia. Estes camundongos Y17 também
apresentam elevado consumo de etanol (Thiele et al., 1998), sugerindo que uma
eventual participacdo dos receptores 5-HTia na auto-administracdo de etanol
possa ser modulada pelo sistema NPY-érgico. Parece que a serotonina pode
regular a liberacao de NPY no hipotalamo (Sawchenko et al., 1983; Williams et al.,

2001) e na amigdala (Smialowska et al., 2001) e terminais nervosos contendo 5-



HT atuam sobre as células sintetizadoras de NPY (Guy et al., 1988). Além disso, a
administracao de fluoxetina e fenfluramina reduz os niveis de NPY no NPV e em
outras areas do hipotalamo (Rodgers et al., 1991; Dube et al., 1992; Dryden et al.,
1994a) enquanto que o agonista do receptor 5-HTa (flesinoxan) aumenta os
niveis de NPY no PVN e no NAR quando injetado agudamente (Dryden et al.,
1994b). No presente estudo, a linhagem LEW apresentou uma expressao génica
do receptor 5-HT1a maior do que a linhagem SHR, sendo que a linhagem LEW
consumiu significativamente maiores quantidades de etanol do que a linhagem
SHR. Para melhor esclarecer estes pontos, estudos avaliando a sensibilidade do
receptor 5-HT1a a drogas agonistas e antagonistas nas linhagens LEW e SHR
brasileiras e a relagdo deste sistema com outros, como o NPY-érgico, serédo
futuramente realizados.

Finalmente, é essencial reconhecermos que o papel da 5-HT na modulacéo
da ansiedade e da depressdao é extremamente complexo, o que faz com que
estudos experimentais em modelos animais produzam resultados muitas vezes
contraditérios ou de dificil interpretacdo. Por exemplo, quando drogas que atuam
no receptor 5-HT14 s&o utilizadas em testes comportamentais de “ansiedade”, os
resultados apresentam uma grande variagcdo, com 0S mesmos compostos
algumas vezes exibindo efeito ansiolitico, outras falta de efeito, ou até mesmo

efeito ansiogénico (De Vry, 1994; Griebel et al., 2000).
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6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo mostraram que as linhagens LEW e SHR,
que compdem um dos modelos genéticos aqui utilizados, continuaram
apresentando diferengas relacionadas a ansiedade no teste da CBP na fase
escura do ciclo circadiano e no reteste do LCE. Isto sugere que as diferencas
entre estas linhagens sédo robustas e ndo fase-dependente e que o teste e o
reteste no LCE devem apresentar componentes emocionais e psicolégicos
comuns.

Noés também mostramos dois fatores ambientais de laboratério que tem
influéncia nos resultados dos testes comportamentais, com algumas destas
influéncias sendo gendtipo-dependente. Ao nosso conhecimento, este foi o
primeiro estudo que relatou a influéncia da posicdo das gaiolas e do estado
comportamental anterior ao teste nas comparagbes comportamentais entre
linhagens de roedores. Estes achados sao importantes para estudos que almejam
comparar animais com diferentes gendétipos, mas também tem um impacto
potencial em outros tipos de experimentos neurobiolégicos. Estudos adicionais
deveriam tentar identificar as causas destes efeitos ambientais, para investigar o
seu impacto na expressao de genes e para propor mudangas nos procedimentos
anteriores ao teste, que poderiam minimizar ou até mesmo abolir os efeitos destas
variaveis ambientais. Enquanto isso, um esforco no sentido de equilibrar estes
efeitos entre diferentes grupos ou tratamentos seria aconselhavel. Estes
resultados mostraram ainda que, apesar da robustez do modelo LEW/SHR,

diferencas genéticas de emocionalidade podem depender de alguns detalhes do



ambiente de laboratério. Por exemplo, ratos SHR, normalmente menos “ansiosos”
do que ratos LEW se igualam a estes quando alojados em gaiolas baixas ou
quando testados logo ap6s um periodo de repouso.

No terceiro bloco experimental, n6s demonstramos que as linhagens
consideradas as mais “ansiosas” nos nossos modelos genéticos foram as que
consumiram maiores quantidades de etanol quando este foi oferecido em livre
escolha. Isto sugere uma correlagdo positiva entre indices experimentais de
“ansiedade” e “alcoolismo”, porém, estudos futuros com populacdes segregantes
destas quatro linhagens deverao avaliar melhor este ponto. Como este resultado
foi contrario ao encontrado em estudos prévios, nés sugerimos que a importancia
do protocolo empregado, principalmente da gaiola onde sao realizados os testes,
€ um fator ambiental a ser considerado em estudos futuros de auto-administragéo.
Finalmente, no quarto bloco experimental, nossos resultados reforcam uma
correlacdo entre menores niveis de expressao génica de NPY no hipocampo,
maior ansiedade/emocionalidade e maior consumo de etanol no nosso modelo
genético. Nossos resultados também sugerem a serotonina, como possivel
participante dos comportamentos relacionados a ansiedade e ao consumo de
etanol, talvez através de uma interacdo com o NPY. Porém, estudos adicionais
para se investigar os niveis de proteina do receptor 5-HTa e a sua funcionalidade

nas duas linhagens serao necessarios.
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Anexo 1- QTL identificado por Ramos et al. (1999) para locomogao central no
campo aberto (a esquerda). Regidao gendmica correspondente a este QTL no
cromossomo 4 do rato (a direita) que serviu de base para a escolha de dois genes

candidatos avaliados neste estudo (NPY e Grin2b).
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Anexo 2- Processo de origem das linhagens Floripa H e L. Linhagem A=
Wistar, linhagem B= Hooded, linhagem C= Lewis.
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Anexo 3- Processo de selecado das linhagens Floripa H e L. Cinco casais séo
selecionados a cada geracao.



