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RESUMO

Os transtornos de ansiedade sdo altamente prevalentes, estimando-se que mais de 12% da
populacdo ira ser afetada por algum transtorno de ansiedade ao longo da vida. AgregacOes
familiares foram documentadas para todos os principais transtornos de ansiedade, sendo os
fatores genéticos os principais responsaveis por estas agregacdes. Um intercruzamento entre as
linhagens isogénicas de ratos Lewis (LEW) e espontaneamente hipertensos (SHR), contrastantes
em comportamentos relacionados a emocionaidade, possibilitou a identificacdo de um QTL
(Quantitative Trait Locus) no cromossomo 4 chamado Ofill, com influéncia na locomoc&o
central do campo aberto, um indice experimental de ansiedade (Ramos et a, 1999). Desde 2005,
a construgdo de uma linhagem congénica, a partir de uma dinamica de cruzamentos entre a
linhagem LEW (doadora) e SHR (receptora), esta sendo reaizada para refinar o estudo do locus
Ofil1. O presente trabalho teve como objetivo finadlizar a construcdo de uma linhagem de rato
congénica para o locus Ofil1, a partir da geracdo N8, com o intuito de confirmar o envolvimento
desta regid com comportamentos relacionados a ansiedade, utilizando-se os testes
comportamentais do campo aberto (CA) e da caixa branca e preta (CBP), e ab mesmo tempo
delimitar fisicamente aregido anaisada, facilitando assim uma futura busca por genes candidatos
para este fenétipo. A genotipagem dos animais foi readizada utilizando-se os marcadores
moleculares microssatélites D4AMgh6, D4Rat76, D4AMghll e D4Rat59 (este ultimo utilizado
apenas na geracao N10 “homozigota’), localizados na regido do Ofil1l. Os animais heterozigotos
LEW-SHR e homozigotos SHR-SHR (controles) das geracoes N8, N9 e N10 para os trés
marcadores, bem como os homozigotos da geracdo N10 “homozigota’ para 0 marcador D4Mgh6
e os controles LEW e SHR puros, foram testados no CA e na CBP, e os resultados anaisados
utilizando a ANOVA de duas vias (sexo e gendtipo). O resultado esperado foi encontrado apenas
para 0 tempo gasto no centro do CA pelos N10 “homozigotos’, para o tempo gasto no
compartimento branco da CBP pelos animais da geracdo N8 e para o nimero de transi¢les entre
os compartimentos da CBP pelas fémeas da geracdo N9. A presenca de poucos resultados no
sentido esperado provavelmente se deve a um efeito aditivo pequeno dos aelos LEW nas
geracOes heterozigotas e/ou a heterogeneidade dos animais testados na N10 “homozigota’ em

relacdo aos demais marcadores. Pode-se ainda considerar uma perda, ao longo da construcéo



desta linhagem, da regid do Ofill responsiavel pelos fendtipos observados por Ramos e
colaboradores (1999), apesar da peguena probabilidade deste evento. Em conclusdo, os resultados
deste trabalho devem apenas servir como uma prévia do perfil comportamental que podera ser
observado a0 analisarmos animais homozigotos LEW para toda a regido do Ofill, sendo o
término da construgdo da linhagem congénica aqui proposta necessario para uma avaliacéo

adequada dos efeitos do locus Ofil 1 sobre os comportamentos rel acionados a ansiedade em ratos.

Palavr as-chave: Ansiedade, emocionalidade, comportamento, ratos LEW e SHR, linhagens
congénicas, cromossomo 4 do rato.
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1. INTRODUCAO

A ansiedade € um estado que se desenvolve em antecipagdo a uma ameaga ou
perigo e que gjuda na adaptacdo do organismo ao seu meio, promovendo a vigilia e facilitando
comportamentos de fuga, sendo, em sua forma normal, parte das experiéncias emocionas
humanas (GROSS; HEN, 2004). Ao mesmo tempo em que pode ser protetora, a ansiedade
excessiva pode ser desabilitante para o individuo, ocasionando diversos sintomas fisicos e
psicologicos (GORDON; HEN, 2004), caracterizando um quadro de ansiedade patologica. Os
transtornos de ansiedade sdo altamente prevalentes, correspondendo a cerca de 25% dos
transtornos psiquiatricos diagnosticados (GRIEZ et al., 2001), e se encontram associados a um
consideravel niUmero de outros quadros (SOMERS et d., 2006), tais como enxagueca (BASKIN;
SMITHERMAN, 2009), doengas auto-imunes da tiredide (CARTA et d., 2004) e, sobretudo, a
depressdo (MALSEN; OLIVIER; KAS, 2008). Além disso, individuos portadores de transtornos
de ansiedade tendem a ter uma diminuicdo da qualidade de vida e uma érie de impedimentos
funcionais (RAPAPORT et al., 2005). Sabe-se que tanto os tragos normais de ansiedade quanto
os transtornos de ansiedade sdo influenciados pela interagdo complexa entre fatores genéticos e
ambientais (LESCH, 2001).

1.1 O Uso do Rato Como M odelo Compor tamental

O rato de laboratorio (Rattus norvegicus) foi a primeira espécie de mamifero
“domesticadd’ para 0 uso na pesquisa, e vem sendo utilizado em estudos cientificos ha mais de
150 anos, tornando-se 0 modelo animal mais amplamente estudado na pesguisa biomédica
(JACOB, 1999). Devido a0 seu tamanho, a facil manipulago e a outras caracteristicas referentes
a sua criagdo, tem sido o modelo anima escolhido em diversas areas da pesquisa, tais como a
bioguimica, a neurobiologia, 0 comportamento, a fisiologia e a farmacologia (AITMAN et a.,
2008; JACOB, 1999). Alguns aspectos clinicos envolvidos em uma série de doencas séo melhor

“mimetizados’ pelo rato do que pelo camundongo, particularmente em doengas
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neurodegenerativas e transtornos que afetam funcdes cerebrais complexas, como esquizofrenia,
ansiedade, depresséo e adicdo (SMITS; CUPPEN, 2006).

Modelos animais tém sido utilizados como ferramenta de rastreamento na
procura de compostos com potencial terapéutico e como simulagdo na pesquisa sobre os
mecanismos envolvidos nos comportamentos emocionais (RODGERS et a., 1997). Os mais
diversos fendtipos psiquiétricos tem sido estudados através deste modelo, como o transtorno do
déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) (HOWELLS; BINDEWALD; RUSSELL, 2009), a
dependéncia a drogas (FELTENSTEIN; DO; SEE, 2009), a depresséo (TIZABI et d., 2009),
entre outros. Na auséncia de medidas objetivas e diretas da emocionaidade em animais, por se
tratar de um conceito que envolve componentes subjetivos, os pesquisadores tendem a inferir o
estado emocional do animal a partir de manifestagfes que possam ser medidas, tais como suas
respostas  comportamentais e fisiologicas (RAMOS;, MORMEDE, 1998). Algumas destas
manifestacOes apresentadas pelos ratos em diferentes testes comportamentais permitem
estabelecer um paralelo, mesmo que limitado, com a ansiedade ndo patolégica em humanos, o
que faz deste animal um bom modelo para estudos comportamentais relacionados a ansiedade.
Apesar disso, ndo € possivel afirmar que um determinado animal seja ou esteja “ansioso”, uma
vez que a ansiedade é uma emocao tipicamente humana. Portanto, neste trabalho, quando nos
referirmos a um animal como mais “ansioso” ou menos “ansioso”, estaremos nos referindo a
maior ou menor observacdo, durante os testes comportamentais, de determinados fenétipos que
tém sido usados na literatura como indices experimentais de ansiedade (e que possivelmente
também possuem fungdes e mecanismos comuns), e Ndo a emogao humana propriamente dita.

Nos ultimos anos, o0 rato, que até entdo era visto principamente como um
modelo para estudos fisiologicos, vem sendo cada vez mais utilizado como modelo genético.
Juntamente com estudos “mecanicistas’, o desenvolvimento de estratégias genéticas que
correlacionem os par@metros bioldgicos estudados no rato com 0 seu genoma, recentemente
sequienciado, permitira melhor traduzir os resultados experimentais obtidos com o rato para o ser
humano, através da gendmica comparativa, 0 que devera acelerar a melhoria dos cuidados de
salide e 0 avanco das pesquisas biomédicas (LAZAR et a., 2005).

ApOs o0 desenvolvimento da primeira linhagem isogénica (composta por
individuos geneticamente idénticos) de ratos, por King em 1909, mais de quinhentas linhagens

isogénicas (ou inbred) foram desenvolvidas e estudadas em relacdo a diversos fenotipos
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bioguimicos e fisioldgicos, constituindo modelos de diferentes doengas (AITMAN et a., 2008),
tais como encefalomielite auto-imune (STEFFERL et al., 1999), diabetes (SHINOHARA et d.,
2000), artrite (TRENTHAM; TOWNES; KANG, 1977) e doengas cardiovasculares
(KODAVANTI et al., 2000). Ao perceber o potencial do rato como modelo para o entendimento
da biologia bésica e dos processos de salide e doengca em humanos, os US National Institutes of
Hedth (NIH) lancaram o Projeto Genoma do Rato em 1995, que, em conjunto com projetos
langados posteriormente, produziu uma variedade de recursos gendémicos basicos e forneceu
poderosas ferramentas que facilitaram o estudo comparativo entre modelos animais e humanos.
Em 1999, o US Nationa Heart, Lung and Blood Institute (NHLBI) promoveu um encontro que
tinha como tematica o uso do rato como modelo animal, no qual se reconheceu a necessidade de
fundar uma base de dados que reunisse informacdes acerca do genoma do rato, posteriormente
denominada Rat Genome Database (RGD) (AITMAN et al., 2008). O RGD constitui um
importante recurso para 0s pesquisadores que utilizam o rato como modelo genético, coletando,
consolidando e integrando as informagOes geradas em pesguisas genéticas e gendémicas sobre o
rato, e as disponibilizando para a comunidade cientifica. Dentre os diferentes recursos
disponiveis nesta base de dados, € possivel pesquisar os QTL (quantitative trait loci, ou loci para
caracteristicas quantitativas) e genes ja identificados para os mais diversos fendtipos, dém de
realizar comparagOes entre regifes homologas entre ratos, camundongos e humanos.

Duas linhagens podem diferir ou até mesmo ser contrastantes em relagéo a
expressdo de um determinado fenétipo. Quando submetidas & mesmas condi¢cdes ambientais,
pode-se dizer que as diferencas médias encontradas entre estas linhagens sdo de origem genética.
As linhagens Roman High-(RHA) e Low-(RLA) Avoidance, contrastantes em relagdo ao
comportamento de esquiva (BIGNAMI, 1965), e as linhagens Floripa H e L (RAMOS et 4d.,
2003), que diferem em relacdo a locomogdo na area central do teste do campo aberto (CA), séo
exemplos de linhagens contrastantes em relagdo a um fendtipo comportamental. Através de uma
bateria de testes comportamentais utilizando seis linhagens isogénicas de rato, Ramos e
colaboradores (1997) encontraram que as linhagens Lewis (LEW) e Spontaneously Hypertensive
Rats (SHR) sdo contrastantes em relacdo a diversos comportamentos interpretados como indices
experimentals de ansiedade, uma vez que tais comportamentos responderam ao tratamento com
drogas ansioliticas. No trabalho mencionado, os animais da linhagem SHR mostraram maior

aproximagdo aos estimulos aversivos de diversos testes em relacdo aos da linhagem LEW, que
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exibiram um perfil mais “ansioso”. Esse contraste foi posteriormente atribuido a fatores
genéticos, através de um estudo feito com o intercruzamento de animais das duas linhagens,
nascidos, criados e testados simultaneamente, sob as mesmas condi¢cbes ambientais, e sendo
demonstrada a auséncia de efeitos maternos e das avos nos comportamentos avaliados (RAMOS
etal., 1998).

1.2 A Identificagdo do QTL Ofill

Existem evidéncias bastante convincentes de que a ansiedade e outros
transtornos relacionados sejam influenciados por fatores ambientais e genéticos, sendo estes
atamente complexos, poligénicos e epigtéticos (LESCH, 2001). Agregacdes familiares foram
documentadas para todos os principais transtornos de ansiedade, com estudos comparativos entre
gémeos monozigoticos e dizigbticos gpontando os fatores genéticos como 0s principas
responsaveis por estas agregacoes, acompanhados por uma influéncia do ambiente compartilhado
ndo téo significativa (HETTEMA; NEALE; KENDLER, 2001).

QTL podem ser definidos como regides ao longo do genoma contendo genes
capazes de influenciar determinadas caracteristicas quantitativas, que variam de maneira continua
na populag&o, como o peso e a atura, por exemplo. A andlise de QTL é freqUentemente utilizada
na identificagdo de regiBes envolvidas em caracteristicas comportamentais complexas
(LANDER; SCHORK, 1994). QTL foram descritos em ratos para diversos fendtipos, tais como o
peso do figado (SEDA et a., 2005), resisténcia atumores mamarios (SAMUELSON et a ., 2003),
niveis de proteina na urina (GARRETT; JOE; YERGA-WOOLWINE, 2006) e pressdo arterial
sistdlica (SHIOZAWA et d., 2000). QTL também ja foram descritos em ratos para fenotipos
comportamentais, como o consumo de dcool (BICE et a., 1998) e adepresséo (SOLBERG et d.,
2004), por exemplo.

O primeiro QTL descrito para a emocionadidade em ratos foi mapeado e
identificado por Ramos e colaboradores (1999), utilizando uma geracdo F2 (populacéo
segregante) proveniente de um intercruzamento entre as linhagens isogénicas de ratos LEW e

SHR. O QTL em questéo est4 locaizado no cromossomo 4 e tem uma forte influéncia na
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locomocao central no teste do CA (um indice experimental de ansiedade), sendo ento chamado
de Ofill (open field inner locomotion 1). O locus Ofill é atualmente denominado pelo Rat
Genome Database (MEDICAL COLLEGE OF WISCONSIN, 2008) Anxiety related response
QTL 16, ou Anxrr16. A partir de uma busca realizadano RGD em setembro de 2009, foi possivel
locdlizar vinte e seis QTL, incluindo o Anxrrl6, ja identificados no genoma do rato para
comportamentos relacionados a ansiedade, e que se encontram distribuidos em diferentes
cromossomos (1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8, 10, 15, 18 e 19). Dentre os QTL localizados, 0 Anxrrl6 possui
0 segundo maior lod score (7.22), teste estatistico que permite estimar a ligagdo entre

determinadas caracteristicas e marcadores moleculares.

1.3 Linhagens Congénicas e o Refinamento da Regido do Ofil1

Em estudos que visam identificar QTL, é comum a utilizacdo de geracdes
segregantes (F2 ou retrocruzamentos) oriundas de duas linhagens isogénicas contrastantes em
relacdo a algum fendtipo escolhido. Os métodos classicos para a identificacdo de QTL,
envolvendo fenotipagem e genotipagem de populagtes segregantes, tém um baixo poder de
resolucéo e acabam por mapear loci que correspondem a regides cromossomicas muito extensas.
Logo, apds andises iniciais de QTL, s80 necessdrias outras estratégias para se refinar o mgpa do
locus em estudo. A construcdo de uma linhagem congénica permite, através de retrocruzamentos
(cruzamentos realizados entre os descendentes de cada geracdo com uma das linhagens
parentais), que um QTL proveniente de uma das linhagens parentais esteja presente em um
genoma quase que inteiramente constituido por materia genético da outra linhagem parental.

Diversos estudos tém utilizado linhagens congénicas para andisar a influéncia
de determinado locus em um fendtipo de interesse, como, por exemplo, a hipertensdo (SAAD et
a., 2007), a sindrome cardio-metabdlica (WALLIS et d., 2008) e a funcdo rena (GARRETT et
a., 2007), e, em relacdo afendtipos comportamentais, 0 consumo de alcool (CARR et a., 2006) e
o transtorno do déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) (KAMIMURA et d., 2001). A
construgdo dessas linhagens inicia com o cruzamento entre duas linhagens parentais contrastantes

para um dado fenétipo, sendo uma das linhagens a doadora do locus de interesse e a outra a
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receptora, gerando uma geragéo F1. Em seguida, realizam-se sucessivos retrocruzamentos destes
animais com a linhagem parental receptora, selecionando-se ab longo das geracbes animais
heterozigotos que possuam a regido de interesse (também chamada de locus diferencid) da
linhagem doadora para serem novamente retrocruzados. Cada geracdo originada por
retrocruzamento em uma linhagem congénica € simbolizada pelo nimero da geracéo (em relagéo
as linhagens parentais) precedido daletraN.

Durante a construcdo de uma linhagem congénica, 0s retrocruzamentos séo
repetidos por a0 menos dez geragdes (ARMSTRONG; VOGEL; HAWKES, 2005) o que leva
cercade trés a quatro anos. Apoés cada retrocruzamento, ocorre a perda de aproximadamente 50%
do material genético da linhagem doadora, ficando o genoma da linhagem em desenvolvimento
cada vez mais semelhante ao da linhagem receptora, exceto pelo locus de interesse, proveniente
dalinhagem doadora. A porcentagem do genoma proveniente da linhagem receptora ao longo das
geracOes edtdilustrada na Figura 1. Apds a décima geracdo, individuos heterozigotos para o locus
de interesse s&o intercruzados, sendo cerca de um quarto da prole gerada homozigota para a
regido de interesse. Estes animais constituirdo a linhagem congénica para este locus. A partir
disso é possivel redizar comparacGes rigorosas entre dois grupos de animais praticamente
idénticos genotipicamente, exceto pela regido do locus diferencia (a linhagem congénica e a

linhagem receptora), atribuindo-se a essaregido as diferengas fenotipicas encontradas.

GENOMA AO LONGO DOS RETROCRUZAMENTOS

Receptor %
P 100
F1 50
N2 75
N3 87,5
N4 93,8
N5 96,9
N6 98,45
N7 99,2
N8 99,6
N9 99.8
anorstory | N10 99.9

Figura 1 - Porcentagem do genoma proveniente da linhagem receptora ao longo do desenvolvimento de uma
linhagem congénica (Jackson Laboratory).
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A utilizacdo da linhagem congénica aqui proposta, ainda inédita no estudo da
reatividade emociona das linhagens LEW e SHR, permitirA um melhor entendimento dos
mecani smos genéticos envolvidos nos comportamentos emocionais relacionados principa mente

aansiedade.

1.4 Hipétese

Sendo aregido do Ofil1, no cromossomo 4 do rato, uma das responsave's pelos
comportamentos relacionados a ansiedade, com a presenca de adelos LEW nesta regido
aumentando a locomocgéo central no teste do CA, espera-se que ao construirmos um animal de
background genético do tipo SHR, mas com aelos LEW na regido do Ofill, esses exibam um
comportamento ainda menos “ansioso” do que animais SHR puros. Desta forma, queremos testar
as seguintes hipéteses: a) haver4 uma manutencéo do efeito dos aelos LEW no locus Ofill ao
longo das geragdes analisadas (N8, N9, N10 e N10 homozigota), tendo 0s animais congénicos
escores mais altos para a medida de locomocé&o central do CA do gque os animais SHR puros; b)
por ter efeito sobre comportamentos relacionados a ansiedade, os genes do locus Ofil1 estariam
também atuando em comportamentos exibidos em outro teste comportamental relacionado a
ansiedade, a caixa branca e preta (CBP), na qual algumas medidas, assim como a locomog&o

central no teste do CA, respondem ao tratamento com benzodiazepinas (CRAWLEY/, 1981).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Este estudo teve como objetivo construir uma linhagem de rato congénica para
o locus Ofill, localizado no cromossomo 4, a partir das linhagens LEW (doadora) e SHR
(receptora). O desenvolvimento desta linhagem tem como finalidade a confirmagéo do
envolvimento desta regido com comportamentos relacionados a ansiedade, como proposto por
Ramos em 1999, e a0 mesmo tempo delimitar fisicamente a regido andisada, facilitando assim

uma futura busca por genes candidatos para este fenétipo.

2.2 Objetivos Especificos

Continuar o desenvolvimento de uma linhagem congénica para o locus Ofil1, participando
nas etgpas relativas as geragdes N8, N9, N10 e N10 homozigota;

Extrair DNA e posteriormente realizar a amplificaco daregido de interesse através da reagéo
em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os marcadores moleculares D4Rat76, D4Mgh6,
D4Mghl1 e, no caso da geracdo N10 homozigota, 0 D4Rat59;

Redlizar a genotipagem dos produtos de PCR relativos aos animais das geragdes N8, N9, N10
e N10 homozigota, selecionando a cada geracdo 0s animais com o0 genotipo de interesse para
gue sejam avaliados nos testes comportamentals e posteriormente promover novos
cruzamentos, originando a geragaéo seguinte;

Redlizar os testes comportamentais do CA e da CBP a fim de verificar o fenttipo exibido
pelos animais na presenca de alelos LEW na regido do Ofill, tanto em heterozigoze (durante
a construgdo da linhagem congénica) quanto em homozigoze (com 0s animais congénicos
propriamente ditos).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Para produzir esta linhagem congénica foram utilizados animais das linhagens
LEW e SHR, provenientes de colbnias i sogénicas mantidas ha mais de vinte geragdes, através de
acasalamentos consangiineos (irmao/irmd), no Laboratério de Genética do Comportamento,
pertencente a0 Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética da Universidade
Federa de Santa Catarina. Para a fundag&o destas colonias, animais da linhagem SHR foram
obtidos a partir da Universidade Federal do Espirito Santo, que por sua vez os obteve da
Universidade Estadual Paulista, na cidade de Botucatu/SP, sendo esta linhagem originaria da
Universidade de Harvard (Boston, MA). Ja a linhagem LEW ¢€ origin&ria da Harlan Spreague
Dowley Inc. (Indiangpolis, IN) e foi obtida a partir da Universidade Estadua de Campinas/SP.
Todos os animais nascidos ao longo do desenvolvimento da linhagem congénica agqui descrita
foram desmamados e separados das mées com 28 dias de idade, sendo mantidos em gaiolas de
polipropileno contendo um total de cinco individuos, com &gua e comida disponiveis ad libitum,
em um biotério com ciclo claro/escuro de 12:12h (luzes acesas as 07:00h) e temperatura mantida
a 22 + 2°C. Os animais foram utilizados de acordo com as orientagdes do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e do General Guidelines for the Use of Animals in Scientific
Research - National Ingitutes of Health (NIH/USA). Além disso, o projeto foi gprovado pela
Comissio de Eticano Uso de Animais CEUA/UFSC, de niimero 109/07 — CEUA PRPe.

3.2 Construcao dos Animais Congénicos

A construgdo dos animais congénicos comegou em 2005, antes do inicio do
estégio de iniciacdo cientifica que originou este trabalho de conclusdo de curso, sendo parte do

projeto da doutoranda Elayne Pereira, do programa de pds-graduacdo em Farmacologia desta



17

mesma universidade. Mesmo tendo sido concluidas antes do inicio deste estagio, as etapas
envolvidas no inicio da construcdo destes animais estdo aqui descritas para possibilitar um
melhor entendimento do processo. Este trabalho de concluséo de curso abrangeu as quatro
Ultimas geracOes desenvolvidas: N8, N9, N10 e N10 homozigota.

A primeira etapa da producdo foi o cruzamento de fémeas provenientes da
linhagem LEW (doadora) com machos da linhagem SHR (receptora), gerando uma F1 hibrida
que foi ent&o retrocruzada com a linhagem receptora SHR, dando origem a geragéo N2. A partir
da N2, foram retrocruzados com a linhagem receptora SHR somente os animais heterozigotos
para aregido de interesse (Ofil1), o que foi verificado através da genotipagem para os marcadores
moleculares D4Rat76, DAMgh6 e D4Mghll, locdizados ao longo deste QTL. Como ja
mencionado, 0S sucessivos retrocruzamentos entre a linhagem receptora e os animais
selecionados resultam na crescente eliminacéo do genoma da linhagem doadora (LEW), exceto
pela regido do locus diferencial (Ofill). Na geragdo N10, os animais heterozigotos para o locus
Ofil1 foram ent&o cruzados entre si, a fim de se obter a geragdo N10 homozigota: animais com o
background genético da linhagem receptora (SHR) e que possuissem apenas aregido de Ofil1 em
homozigose, proveniente da linhagem doadora (LEW). Os animais da geracdo N10 homozigota
foram também genotipados, utilizando-se os marcadores D4Rat76, DAMgh6 e D4Rat59 (em
substituicdo ao D4AMghll por questdes metodoldgicas), a fim de se selecionar os individuos
homozigotos LEW na regido do Ofil1l. A Figura 2 ilustra os sucessivos cruzamentos realizados

entre as linhagens utilizadas para a producdo dalinhagem congénica desenvolvida.

3.3 Genotipagem

Todos os animais das geracbes N8, N9, N10 e N10 homozigota foram
genotipados. O DNA utilizado foi extraido das células de um pegueno fragmento da por¢do distal
da cauda (com cerca de 5 mm de comprimento), seccionado por volta de quatro semanas de vida.
Para a extragdo deste DNA foi utilizado o kit comercia DirectPCR Lysis Reagent (tail) (Viagem
Biotech Inc.), conforme especificagdes do fabricante. O DNA extraido foi submetido a reagdo em

cadeia da polimerase (PCR), utilizando-se primers para cada um dos trés marcadores moleculares



18

polimorficos: D4Rat76, DAMgh6 e D4Mghll (Invitrogen do Brasil, S8o Paulo), e no caso da
N10 homozigota, o marcador D4Mghll foi substituido pelo marcador D4Rat59, todos ja
utilizados naidentificagdo do Ofil1 por Ramoset d. (1999). Os marcadores D4AMghll e D4Rat76
flanqueiam a regido do locus Ofil1, enquanto D4Mgh6 se localiza no pico deste QTL, conforme
ilustrado na Figura 3, e 0 marcador D4Rat59 situa-se entre os marcadores D4AMgh6 e D4AMgh11.

As seguiéncias dos primer s para os marcadores utilizados estéo ilustrados na Tabela 1.

LEWW SHR
R4
F1 Hibrida EHR

,ﬁﬂTme

Ganotipicas
50% 25%,

e

Linhagem Congénlea

{LE'N =LEVY prara wonir b
f=—t-CrdFiul T4
CLEW _EW)

N1IIJ
DdMEhe
CARmS2-] ) pwiew;
(L=mLE'WI

FEHOTIPAGEM

Figura 2 — Desenho esquematico da dindmica dos cruzamentos realizados durante a construcédo da linhagem
congénica. As regides cromossdmicas representadas em cinza sereferem a regides do cromossomo 4 nas quais
ndo houve um controle genotipico e que podem ainda possuir alguns alelos LEW devido a possiveis
recombinacdes.
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Tabdal - Seqliénciasforward ereverse dos primers para os mar cadores molecular es utilizados.

M ar cador Forward Reverse

D4Rat76 GTTAAGGAACCATGGGCTGA GTATGTTTCCTTCCTGCCCC

D4AMgh6 | GGGTCTTGTAGCATTTTTTAAAGC | AGAACCAACTCCTAAACTCCTGC

D4Rat59 GCGGAATGATAGTTACTACGGC GCAGTGTGTTTGGGGTAGCT

D4Mghll | CTCAACGAACAGGTTTCATTATG | AGAAGGGATGACAATTGGTACG

A solucdo submetida a PCR continha 0,4 ul de DNA genémico, 4,6 ul de agua
deionizada, 5 pl (66 uM) de cada mix de primers e 0,076 pl (0,038 unidades) de Taq polimerase
(Promega, Charbonniére, Franca), em 10 ul de tampdo Promega Green Gotac, totalizando 20 pl.
A amplificacdo foi realizada utilizando micro-placas, no termociclador Px2 Thermo Cycler
(Hybaid — EUA), com a seguinte programacéo: (i) um ciclo a 96 °C por 5'; (ii) trinta e cinco
ciclosde 92 °C por 30"’, 58 °C por 1' e 72 °C por 31'’; e (iii) um cicloa 72 °C por 2'.

T OUpb

®  D4RaiE (~85 Mph)

I DM gHE (~135 Mphj)
D4R &t (~150 Mph)

I Datdghl1 {~171 Mphj
187 Mpb

Figura 3 — Representacéo do cromossomo 4 do rato, com a localizagdo aproximada dos quatro marcadores
moleculares utilizados.
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Por fim, os produtos da PCR foram submetidos a el etroforese em gel de agarose
a 3 % contendo brometo de etidio. As bandas resultantes, formadas pelos aelos de tamanhos ja
conhecidos para 0s quatro marcadores, foram visualizadas com o auxilio do transluminador (luz
ultravioleta) e as amostras foram genotipadas, sendo agumas também fotodocumentadas.
Considerando o polimorfismo dos marcadores molecul ares utilizados entre as linhagens LEW e
SHR, aidentificagcdo dos fragmentos gerados pela PCR foi feita analisando-se a disposicéo das
bandas resultantes da eletroforese no gel de agarose. Por exemplo, o marcador D4Rat76 possui
em torno de 176 pb nalinhagem LEW, enquanto na linhagem SHR possui aproximadamente 200
pb (tamanho aproximado dos fragmentos em cada uma das linhagens disponivel no Rat Genome
Database), sendo entéo possivel identificar animais homozigotos SHR (apenas umabanda “alta’)
e heterozigotos LEW-SHR (duas bandas).

3.4 Testes Comportamentais

Apds a genotipagem de cada geracéo, com entre 10 e 12 semanas de vida, 0s
animais das geracbes N8, N9 e N10 de gendtipos homozigoto (SHR/SHR) e heterozigoto
(SHR/LEW) para os trés marcadores moleculares analisados foram submetidos a dois testes
comportamentais que fornecem medidas relacionadas a ansiedade, o CA e a CBP, de modo a
verificar diferencas comportamentais entre os dois gendtipos, observando-se assim a influéncia
do Ofil1 sobre a emocionaidade em ratos. Na geragdo N10 homozigota, os animais homozigotos
LEW apenas para 0 marcador D4Mgh6, juntamente com controles SHR puros e LEW puros,

foram submetidos aps mesmos testes.

3.4.1 Teste do Campo Aberto

O teste do CA, desenvolvido em 1934 por Calvin Hall (WEISS, GREENBERG,

1998), é considerado um teste cléssico para medidas de emocionalidade em roedores. O aparato,
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ilustrado na Figura 4, consiste em uma arena de paredes e fundo brancos, medindo 1,0x 1,0 me
com 40 cm de atura. O fundo do aparato é dividido em vinte e cinco quadrados de 20 x 20 cm
delimitados por linhas pretas, sendo os quadrados adjacentes as paredes considerados a regido
periférica do aparato, e 0s demais pertencentes a regido central. No teste, 0 animal é posicionado
no centro do gparato e sua locomogdo (nimero de quadrados cruzados por ele), defecacéo e
tempo gasto na regido central séo quantificados durante cinco minutos. A iluminacdo da sala de
testes erade 10 lux. Considera-se mais “ans0so” 0 animal que permanece amaior parte do tempo
naregido periférica, apresentando uma baixa exploracéo daregido central.

Figura 4 — Teste do campo aberto.

3.4.2 Teste da Caixa Branca e Preta

No teste da CBP utilizaese um gparato composto por dois compartimentos
separados por uma parede, um branco fortemente iluminado, medindo 27 x 27 cm, cujo chao é
dividido em 9 quadrados (9 x 9 cm), e outro preto com iluminagdo por lampada vermelha,

medindo 27 x 18 cm, cujo chdo é dividido em 6 quadrados (9 x 9 cm), ambos cercados por
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paredes de 27 cm de atura, conforme ilustrado na Figura 5. A parede que divide os dois
compartimentos possui uma pequena abertura de 7 x 7 cm no centro. Neste teste, cada rato é
inicialmente posicionado no compartimento branco e monitorado por cinco minutos, observando-
Se 0s seguintes comportamentos: laténcia inicial de saida do compartimento branco, locomogdo
no compartimento branco e no preto, tempo no compartimento branco e no preto, defecagdo no
compartimento branco e no preto, e transi¢des do compartimento branco para o preto. Um baixo
nivel de exploragcdo do compartimento branco, assim como um pegueno nimero de transicdes
entre os compartimentos, revelam um alto nivel de“ansiedade’ do animal (CRAWLEY, 1981).

Figura5—Testeda caixa branca e preta.

3.5 Andlise Estatistica

Como o principa objetivo deste estudo foi avaliar diferencas entre os animais
que apresentam o gendtipo LEW-SHR ou SHR-SHR para o locus Ofil1 durante as geragdes N8,
N9 e N10, e na N10 homozigota entre os gen6tipos dos animais congénicos propriamente ditos
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(background SHR com LEW-LEW no locus Ofil1) e as linhagens parentais LEW e SHR purss,
0s resultados foram submetidos auma andlise de variancia (ANOV A) de duas vias para os fatores
gendtipo e sexo, separadamente para cada geracdo. No caso de interacfes entre estes fatores, 0
teste de comparacdo de médias (post hoc) Newman-Keuls foi gplicado. Vaores de p menores ou
iguais a 0,05 foram considerados significativos. Todas as andlises foram redizadas com o

software Satistica 6.0 (Statsoft, Franca, 2006).
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4 RESULTADOS

4.1 Genotipagem

Os animais das geracdes N8, N9 e N10 foram genotipados para 0s marcadores
D4Rat76, DAMgh6 e D4Mghll, conforme ja descrito anteriormente. Entretanto, durante a
genotipagem dos animais N10 homozigotos, dificuldades metodol 6gicas envolvendo o marcador
D4Mghll surgiram, impossibilitando a sua utilizagdo na genotipagem destes animais. Ao
visualizar, em gel de agarose, os fragmentos resultantes da amplificacdo da regido deste
marcador, era possivel identificar as bandas dos homozigotos SHR, mas a diferenciacdo entre as
bandas dos homozigotos LEW e dos heterozigotos ndo era clara. Por este motivo ndo houve
problemas durante a genotipagem dos animais N8, N9 e N10 com este marcador, uma vez que
nestas geracbes os animais sO poderiam ser homozigotos SHR ou heterozigotos (devido a
metodologia dos retrocruzamentos com a linhagem SHR, sd existiram animais homozigotos
LEW apartir da geragdo N10, provenientes dos cruzamentos entre os heterozigotos desta geracéo
para se obter a geracdo N10 homozigota). Diante desta dificuldade, tentou-se genotipar as
amostras dos animais N10 homozigotos para 0 marcador D4Mghll em gd de poliacrilamida,
que, por ser uma técnica com maior sensibilidade, poderia ser capaz de separar melhor as bandas
destes fragmentos e possibilitar a diferenciacdo entre estes dois gendtipos. Mesmo apos inlimeras
tentativas, manipulando-se diversas varidveis que poderiam estar influenciando na qualidade da
banda formada pela amostra, ndo obtivemos sucesso. Por este motivo, 0 marcador D4Rat59,
sendo o Unico marcador polimorfico, de facil visudizagdo em gel de agarose, proximo ao
D4Mghll e disponivel em nosso laboratério, foi utilizado na genotipagem dos animais N10

homozigotos.
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4.2 Animais Produzidos e T estados

O numero de animais submetidos aos testes comportamentais variou de acordo
com as geragOes, devido ao nimero de filhotes obtidos por ninhada e conforme o sexo e o
gendtipo destes animais. O numero de animais totais obtidos a cada cruzamento,
desconsiderando-se 0 gendtipo, esta ilustrado na Tabela 2. O nimero de animais testados nas
geracOes N8, N9 e N10, divididos por sexo e gendtipo, estailustrado naTabela 3.

Dentre os oitenta animais da geragcdo N10 homozigota, somente um macho e
duas fémeas foram homozigotos LEW para os trés marcadores analisados: D4Mgh6, D4Rat76 e
D4Rat59. Pela inviabilidade de se utilizar um nimero amostral tdo pequeno em testes
comportamentais, optou-se por testar todos os animais homozigotos LEW para o marcador
D4Mgh6, que representa o pico do QTL Ofill, independentemente do gendtipo apresentado para
os demais marcadores, totalizando quinze animais (0ito machos e sete fémeas), e sendo estes aqui
referidos como N10 “homozigotos’. Os animais SHR puros e LEW puros utilizados neste

experimento foram produzidos simultaneamente aos animais homozigotos N10.

Tabela2 - Nimero de casaisedeanimais nascidosa partir do cruzamento de cada ger agao.

Geragdo | Cruzamentos | N°de Casais | Tota de Filhotes | Machos | Fémeas
N7 LSxSS 20 117 (N8) 64 53
N8 LSx SS 23 101 (N9) 48 53
N9 LSx SS 20 160 (N10) 85 75

N10 LSxLS 10 80 35 45

Tabda 3 -Numero deanimaisdasgeragdes N8, N9 e N10 testadosno CA ena CBP, separados por sexo e
gendtipo.

Geragéo | FémeasLS | Fémeas SS | Machos LS | Machos SS
N8 10 11 12 16
N9 8 9 18 10
N10 16 6 21 14
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4.2.1 Geragbes N8, N9 e N10 no Teste do Campo Aberto

Os resultados do teste do CA para as geragdes N8, N9 e N10 estéo sumarizados
nas Figuras 6 e 7. Em relacdo alocomocéo central (Figura 6), a ANOV A demonstrou um efeito
gera significativo para o fator sexo nas geragdes N8 [F(1,45)=28,93, p=0,000], N9 [F(1,
41)=14,84, p=0,000] e N10 [F(1, 53)=5,31, p=0,025], com os machos apresentando escores
menores do que as fémeas em todas as geragdes analisadas. Para medida de locomocao periférica
(Figura 6), ocorreu novamente um efeito gera do sexo significativo nas geragdes N8 [F(1,
45)=17,02, p=0,000], N9 [F(1, 41)=17,95, p=0,000] e N10 [F(1, 53)=12,80, p=0,001], com os
machos gpresentando escores menores do que as fémeas. Quanto ao tempo gasto no centro do
aparato (Figura 7), a ANOVA revelou um efeito geral do sexo somente na geracéo N10 [F(1,
53)=4,28, p=0,044], com os machos permanecendo mais tempo no centro do gparato do que as
fémeas. Nenhum efeito significativo para o fator gendtipo foi detectado nestas variaveis

comportamentais.
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Figura 6 — NUmero de quadrados cruzados nas regifes central (a) e periférica (b) pelos machos e fémeas das
geragdes N8, N9 e N10 no teste do campo aberto. Barrase linhas verticais representam osvalores da média e
erro padrdo da média. (*) e (***), ilustrados apenas nos machos, representam diferencas significativas gerais
para o fator sexo (ANOVA de duas vias para cada geracdo separadamente, p<0,05 e p<0,001,
respectivamente).
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Figura 7 - Tempo pelo qual os machos e fémeas das geragdes N8, N9 e N10 per maneceram no centro do campo
aberto. Barras e linhas verticais representam os valores da média e erro padréo da média. (*), ilustrado
apenas nos machos, representa diferenca significativa geral para o fator sexo (ANOVA deduasviaspara cada
geracao separadamente, p<0,05).

4.2.2 Geragbes N8, N9 e N10 no Teste da Caixa Branca e Preta

Os resultados dos testes da CBP estdo ilustrados nas Figuras 8 e 9. Para a
varidvel tempo no compartimento branco (Figura 8), a ANOVA revelou um efeito geral parao
fator gendtipo na geracdo N8 [F(1, 45)=5,52, p=0,023], com os animais heterozigotos para o
locus Ofil1 permanecendo mais tempo no compartimento branco do que os animais homozigotos
SHR para este mesmo locus. Também foi observado um efeito significativo do sexo na geragéo
N9 [F(1, 41)=6,34, p=0,016], com os machos permanecendo mais tempo no compartimento
branco do que as fémeas. Em relagdo ao tempo no compartimento preto da CBP (Figura 8), as
andlises de variancia revelaram apenas um efeito significativo do sexo na geragdo N9 [F(1,
41)=4,85, p=0,033], com as fémeas permanecendo mais tempo neste compartimento do que os
machos. Quanto a0 nimero de transi¢cdes (Figura 9), foi observado um efeito geral do sexo nas
geracOes N8 [F(1, 45)=8,93, p=0,005] e N10 [F(1, 53)=17,27, p=0,000]. As analises de variancia
também revelaram uma interacdo entre 0 sexo e o genétipo na geragdo N9 [F(1, 41)=6,44,

p=0,015], com as fémeas heterozigotas para o locus Ofill gpresentando um ndmero maior de
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transicdes do que as fémeas homozigotas SHR [p=0,012] e do que os machos heterozigotos
[p=0,017].
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Figura 8 — Tempo pelo qual os machos e fémeas das ger agdes N8, N9 e N10 per maneceram no compartimento
branco (a) e no compartimento preto (b) da caixa branca e preta. Barras e linhas verticais representam os
valores da média e erro padrdo da média. (#), ilustrado apenas na linhagem de menor média, representa
diferenca significativa geral para o fator genétipo. (*), ilustrado apenas no grafico dos machos, representa
diferenca dgnificativa geral para o fator sexo (ANOVA de duas vias para cada geragdo separadamente,
p<0,05).
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Figura 9 - NUmero de transi¢ces entre compartimentos da caixa branca e preta, realizadas pelos machos e
fémeas das geragdes N8, N9 e N10. (**) e (***), ilustrados apenas nos machos, representam diferencas
dgnificativas gerais para o fator sexo (ANOVA de duas vias, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). (&)
representa diferenca significativa entre os subgrupos fémeas LS e fémeas SS e entre fémeas LS e machos LS
(ANOVA deduasvias para cada geracio separadamente, p<0,05, seguida pelo teste post-hoc Newman K euls).

4.2.3 Geracgao N10 “Homozigota” no Teste do Campo Aberto

Os reaultados do teste do CA para a geracdo N10 “homozigota’ estéo
sumarizados nas Figuras 10, 11 e 12. A ANOV A demonstrou um efeito geral sgnificativo parao
fator sexo na locomogdo central (Figura 10) [F(1, 35)=9,90, p=0,003], com os machos
apresentando escores menores do que as fémeas. Apenas nesta geracdo foi observado um efeito
gera significativo para o fator gendtipo, sendo os escores dos animais LEW menores do que o0s
dos N10 “homozigotos’ [p=0,003] e do que os SHR [p=0,001]. Para a medida de locomoc&o
periférica (Figura 11), foi observado apenas um efeito gerd significativo para o fator gendtipo,
sendo os escores dos animais LEW puros maiores do que os dos N10 “homozigotos’ [p=0,000] e
do que os SHR puros [p=0,000]. Quanto ao tempo gasto no centro do CA (Figura 12), encontrou-
se um efeito geral do gendtipo, com os animais N10 “homozigotos’ permanecendo mais tempo
no centro do aparato do que os animais LEW [p=0,000] e do que os SHR [p=0,043], e com os
SHR permanecendo mais tempo do que os LEW [p=0,002].
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Figura 10 - NUmero de quadrados cruzados na regido central peos machos e fémeas da geracdo N10
“homozigota” no teste do campo aberto. Gendtipos identificados por letras distintas apresentaram diferencas
dgnificativas entre si (ANOVA de duas vias, p<0,01, seguida pelo teste post-hoc Newman K euls para o fator
gendtipo). (**) representa difer enca significativa geral para o fator sexo (ANOVA deduasvias, p<0,01)
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Figura 11 - Nimero de quadrados cruzados na regido periférica pelos machos e fémeas da geracdo N10
“homozigota” no teste do campo aberto. Gendtipos identificados por letras distintas apresentaram diferencas
dgnificativasentresi (ANOVA de duas vias, p<0,001, seguida pelo teste post-hoc Newman K euls para o fator
gendtipo).
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Figura 12 — Tempo pelo qual os machos e fémeas da geracdo N10 “homozigota” permaneceram no centro do
campo aberto. Gendtiposidentificados por letras distintas apresentaram diferencas significativasentre s, com
p<0,05 entrea e b, p<0,01 entrea ec e p<0,001 entreb e c (ANOV A de duas vias, seguida pelo teste post-hoc
Newman K euls para o fator genétipo).

4.2.4 Geragao N10 “Homozigota” no Teste da Caixa Branca e Preta

Para o teste da CBP da geracdo N10 “homozigota’, cujos resultados estéo
ilustrados nas Figuras 13, 14 e 15, a ANOVA revelou efeitos gerais tanto do sexo [F(1,
35)=12,43, p=0,001] quanto do gendtipo para 0 tempo gasto no compartimento branco (Figura
13), com os animais LEW permanecendo menos tempo nesse compartimento do que os N10
“homozigotos’ [p=0,000] e do que os SHR [p=0,001]. Apenas na geracdo N10 “homozigota’
observou-se um efeito gera do gendtipo para 0 tempo gasto no compartimento preto (Figura 14),
com os animais LEW permanecendo ai por mais tempo do que os SHR [p=0,000] e do que os
N10 “homozigotos’ [p=0,000]. J& em relacdo a0 numero de transi¢cBes (Figura 15), um efeito
gera do gendtipo foi encontrado, com os animais SHR apresentando um ndmero maior de
transi¢des do que os N10 “homozigotos’ [p=0,012] e do que os LEW [p=0,000]. Os escores dos

N10 “homozigotos’ também foram significativamente maiores do que os dos LEW [p=0,003].
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Figura 13 — Tempo gasto no compartimento branco pelos machos e fémeas da geracdo N10 “ homozigota® no
teste da caixa branca e preta. Genétipos identificados por letras distintas apresentaram diferencas
dgnificativasentresi (ANOVA de duas vias, p<0,001, seguida pelo teste post-hoc Newman K euls para o fator
gendtipo). (**) representa difer enca significativa geral para o fator sexo (ANOVA deduasvias, p<0,01)

300+

250+

200+

1504

1004

a
(=]
1

o
L

Machos

Tempo no compartimento preto (s)

Fémeas

= SHR puros
E= N10 "homozigotos™
EEE LEW puros

Figura 14 - Tempo gasto no compartimento preto pelos machos e fémeas da geracdo N10 “homozigota” no
teste da caixa branca e preta. Genétipos identificados por letras distintas apresentaram diferencas
dsgnificativasentresi (ANOVA de duas vias, p<0,001, seguida pelo teste post-hoc Newman K euls para o fator

gendtipo).
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Figura 15 — NUmero detransicles r ealizadas pelos machos e fémeas da geracdo N10 “homozigota” no teste da
caixa branca e preta. Geno6tipos identificados por letras distintas apresentaram diferencas significativas entre
g, com p<0,05 entre a e b, p<0,01 entreb e c e p<0,001 entre a e c (ANOVA de duasvias, seguida pelo teste

post-hoc Newman K euls para o fator gendtipo).
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5 DISCUSSAO

O presente trabaho teve como principa objetivo construir uma linhagem de
ratos congénica para o locus Ofill, a fim de confirmar o envolvimento desta regido com
comportamentos relacionados a ansiedade. E importante ressaltar que nas geragdes N8, N9 e
N10, por serem testados apenas animais homozigotos SHR-SHR e heterozigotos SHR-LEW, mas
ndo homozigotos LEW-LEW, para os marcadores moleculares utilizedos, foi somente possivel
observar os efeitos dos alelos LEW em heterozigoze na regido do Ofill. Portanto, os resultados
dos testes comportamentals nestas geragcbes agpenas sugerem os efeitos que poderiam ser
encontrados nos animais congénicos completos, com aelos LEW em homozigose nesse locus.
Caso 0 alelo LEW fosse recessivo em relacdo ao delo SHR, nenhum efeito seria observado nas
geracOes N8, N9 e N10 heterozigotas, apenas na geracéo N10 homozigota.

Durante este trabaho ainda ndo foi possivel observar o fendtipo
comportamenta exibido pelalinhagem congénica (homozigota LEW paratoda aregido do Ofill),
pois dentre os animais nascidos do intercruzamento entre os N10 heterozigotos, apenas um
macho e duas fémeas possuiam os trés marcadores molecul ares analisados (D4Rat76, D4AMgh6 e
D4Rat59) em homozigoze para alelos LEW, constituindo um ndmero amostral insuficiente.
Diante disso, e da impossibilidade de realizar novos cruzamentos entre esses animais (para se
obter um nimero maior de animais homozigotos LEW) devido ao prazo para a concluséo deste
trabalho, optou-se por redizar os testes comportamentais com todos os animais homozigotos
LEW para o marcador D4Mgh6, uma vez que este se localiza no pico do QTL em questéo.
Portanto, os resultados descritos para os animais N8, N9 e N10 referem-se a animais
heterozigotos para os trés marcadores moleculares utilizados na genotipagem destas geracoes,
enguanto os resultados dos N10 “homozigotos’ referem-se a animais com alelos LEW em
homozigoze apenas para 0 marcador molecular D4Mgh6 (e com gendtipos variados em relagéo
aos outros dois marcadores anaisados), e ndo a um animal congénico para toda a regido de
interesse.

A escolha dos dois testes comportamentals utilizados no presente trabaho
aconteceu no inicio do desenvolvimento desta linhagem, sendo os mesmos testes utilizados desde

a avaliagéo comportamental das primeiras geragoes, basicamente por se tratarem de dois testes
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bastante utilizados no estudo dos comportamentos rel acionados a ansiedade, ambos baseados no
conflito natural entre o impulso de explorar um ambiente novo e a tendéncia de evitar uma area
potencia mente perigosa (RAMOS, 2008). O CA foi o aparato cuja medida de locomocéo na area
central e aversivalevou aidentificagdo do QTL Ofil1, por Ramos e colaboradores (1999), motivo
pelo qual ndo poderia deixar de ser utilizado na confirmagdo do envolvimento deste QTL nos
comportamentos relacionados a ansiedade. Ja a escolha da CBP foi baseada na ampla utilizagdo
deste teste no estudo da ansiedade, e no fato dele néo ter sido avaliado no trabalho que identificou
o Ofil1, sendo, portanto, importante a avaliagdo da influéncia do Ofill nos fendtipos exibidos
neste teste. Além disso, sugere-se que as variaveis analisadas em diferentes testes de ansiedade
possam refletir diferentes dimensdes comportamentais, uma vez que estas medidas nem sempre
estdo correlecionadas (RAMOS, 2008). Considerando-se o Ofill ndo teve influéncia nos
comportamentos exibidos no labirinto em cruz elevado, outro teste comportamental amplamente
utilizado e que também foi avaliado no trabalho que descreveu este QTL, seria interessante
verificar se este locus influenciaria apenas comportamentos relacionados a ansiedade restritos ao
teste do CA, ou se este fenotipo se estenderia a outros testes comportamentais.

No teste do CA, a locomogdo central das geracOes heterozigotas (N8, N9 e
N10) diferiu significativamente somente em relacdo ao sexo, mas ndo em relacdo ao gendtipo ou
apresentou interacdes entre sexo e gendtipo. O mesmo padréo também foi encontrado em relacdo
aos seus escores de locomogao periférica e ao tempo gasto naregido central, sendo que para esta
ultima variavel o efeito do sexo foi verificado apenas na geracdo N10. Estas diferencas entre os
sexos, sobretudo as de ordem locomotora, ja foram anteriormente observadas nas linhagens
parentais LEW e SHR, também com as fémeas apresentando escores mais atos do que os machos
(HINOJOSA et d., 2006; RAMOS et al., 1997, 1998, 2002).

Jana CBP, foi observado um efeito significativo do gen6tipo no tempo gasto no
compartimento branco pela geracdo N8, com os animais homozigotos SS permanecendo menos
tempo nesse compartimento do que os heterozigotos, conforme o esperado, se considerarmos que
0 compartimento branco é uma érea aversiva e que alelos LEW estariam promovendo uma
diminuicdo dos comportamentos “ansiosos’. A ANOVA também revelou um efeito significativo
do sexo sobre o tempo gasto em ambos os compartimentos apenas na geracéo N9, o com os
machos permanecendo mais tempo no compartimento branco e as fémeas no compartimento

preto. Uma interacdo entre sexo e gendtipo foi observada nas transi¢des dos animais da geragéo
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N9, com as fémeas heterozigotas apresentando um nimero maior de transi¢es do que as fémeas
homozigotas SHR e do que os machos heterozigotos. Essa diferenga entre os escores de transicéo
dos machos e fémeas heterozigotos provavelmente ilustra gpenas uma tendéncia das fémeas em
apresentar escores maiores para esse comportamento, conforme também observado na forma de
um efeito geral do sexo nas geragcBes N8 e N10. Ja a diferenca entre as fémeas dos dois gen6tipos
acontece no sentido esperado, com as fémeas heterozigotas apresentando um comportamento
menos “ansioso”, umavez que o nimero de transi¢des foi apontado por Crawley, em 1981, como
um bom indice de ansiedade, respondendo a drogas ansioliticas. A auséncia de efeito
significativo do gen6tipo no locus Ofil1 em algumas das varidveis analisadas em ambos os testes
poderia ter relacdo com o fato destes animais ainda serem heterozigotos para este locus e,
portanto, possuirem os aelos LEW em apenas uma das duas cOpias do cromossomo 4, 0 que
poderia estar mascarando o efeito destes alelos caso eles fossem recessivos. Esta recessividade,
porém, € descartada com base nos resultados de geragdes heterozigotas anteriores a este trabal ho,
dentre as quais ja foi observado um efeito geral do genétipo (PEREIRA et al., 2009, dados ndo
publicados). Pode-se ainda considerar que exista um efeito aditivo dos alelos LEW, que em
heterozigoze permitiria apenas a visuadizacdo de um efeito mais sutil, o que explicaria, nas
geracOes heterozigotas, 0 pequeno numero de variaveis que apresentaram diferencas
significativas entre os gendtipos.

As linhagens parentais LEW e SHR, utilizadas como controle nos testes da
geracdo N10 “homozigotd’, apresentaram diferencas significativas para as variaveis analisadas
tanto no teste do CA quanto na CBP, com os animais LEW exibindo um perfil mais “ansioso”.
Estes resultados v8o de acordo ao esperado, sobretudo a partir dos resultados de Ramos e
colaboradores (2002).

Em relagdo a geragdo N10 “homozigota’ no teste do CA, a diferenca entre os
sexos foi significativa somente para a locomocgéo central, ndo sendo observada para as outras
duas variaveis avaliadas neste teste. Foi também encontrado um efeito significativo do gendtipo,
com a geracd N10 “homozigota’ diferindo dos controles LEW nas trés varidveis. A diferenca
observada entre os animais N10 “homozigotos’ e os controles LEW, apesar destes animais serem
idénticos entre si para a regido do pico do Ofill, deve-se provavelmente ao fato de existirem
outros sitios no genoma também influenciando estes comportamentos, uma vez que se acredita

que a ansiedade tenha componentes genéticos poligénicos e epistaticos (LESCH, 2001). Entre os
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N10 “homozigotos’ e os controles SHR também foi observada uma diferenca significativa,
porém gpenas em relacdo ao tempo gasto no centro do CA, com os animais N10 “homozigotos”
passando mais tempo no centro do aparato do que os SHR puros, sendo esta menos significativa
do que as diferengas encontradas entre os N10 “homozigotos’ e os controles LEW, e entre os
dois controles. Esta diferenca foi no sentido esperado, uma vez que estudos anteriores ja
demonstraram que, em geragdes F2, delos LEW naregi&o do locus Ofil1 aumentam alocomocéo
central, apesar de animais L EW puros gpresentarem escores mais baixos para esta medida do que
SHR puros (VENDRUSCOLO et al., 2006; RAMOS et a., 1999).

Quanto aos parametros avaliados no teste da CBP, tanto no tempo gasto no
compartimento branco quanto no compartimento preto, os animais N10 “homozigotos” também
diferiram significativamente dos controles LEW, mas n&o dos SHR. Para o nimero de transigoes,
foram encontradas diferencas significativas entre todos os grupos analisados, mas ainda n&o no
sentido esperado, pois, uma vez que aelos LEW aumentam o nimero de transi¢cdes, 0s animais
N10 “homozigotos’ que possuem estes alelos inseridos em um background SHR deveriam
apresentar escores ainda maiores do que 0os SHR puros.

Seria esperado, entretanto, que as diferencas entre os N10 “homozigotos’ e os
controles SHR, observadas apenas em relagdo a0 tempo no centro do CA e ao ndmero de
transigdes entre os compartimentos da CBP, também fossem observadas nas demais variaveis
analisadas. O fato desta diferenca ndo ter sido verificada em algumas varidveis poderia refletir
uma possivel perda, em alguns dos animais avdiados, dos alelos LEW da regido do Ofill
responsaveis por estes fenétipos, uma vez que os animais foram selecionados somente em relagdo
a0 marcador D4Mgh6. Mesmo este marcador estando no pico deste QTL, ndo houve um controle
genotipico das regides proximas a ele, que poderiam estar sofrendo recombinacéo, e como um ou
mais genes responsaveis pelos fendtipos em questdo estariam provavelmente nessas regioes,
poderia estar-se trabalhando com animais que possuem diferentes variantes para estes genes.
Além disso, considerando o restante do genoma, tanto os alelos LEW perdidos quanto os aelos
SHR adquiridos a cada retrocruzamento poderiam estar influenciando estes fenétipos, uma vez
que outras regides criticas também estdo sendo modificadas, e interacbes epistéticas poderiam
estar surgindo ou deixando de acontecer. Linhagens congénicas de rato paradoisloci diferenciais

(chamadas double congenic) ja foram desenvolvidas, demonstrando interacGes entre genes de
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diferentes loci em fendtipos como a hipertensdo arteriad (RAPP; GARRET; DENG, 1998) e
desenvolvimento de tumores mamérios (PIESSEVAUX et al., 2008).

Com relacéo a heterogeneidade dos efeitos observados em diferentes indices de
ansiedade, pode ser sugerido que, conforme ja proposto por Ramos e colaboradores (1998),
diferentes medidas tidas como indicativas de ansiedade podem representar diferentes dimensoes
deste comportamento, o que explicaria, por exemplo, a auséncia (ou a presenga em gpenas uma
geracdo) do efeito sexo em algumas variaveis analisadas na CBP, efeito este encontrado com alta
significancia em algumas medidas do CA. Além disso, a diferenca esperada entre as linhagens
N10 “homozigota’ e os controles SHR, observada somente em uma varidvel do teste do CA,
poderia ser uma consequiéncia das diferentes dimensdes da emocionalidade acessadas por estes
testes, 0 que é corroborado por Ramos (2008), que sugere que a correlacdo entre as variaveis
relacionadas a ansiedade nos dois testes seja de apenas 5,3%.

Uma hip6tese que ndo pode deixar de ser considerada € a perda, ao longo dos
retrocruzamentos, dos alelos LEW na porc¢do do Ofill responsavel pelo aumento da locomogéo
central, indice este que associou a regido com comportamentos relacionados a ansiedade. Nos
animais heterozigotos, apesar do controle com marcadores moleculares em trés regides
estratégicas deste QTL, recombinacdes ainda podem ter acontecido nos intervalos entre eles,
substituindo assim os alelos LEW por alelos SHR. Esta hipotese, contudo, é pouco provavel, pois
aém dos intervalos em questdo serem curtos (e, portanto, pouco sujeitos a eventos de
recombinacdo), na geragdo N10 “homozigota’ foi encontrado um efeito do gendtipo no sentido
esperado para 0 tempo no centro do CA, variavel ndo anadisada por Ramos e colaboradores
(1999) e que, assim como a locomogdo central, estaria avaliando a relacéo do animal com a
regi&o aversivado aparato.

A presenca de fatores ambientais que ndo puderam ser controlados, como as
diferentes estagcGes do ano ou afase do ciclo estral no qual a maioria das fémeas se encontrava no
periodo dos testes de cada geracdo, por exemplo, poderia também estar atuando nessas diferencas
comportamentais observadas entre as geragdes, sendo estas influéncias dificeis de serem
quantificadas.



6 CONCLUSOES

No presente trabaho, ndo foi possivel confirmar o perfil menos “ansioso” dos
animais congénicos em relacdo a linhagem parental SHR, uma vez que o desenvolvimento da
linhagem congénica idealizada no foi concluido no prazo desta monografia. Entretanto, durante
este periodo, foi possivel analisar o efeito dos alelos LEW no locus Ofill ao longo das geracdes
N8, N9, N10 e N10 “homozigota’, com o resultado esperado sendo encontrado gpenas para o
tempo gasto no centro do CA pelos N10 “homozigotos’, o tempo gasto no compartimento branco
da CBP pelos animais da geracéo N8 e o niUmero de transi¢des entre os compartimentos da CBP
pel as fémeas da geracéo N9. A presenca de poucos resultados no sentido esperado provavel mente
se deve a um efeito aditivo pequeno dos aelos LEW nas geragBes heterozigotas e/ou a
heterogeneidade dos animais testados na N10 “homozigota’, devido a falta de um numero
amostra suficiente de animais congénicos completos (homozigotos para todos os marcadores de
interesse).

Devido as questdes ja discutidas anteriormente, os resultados deste trabaho
devem apenas servir como uma prévia do perfil comportamenta que podera ser observado ao
analisarmos animais homozigotos LEW para toda a regido do Ofill, j& que a maioria dos efeitos
observados foi pouco significante e dgumas vezes até contrérios ao esperado. O término da
construcdo da linhagem congénica aqui proposta faz-se necessério para uma avaliagdo adequada
dos efeitos do locus Ofill sobre os comportamentos relacionados a ansiedade em ratos, e abre
perspectivas para se avdiar o efeito deste locus sobre outros fenétipos comportamentais como a
depressdo, consumo de acool, hipertensdo, sindrome metabdlica, entre outros. Apos a avaliacdo
dos efeitos de aelos LEW no locus Ofil1 utilizando-se e linhagem congénica completa, estudos
futuros poderiam reduzir ainda mais a regido andisada, através da construcdo de linhagens

subcongénicas, facilitando assim a busca e ainvestigacéo de genes candidatos.
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