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RESUMO

Os ratos das linhagens Lewis (LEW) e Spontaneously hypertensive rats
(SHR) diferem em uma série de aspectos comportamentais incluindo,
também, os relacionados a emocionalidade. Apesar da caracterizacao
comportamental e farmacoldgica que foram realizadas ao longo dos
Gltimos anos, ainda existem duvidas sobre o significado das diferencas
comportamentais entre essas duas linhagens. Algumas diferencas
encontradas entre elas podem ser atribuidas tanto a diferencgas nos niveis
de ansiedade/emocionalidade desses animais, como também a diferencas
de aprendizado/memoria. Em um estudo prévio, utilizando animais F2
provenientes dessas duas linhagens foi identificado um QTL (locus para
caracteristica quantitativa) no cromossomo 4 do rato que influenciava a
locomocao central no Campo Aberto (CA), um indice experimental de
ansiedade/emocionalidade. No presente estudo, com o intuito de buscar
as bases genéticas dos comportamentos relacionados ao
aprendizado/memoria e ansiedade/emocionalidade, foram realizadas: a)
uma analise do grau de correlacéo entre as medidas comportamentais de
diferentes  testes que envolvem  aprendizado/memoéria e
ansiedade/emocionalidade e b) uma analise de QTL, no cromossomo 4
do rato, envolvendo essas mesmas medidas comportamentais. Além
disso, c¢) utilizou-se uma linhagem congénica, chamada de
SHR.LEW.Anxrrl6 (SLAL6), para estudar os efeitos dos diferentes
QTL encontrados. Os resultados revelaram uma correlagdo entre
comportamentos relacionados a emocionalidade e a memdria. Além
disso, foram encontrados dois QTL significativos influenciando
comportamentos relacionados a memoria aversiva, no teste do Medo
Condicionado (MC), e a atividade locomotora em um ambiente novo no
Labirinto em Cruz Elevado Modificado (LCEM). Tambeém foram
encontrados 6 QTL sugestivos relacionados a memoéria aversiva e
emocionalidade no LCEM e a emocionalidade no CA. Em relacdo ao
estudo do locus diferencial, a linhagem SLA16 exibiu menores indices
de ansiedade/emocionalidade, menor duracdo de tempo de
congelamento em um teste classico de memoria emocional e nao diferiu
em tarefas de aprendizado e memdria que ndo envolvia emocionalidade,
em relacdo a linhagem SHR. Desse modo, conclui-se que o locus
diferencial afeta fenétipos associados a emocionalidade em ratos, bem
como comportamentos relacionados & memdria aversiva. Portanto, a
linhagem congénica SLA16 representa uma ferramenta na busca de



genes candidatos envolvidos na regulagdo desses comportamentos.
Assim, o presente estudo encontrou dois QTL inéditos e confirmou seus
efeitos em uma linhagem congénica de ratos, que representa uma
ferramenta na busca de genes candidatos envolvidos na regulacdo de
comportamentos relacionados principalmente a memdria emocional.

Palavras-chave: Ansiedade. QTL. Ratos SHR. Linhagem congénica.
Memoéria aversiva.



ABSTRACT

The inbred rat srains Lewis (LEW) and Spontaneously hypertensive rats
(SHR) are known to differ for several behavior traits including those
related to emotionality. Despite the behavioral and pharmacological
characterization that we have performed over the last few years, there
are still doubts about the real psychological meaning of these behavioral
differences. Behavioral divergences between LEW and SHR can be
attributed to both  differences in  anxiety/emotionality or
learning/memory levels. In a previous study, an intercross between
LEW and SHR led to the identification of a quantitative trait locus
(QTL), on chromosome 4, influencing central locomotion in the open
field (OF) test, an experimental index of anxiety. Thus, in the present
study, we aimed to search the genetic basis of anxiety/emotionality and
learning/memory behaviors. To this purpose, we: a) analyzed the
correlation  between anxiety/emotionality and learning/memory
behaviors and b) performed a QTL analysis on chromosome 4 of rats
involving these same behavioral measures. Moreover, ¢) we used a
congenic strain, named SHR.LEW.Anxrrl6 (SLA16), to confirm the
QTL effects. The results revealed a correlation between behaviors
related to emotionality and memory. Besides that, the QTL analysis
revealed two significant loci influencing behaviors related to aversive
memory in the Fear Conditioning test and locomotor activity related to
novelty in a Plus-Maze discriminative avoidance task. In addition, the
QTL analysis revealed 6 suggestive QTL related to aversive memory
and emotionality. Regarding the differential locus, the congenic strain
SLAL16 displayed lower levels of anxiety/emotionality, lower freezing
duration in a classical emotional memory task and did not differ in
learning/memory tasks that did not involve emotionality, in relation to
SHR strain. Based on these results, it is concluded that the differential
locus affects phenotypes associated to emotionality and behaviors
related to aversive memory. Therefore the congenic strain SLA16
represents a valuable tool in the search for candidate genes involved in
the regulation of these behaviors. In conclusion, the present study found
two novels QTL and confirmed their effects in a congenic strain of rats.

Keywords: Anxiety. QTL. SHR rats. Congenic strain. Aversive
memory.
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1 INTRODUCAO
1.1  MODELOS GENETICOS

Ratos e camundongos sdo normalmente usados como modelos
animais na pesquisa biomédica em razao da sua similaridade fisioldgica
e anatdbmica com humanos (BRYDA, 2013; HUANG et al., 2011;
JACOB, 1999). Eles sdo animais relativamente pequenos, que requerem
pouco espago e recursos para serem mantidos; possuem uma gestacdo
curta, gerando um numero expressivo de filhotes; apresentam um
desenvolvimento rapido para a vida adulta e um tempo de vida curto
(AITMAN et al., 2008). Ainda, a utilizacdo desses animais se justifica
pelo fato de os efeitos ambientais e/ou genéticos poderem ser
padronizados e controlados no ambiente de laboratério (MASHIMO;
SERIKAWA, 2009).

Os camundongos (Mus musculus) sdo frequentemente a espécie
de primeira escolha dos geneticistas em razdo de algumas
caracteristicas, como, por exemplo, 0 menor tamanho comparado aos
ratos, o que simplifica as exigéncias de moradia. Além disso, a
disponibilidade de ferramentas para a manipulacdo do seu genoma esta
presente desde os anos 1980, explicando, também, a maior ocorréncia
do seu uso nessa area (NADEAU, 2001; PETERS et al., 2007;
SOKOLOWSKA; HOVATTA, 2013).

Ratos, camundongos e humanos possuem em torno de 30.000
genes, dos quais aproximadamente 95% sdo compartilhados pelas trés
espécies (BRYDA, 2013). Além disso, as trés espécies ja possuem o
genoma completamente sequenciado. O genoma humano foi
sequenciado em 2001 (LANDER et al., 2001; VENTER et al., 2001),
sendo o do camundongo e do rato sequenciado em 2002 e 2004,
respectivamente (GIBBS et al., 2004; WATERSTON et al., 2002). A
disponibilidade das sequéncias completas de nucleotideos das trés
espécies permitiu comparagdes gendmicas importantes, que foram
cruciais para a identificacdo e caracterizagdo de diversos genes
(BRYDA, 2013).

O rato de laboratorio, Rattus norvegicus, foi a primeira espécie de
mamifero domesticado para pesquisas cientificas e é atualmente o
principal animal usado em testes pré-clinicos de drogas. Seu uso é
classico nas areas de farmacologia e toxicologia, uma vez que seu perfil
farmacocinético j& é bem definido (JACOB, 1999; LAZAR et al., 2005;
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SMITS; CUPPEN, 2006). Ainda, a maioria dos estudos
comportamentais foi realizada em ratos ja que, quando comparados a
camundongos, seu comportamento é considerado mais social, complexo
e habilidoso (KEPECS et al., 2008). Cientistas conseguiram ensinar
tarefas e paradigmas comportamentais complexos aos ratos e, como
resultado, eles estdo agora também sendo utilizados no campo da
neurociéncia cognitiva (JACOB, 1999; KEPECS et al., 2008).
Entretanto, existem controvérsias a respeito do melhor desempenho de
ratos sobre camundongos e ja ha estudos que mostram que
camundongos também sdo capazes de atingir alto nivel de desempenho
em tarefas cognitivas complexas (JARAMILLO; ZADOR, 2014).

Apos a publicacdo da sequéncia genémica do rato, esse animal
foi elevado a outro patamar nas pesquisas genéticas. Combinadas com o
acervo de dados ja estudado extensivamente sobre a fisiologia,
farmacologia e comportamento do rato, as sequéncias genémicas estao
facilitando a descoberta de genes que sdo a base de processos
fisiolégicos e/ou patolégicos envolvidos em doencas humanas. O
avanco em tecnologias de engenharia genética para 0 uso no rato -
mutagénese utilizando o agente mutagénico ENU (etil-nitroso-uréia),
silenciamento de genes e a tecnologia knockout - estad proporcionando
milhares de modelos genéticos de ratos Uteis para o estudo da genémica
funcional e de doencas humanas (MASHIMO; SERIKAWA, 2009;
SMITS; CUPPEN, 2006). Devido a todos esses avancos na Ultima
década, os ratos de laboratério vém sendo amplamente usados como
modelos genéticos, resultando em uma grande quantidade de dados
genotipicos e fenotipicos a partir de uma ampla variedade de estudos. O
crescimento de informagdes criou a necessidade da existéncia de um
banco de dados no qual as informacGes fenotipicas e genotipicas das
mais diversas linhagens estivessem disponiveis mundialmente.
Atualmente, existem diversos bancos de dados que reGnem tais
conhecimentos, dos quais podemos destacar o RGD (Rat Genome
Database) que constitui uma plataforma que permite associar variagdes
de dados genotipicos a fenotipicos, sendo uma ferramenta
imprescindivel para avancos nessa area em razdo do grande volume de
informac@es produzidas (NIGAM et al., 2013).

Diversos estudos utilizam um tipo de linhagem chamada de
isogénica ou pura, nas quais todos os individuos pertencentes s&o
geneticamente idénticos uns aos outros. Essas linhagens provém de
cruzamentos consanguineos entre irmdos, que sdo realizados por ao
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menos 20 geracBes. Ou seja, quando diferentes linhagens isogénicas sdo
criadas em um mesmo ambiente, pode-se dizer que as diferencas
comportamentais encontradas entre elas sdo de origem genética. Ja as
diferencas dentro de uma mesma linhagem isogénica podem ser
atribuidas a influéncias ambientais (PLOMIN et al., 1997). Muitos
estudos utilizam linhagens isogénicas contrastantes para uma
determinada caracteristica (fisiologica, neuroquimica, comportamental,
etc) com a finalidade de encontrar genes que estejam contribuindo para
a expressdo destas diferencas (BIGNAMI, 1965; BROADHURST,
1975; RAMOS et al., 2003).

1.1.1  Aslinhagens Lewis e SHR como Modelo Genético

Desde o desenvolvimento da primeira linhagem isogénica de rato
por King em 1909, mais de 1000 linhagens isogénicas de ratos foram
criadas para o estudo de diversos aspectos fisioldgicos e bioquimicos,
constituindo modelos genéticos de estudo para diferentes doengas, como
as autoimunes, as cardiovasculares, as neurolégicas, entre outras
(AITMAN et al., 2008; DATABASE, 2014).

Em um estudo envolvendo seis linhagens isogénicas de ratos,
Ramos et al. (1997) propuseram as linhagens Lewis (LEW) e
Spontaneously Hypertensive Rat (SHR) como um modelo genético para
o0 estudo da emocionalidade em ratos. Quando expostas a diversos testes
de emocionalidade, ambas as linhagens apresentaram respostas
comportamentais contrastantes em relacdo & aproximagao/esquiva das
areas aversivas desses testes. Por exemplo, no teste do Campo Aberto
(CA) essas duas linhagens mostraram diferencas significativas na
locomocgdo central, um indice experimental de ansiedade em ratos de
laboratério (PRUT; BELZUNG, 2003), com os ratos SHR explorando
mais esta area aversiva do que os LEW. Além disso, as linhagens
exibem diferencas no nimero de entradas e no tempo gasto no
compartimento branco da Caixa Branca e Preta (CBP) e no tempo gasto
e na porcentagem de entradas dos bragos abertos do Labirinto em Cruz
Elevado (LCE). Em todos os casos descritos, a linhagem SHR exibiu
maior aproximacdo das &reas aversivas quando comparado com a
linhagem LEW (RAMOS et al., 1998; RAMOS; MORMEDE, 1998).

Estes resultados poderiam simplesmente sugerir que os ratos SHR
sd0 mais ativos que os LEW, entretanto, as linhagens ndo diferiram em
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seus indices de locomocdo geral nos diversos testes comportamentais
utilizados. Desse modo, pode-se dizer que a linhagem SHR realmente
exibe menores niveis de emocionalidade em relagcdo a LEW (RAMOS et
al., 1997).

Essas duas linhagens possuem algumas caracteristicas que fazem
delas ferramentas interessantes para o estudo de comportamentos
relacionados a ansiedade e ao aprendizado e meméria. Nesse sentido, a
linhagem SHR vem sendo sugerida como modelo de estudo de
comportamentos relacionados ao Transtorno de Déficit de Atencéo e
Hiperatividade (TDAH), uma vez que apresenta um desempenho
reduzido em diferentes paradigmas utilizados para investigar processos
de memodria e aprendizado, bem como um comportamento hiperativo
(MENESES et al., 2011). Entretanto, 0 comportamento hiperativo do
SHR tem sido questionado, uma vez que a linhagem Wistar-Kyoto
(WKY), normalmente usada como seu controle, é considerada hipoativa,
colocando em divida a validade da comparacdo entre tais linhagens
(ROBERTSON et al., 2008). O SHR também apresenta alteracfes nas
fungdes de alguns neurotransmissores como o glutamato, dopamina e
norepinefrina, que fazem parte de circuitos necessarios para formacéao de
meméria associativa guiada por recompensa (HEAL et al., 2008;
WELLS et al., 2010), sendo que a memdria associativa envolvendo
recompensa € a base da maioria dos testes comportamentais para o
estudo do TDAH em modelos animais. Ainda, os ratos SHR
desenvolvem hipertensdo de modo espontdneo apds certa idade
(OKAMOTO; AOKI, 1963) e o seu prejuizo de meméria tem sido
relacionado com a hipertensdo, uma vez que o déficit cognitivo é
revertido por bloqueadores de canais de calcio, como o anti-hipertensivo
nimodipina (MENESES et al., 1997). Contudo, ha estudos que mostram
gue embora a linhagem SHR seja um modelo genético com transtornos
neuronais nesse sentido, tais disfungdes ndo sdo necessariamente ou
exclusivamente relacionados a hipertensdo (PREDIGER et al., 2005).

A linhagem de ratos LEW também apresenta algumas
caracteristicas interessantes que justificam seu uso na pesquisa referente
a ansiedade/emocionalidade e ao aprendizado/memédria. Os ratos LEW
apresentam uma hiporresponsividade do eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal (HPA) a maioria dos estimulos, sendo mais sensivel a doencas
autoimunes induzidas experimentalmente (SPINEDI et al., 1994). Por
esta razdo, esta linhagem é muito utilizada em pesquisas relacionadas as
doencas desse género. Além disso, LEW é uma das linhagens
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frequentemente utilizadas no estudo do abuso de diferentes drogas,
como heroina (PICETTI et al., 2012), cocaina (PICETTI et al., 2010) e
metanfetamina (KITAMURA et al., 2006), em razdo de apresentarem
uma caracteristica comum aos seres humanos que é a autoadministra¢do
dessas substancias. Acredita-se que essa caracteristica possa estar
relacionada com a baixa capacidade de resposta ao estresse que ocorre
nessa linhagem, que consequentemente ingere maior quantidade de
droga para aliviar os sintomas negativos do estresse (KOSTEN;
AMBROSIO, 2002). A linhagem LEW também tem sido sugerida como
modelo para o estudo de transtornos de estresse pds-traumatico (TEPT),
por sua similaridade com sintomas da doenca em humanos, como déficit
na extingdo de memdrias traumaticas e manifestacfes comportamentais
extremas e de longa duracdo de ansiedade apds exposicdo a uma ameaca
predatéria (GOSWAM I et al., 2012).

As linhagens LEW e SHR também foram avaliadas
comparativamente no teste do Labirinto em T, que envolve varios
ensaios consecutivos, permitindo, assim, que o animal adquira esquiva
inibitéria dos bracos abertos (RAMOS et al., 2002). Os resultados
revelaram diferencas significativas entre as linhagens, com a linhagem
SHR necessitando de mais ensaios para adquirir a esquiva inibitdria que
a linhagem LEW. Ademais, uma vez adquirida a esquiva inibitoria,
100% dos animais LEW evitaram o estimulo aversivo, enquanto que
mais de 50% dos SHR continuaram a entrar nos bragos abertos durante
0 teste ap6s terem adquirido a esquiva no treino. Este resultado
contrastante pode ser atribuido a diferengcas nos niveis de
aprendizado/memoria como também a diferencas de
ansiedade/emocionalidade desses animais. Diante do exposto, fica claro
gue estudos complementares sdo necessarios para verificar como essas
linhagens respondem em outros modelos ou situa¢fes de aprendizado e
meméria que envolvam ou ndo componentes fortes de emocionalidade.

1.2 ANALISE DE LOCUS PARA CARACTERISTICAS
QUANTITATIVAS

A memoria pode ser entendida como a capacidade de adquirir
(aprender), armazenar (consolidar) e recuperar (evocar) informagdes
(IZQUIERDO, 2011). Estudos demonstram que as memorias que
envolvem estimulos com valéncia emocional tendem a ser mais
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duradouras e vividas (PHELPS, 2006). Muitas etapas dos mecanismos
moleculares responsaveis pela formacdo da memoria podem ser
moduladas por vias neuronais diferentes diretamente implicadas na
percepcdo emocional e em reagdes emocionais e processos relacionados
ao humor e ao estado de alerta (EYSENCK et al., 2007,
MCNAUGHTON, 1997).

A ansiedade pode ser caracterizada por um conjunto de respostas
fisiologicas (aumento da atividade do sistema nervoso autonémico,
taquicardia e sudorese) e comportamentais (aumento da vigilia e da
reatividade comportamental; esquiva) que, em conjunto, protegem o
individuo de um possivel dano diante de uma situacdo potencialmente
perigosa (BLANCHARD et al., 2001). Sabe-se, que em roedores,
alteracBes no estado emocional (basal ou reativo) podem levar a
modifica¢Bes no desempenho de testes comportamentais, incluindo os
de memodria e ansiedade/emocionalidade (RIBEIRO et al., 2011). Dessa
forma, estudos sugerem que exista um estado basal emocional “6timo”
para que ocorra a correta formacéo das memdrias.

As respostas comportamentais (0 que inclui aprendizado,
memoria e ansiedade) sdo fenotipos complexos, possuem uma variagdo
continua ao longo da populacéo e, portanto, sdo dependentes do efeito
de multiplos genes em interagdo com fatores ambientais. Tais fendtipos
sdo frequentemente chamados de “caracteristicas quantitativas” e a
regido gendmica que contribui para suas variagdes é conhecida como
locus para caracteristicas quantitativas ou QTL (do inglés Quantitative
Trait Locus) (PLOMIN et al., 1994). O mapeamento dessas regifes
gendmicas (ou mapeamento de QTL) tem sido realizado na tentativa de
identificar genes, produtos génicos e mecanismos subjacentes ao
fenotipo de interesse (FLINT et al.,, 2005). Para se iniciar um
mapeamento de QTL, linhagens parentais (comumente isogénicas) que
diferem geneticamente para a caracteristica de interesse sdo necessarias
(MAURICIO, 2001). As formas mais simples de se realizar esses
mapeamentos sao a partir de geragdes F2 (derivadas de hibridos F1), ou
geracbes provenientes de retrocruzamentos (derivadas de um
cruzamento entre a F1 e uma das linhagens parentais), embora
experimentos com a geracdo F2 sejam mais comumente usados
(MOORE; NAGLE, 2000). Posteriormente, o fen6tipo e o genoétipo de
todos os individuos da geracdo selecionada (por exemplo, F2) s&o
analisados com o intuito de se encontrar correlacGes entre a localizacdo
de marcadores moleculares polimoérficos e o fen6tipo da caracteristica
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em estudo. Em resumo, essa metodologia identifica regides
cromossdmicas que estdo mais provavelmente associadas com o
fenétipo de interesse em uma dada populagdo (FLINT et al., 2005).

Como ja mencionado anteriormente, LEW e SHR séo linhagens
isogénicas contrastantes para uma série de comportamentos relacionados
a ansiedade, sendo que a linhagem LEW apresenta um perfil mais
“ansioso” que o SHR. Com 0 objetivo de se investigar a base genética
dessas diferencas comportamentais, Ramos et al. (1999) realizaram uma
andlise de QTL utilizando essas duas linhagens e identificaram o
primeiro QTL relacionado a ansiedade em ratos, que afetava a
locomogdo central no CA, em uma regido genbmica localizada no
cromossomo 4 do rato. Este QTL apresenta o segundo maior LOD
escore (logaritmo de odds) ja relatado para ansiedade em ratos (LOD
escore maximo de 7.22) (LAULEDERKIND et al., 2013; RAMOS et
al., 1999). Ele foi primeiramente nomeado como Ofill (open field inner
locomotion 1) e é atualmente conhecido como Anxrrl6 (Anxiety related
response QTL 16), pelo RGD. Originalmente, esse locus afetava apenas
as fémeas e de uma maneira contraintuitiva, ou seja, alelos LEW
conferiam a animais da populacdo F2 uma maior, em vez de uma menor,
locomocgdo no centro do CA (RAMOS et al., 1999). Tal fendmeno
contraditério ndo é raro em estudos de QTL, j& que a populagdo F2 é
uma “mistura” genética das duas linhagens parentais, que pode revelar
novas combinacgdes genéticas (CALDARONE et al., 1997; LLAMAS et
al., 2005; SILVA et al., 2007).

1.3 O CROMOSSOMO 4 DO RATO E SUA INFLUENCIA EM
CARACTERISTICAS NEUROBIOLOGICAS

Os estudos de mapeamento de QTL possuem algumas limitages
assim como diversas outras metodologias. Como exemplo, pode-se citar
a necessidade de muitos animais e a dificuldade de se chegar ao gene
candidato, uma vez que a regido mapeada normalmente é grande e pode
conter mdltiplos genes contribuindo para o fenotipo de interesse
(ABIOLA et al., 2003; FLINT, 2002; FLINT et al., 2005). Porém,
apesar da complexidade e limitagfes dessa técnica, a importancia do
locus Anxrrl6 fez com que os estudos dessa regido gendmica e dos
fendtipos relacionados prosseguissem com o intuito de melhorar o
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entendimento em termos de padrdo de heranca genética, significado
etoldgico e replicabilidade desse QTL.

O trabalho realizado por Mormede et al. (2002) confirmou o
papel de Anxrrl6 em comportamentos relacionados a ansiedade, sendo o
primeiro trabalho a confirmar os efeitos desse locus no CA,
corroborando a existéncia desse QTL no cromossomo 4. Nessa pesquisa,
usaram-se animais das geracGes F4 e F5 de um intercruzamento entre
LEW e SHR, na qual foram selecionadas dois tipos de linhagens,
gerando uma linhagem chamada de “high” (homozigotos LEW em
Anxrrl6, que aumentavam a locomogdo no centro do CA) e outra de
“low” (homozigotos SHR em Anxrrl6, que diminuiam a locomocdo no
centro do CA). Os dados do CA mostraram que a inibigdo da atividade
locomotora na linhagem “low” (quando comparada a “high”) era
relacionada a aversividade da situacdo (maior no centro do que na
periferia do CA; e maior sob luz intensa do que luz fraca). Nesse
trabalho também foi revelado um efeito potencial de Anxrrl6 em
machos, o qual ndo foi originalmente observado por Ramos et al. (1999)
(MORMEDE et al., 2002).

Usando uma abordagem semelhante, Vendruscolo et al. (2006)
confirmaram o efeito desse QTL na locomocao central do CA em ratos
provenientes de um intercruzamento de F2 derivados de LEW e SHR.
Nesse estudo, Anxrr16 afetou significativamente a locomoc&o central no
CA bem como o consumo de etanol. Ambos os resultados foram
observados apenas em fémeas, de forma idéntica & Ramos et al. (1999).
Esse trabalho demonstrou que esse locus influenciava um
comportamento relacionado a ansiedade e modulava também o consumo
de alcool em fémeas, o qual pode ser atribuido a duas situaces: um
Unico gene afetando simultaneamente ambos 0s comportamentos ou a
presenca de dois ou mais genes ligados controlando de modo
independente respostas de ansiedade e consumo de etanol
(VENDRUSCOLDO et al., 2006).

Um estudo subsequente, realizado por Hameister et al. (2008),
teve como objetivo verificar se 0 QTL Anxrrl6 contribuia para a
variabilidade comportamental relacionada & emocionalidade em outra
populacéo de ratos, representada pelos ratos Floripa High (H) e Low (L).
Essas linhagens foram selecionadas, respectivamente, para alta e baixa
locomogdo no centro do CA. A selecdo desses fenotipos agiu na
frequéncia genotipica dos marcadores que flanqueavam o Anxrrl6,
sendo que a variagdo de apenas um dos marcadores moleculares
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(D4Ratb9) foi significativamente correlacionada com a variagdo do
fendtipo selecionado (HAMEISTER et al., 2008).

Também, lzidio et al. (2011) realizaram novas analises de QTL,
levando em conta apenas o cromossomo 4 do rato em animais F2
proveniente das parentais LEW e SHR. Essa andlise revelou quatro QTL
ligados a comportamentos emocionais e de consumo de etanol em ratos
machos, além de confirmar o efeito de Anxrrl6 nesse sexo. Uma
segunda analise de QTL levando em conta fatores relacionados ao ciclo
estral revelou trés loci significativos em fémeas que influenciavam
comportamentos no CA e CBP.

Apds a analise de QTL, uma das estratégias para se encontrar 0s
genes (ou o gene) envolvidos na variagdo da caracteristica em estudo é a
avaliacdo de genes candidatos. Um estudo feito por Chiavegatto et al.
(2009) encontrou um polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP, do
inglés Single Nucleotide Polymorphism) entre as linhagens LEW e SHR
em uma regido 3’ ndo traduzida do gene da alfa-sinucleina (localizado
na regido do Anxrrl6), associado com a locomocdo central no CA,
sugerindo que esse gene pode ser um bom candidato para explicar os
efeitos comportamentais de Anxrrl6 (CHIAVEGATTO et al., 2009).

Diversos estudos realizados por pesquisadores independentes
permitiram a identificacdo de regibes gendémicas no cromossomo 4 do
rato que influenciavam caracteristicas neurobiolégicas, das quais pode-
se citar o consumo de etanol (BICE et al.,, 1998; TERENINA-
RIGALDIE et al., 2003), respostas ao estresse (POTENZA et al., 2004)
e comportamentos relacionados a ansiedade (RAMOS et al., 1999). Em
um desses estudos, utilizando duas linhagens de ratos que diferiam para
preferéncia por alcool, chamadas de “alcohol-preferring” (P) e “alcohol-
nonpreferring” (NP), Carr et al. (1998) relataram um QTL perto do
Anxrrl6 influenciando o consumo de alcool, o qual foi posteriormente
confirmado em um estudo realizado por Bice et al. (1998). Essas duas
linhagens também diferiram na exploracdo dos bracos abertos do LCE
(PANDEY et al., 2005), outra medida relacionada & ansiedade. Além
disso, Terenina-Rigaldie et al. (2003) encontraram um QTL no
cromossomo 4 do rato influenciando comportamentos relacionados a
ansiedade em um estudo que utilizou animais provenientes de um
intercruzamento entre WKY e uma linhagem com alta preferéncia por
etanol (HEP, do inglés high-ethanol-preferring). Um estudo
subsequente mostrou que esse QTL tinha um efeito pleiotropico,
influenciando ndo s6 comportamentos emocionais como também o de
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consumo de etanol (TERENINA-RIGALDIE; JONES et al., 2003).
Ainda, Potenza et al. (2004) descreveram um QTL, também no
cromossomo 4, que afetava o controle dos niveis de corticosterona nas
linhagens isogénicas LEW e Fischer 344, Esses resultados sugerem que
0 cromossomo 4 constitui um alvo para o estudo das bases moleculares
da ansiedade e outros fendtipos relacionados a reatividade emocional e
consumo de etanol (MEDEIROS et al., 2014).

1.4 REFINAMENTO GENOTIPICO E A LINHAGEM
CONGENICA SLA16

Nos Gltimos 15 anos, mais de 2.000 QTL foram identificados em
cruzamentos entre linhagens isogénicas de ratos e camundongos, porém
menos de 1% deles chegaram aos genes responsaveis (FLINT et al.,
2005). Além disso, no campo dos transtornos neurobioldgicos, mapear
comportamentos provenientes de testes relacionados a emocionalidade
de maneira isolada pode ser extremamente complexo, uma vez que
transtornos envolvendo emocionalidade sdo multifatoriais e resultam da
combinacdo de fatores genéticos e ambientais (HOVATTA; BARLOW,
2008). Com o intuito de se localizar os genes responsaveis pela variacdo
da caracteristica em estudo, um passo importante é reduzir o tamanho
em pares de bases do QTL (MOORE; NAGLE, 2000). Uma das
abordagens classicamente utilizadas para isso é a construgdo de
linhagens congénicas intervalo especifica (CARR et al., 2006; MOORE;
NAGLE, 2000; SAMANAS et al, 2015). Essas linhagens sdo
produzidas por uma estratégia de retrocruzamentos que delineia uma
regido gendmica contendo o locus objetivo do estudo, chamado de locus
diferencial.

Em nosso laboratorio, foi desenvolvida uma linhagem congénica
por De Medeiros et al. (2013) com o objetivo de refinar a localizagdo e
isolar os efeitos de Anxrrl6, bem como dissecar os efeitos dessa regido
cromossdmica inteira e todos seus possiveis QTL (PEREIRA, 2010).
Nessa linhagem, chamada de SHR.LEW-Anxrrl6 (abreviada como
SLA16), um pedaco do cromossomo 4 contendo a regido que abriga
Anxrrl6 foi transferida da linhagem LEW (doadora) para o genoma do
SHR (receptora), por meio de uma série de retrocruzamentos. Aqueles
animais que estivessem carregando o QTL de interesse da linhagem
doadora eram selecionados para 0 proximo retrocruzamento, novamente
com a linhagem receptora, e assim sucessivamente, até que o genoma da
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linhagem congénica fosse igual ao da linhagem receptora (SHR), com
excecdo do locus diferencial (Figura 1). Ap0s cinco anos de reproducéao
seletiva, a linhagem congénica SLA16 permitiu confirmar a localizacdo
de Anxrrl6 dentro de uma regido de 86.3 Mpb.
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Refinamento
Genotipico

=1 - =~

N1 II X I I Retrocruzamento
N2 l l X I I Retrocruzamento
N3 I |X| | Retrocruzamento

N10 I Ix Anxrrl6

Linhagem Congénica SLAI16
(homozigota para alelos LEW em Anxrrl6)

I I} Anxrrl6

Figura 1 — Série de cruzamentos envolvidos na construgdo da linhagem
congénica SLA16. Ap6s a obtengdo da N1, os animais gerados foram
continuamente retrocruzados com a linhagem parental SHR (e genotipados para
trés marcadores na regido do locus diferencial) por dez geracGes, apés as quais
0s animais heterozigotos no locus Anxrrl6 foram intercruzados. A linhagem
congénica é homozigota para alelos LEW no locus Anxrrl6, e possui mais de
99.9% de alelos do tipo SHR no restante do seu genoma.
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A linhagem SLA16 mostrou maiores indices de locomogéo
central no CA quando comparado com seu controle SHR, sendo essa
caracteristica observada em ambos os sexos. Os efeitos “ansioliticos”
dos alelos LEW em Anxrrl6 foram confirmados em outros testes de
ansiedade, dos quais se podem citar a CBP, o teste do labirintoem T e 0
teste triplo. Como os animais SLAL16 apresentaram maior locomocao
geral que os SHR, foi levantada a possibilidade de esse locus afetar
outras caracteristicas além das emocionais, como, por exemplo, a
atividade motora. Entretanto, apds 22,5 h de habituacdo na caixa de
atividade, bem como em suas caixas moradias, nenhuma diferenca na
atividade locomotora entre as linhagens foi observada, sugerindo que
Anxrrl6 parece modular a reatividade emocional a ambientes novos
mais que a atividade locomotora espontanea (DE MEDEIROS et al.,
2013; MEDEIROS et al., 2014).

Diferente de abordagens envolvendo animais knockouts e
transgénicos, a presente estratégia experimental é baseada na variacao
natural dos genes e produtos génicos que modulam a caracteristica de
interesse de uma maneira que facilita a translacdo de modelos animais
para condic@es clinicas humanas.
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2  HIPOTESES

Conforme mencionado anteriormente, os ratos das linhagens
isogénicas LEW e SHR diferem para uma série de aspectos
comportamentais, incluindo aqueles relacionados a
ansiedade/emocionalidade. Apesar da caracterizagdo comportamental e
farmacoldgica que foi realizada ao longo dos Ultimos anos, ainda
existem davidas sobre o significado real das diferencas
comportamentais entre essas duas linhagens.

Algumas diferencas comportamentais encontradas podem ser
atribuidas tanto a diferencas nos niveis de emocionalidade/ansiedade
desses animais como também a diferencas de aprendizado/memdria. Ou
ainda, as diferencas de ansiedade/emocionalidade, entre essas duas
linhagens, poderiam ocasionar diferencas nos seus desempenhos
cognitivos, principalmente aquelas com componentes emocionais
envolvidos, uma vez que se sabe que hd uma relacdo do estado
emocional do animal com a formagdo de memérias (RIBEIRO et al.,
2010). Ademais, muitos dos estudos supracitados relatam que os ratos
SHR apresentam um desempenho reduzido em diferentes paradigmas
utilizados para investigar processos de aprendizado e memdria
(MATHEWS, 1990; RIBEIRO et al., 2010). Assim, considerando os
fatores acima expostos, as seguintes hipéteses foram formuladas:

1. Existe um substrato neurobioldgico em comum entre
comportamentos relacionados a ansiedade/emocionalidade
e ao aprendizado/memoria;

2. O cromossomo 4, que influencia comportamentos
relacionados a ansiedade/emocionalidade, nesse modelo
genético animal, também influencia comportamentos
relacionados a aprendizado/memoria;

3. As linhagens SLA16 e SHR exibem comportamentos
contrastantes nos testes que avaliam memoria/aprendizado
e ansiedade/emocionalidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVOS GERAIS

Identificar regides cromossémicas relacionadas a memodria e
aprendizado no cromossomo 4 do rato, com o intuito de futuramente
revelar genes que possam ser alvos para tratamentos farmacolégicos de
transtornos neuropsiquiatricos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o desempenho comportamental de ratos F2 machos
provenientes das linhagens LEW e SHR e identificar
possiveis correlagdes entre medidas comportamentais em
diferentes testes que envolvam aprendizado, memoria e
emocionalidade;

e Avaliar o grau de correlagdo entre as medidas
comportamentais de diferentes testes que envolvam
aprendizado, memoria e emocionalidade;

e Realizar um mapeamento de QTL no cromossomo 4 para
comportamentos que envolvam aprendizado, memoria e
emocionalidade;

e Analisar os efeitos do locus Anxrrl6 sobre o perfil
comportamental das linhagens SLA16 e SHR em testes que
envolvam aprendizado, memdria e emocionalidade;

e Verificar se as linhagens SLA16 e SHR apresentam
diferencas na presséo arterial sistolica.
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4  MATERIAIS E METODOS

Primeira estratégia experimental

41 ANIMAIS

A linhagem LEW/HsdUnibAnra utilizada neste estudo foi obtida
da Harlan Sprague Dowley Inc. (Indianapolis, IN) e adquirida pelo
Laboratorio Genética do Comportamento (LGC)-UFSC a partir da
UNICAMP (Campinas, SP, Brasil). Ja a linhagem SHR/NCrlAnra,
originaria da Universidade de Harvard (Boston, MA), foi obtida a partir
da UNESP (Botucatu, SP, Brasil).

Desde suas aquisicdes pelo LGC-UFSC, as colbnias de ratos
LEW e SHR foram mantidas sob um sistema de acasalamento
consanguineo (irmdo/irmd), com o intuito de manter a consanguinidade
das linhagens. Os animais foram desmamados e separados por sexo com
quatro semanas de idade e, apds isso, foram mantidos em gaiolas de
plastico coletivas (cinco ratos/gaiola). Comida e 4agua estavam
disponiveis ad libitum, sob um ciclo claro/escuro de 12/12h (luzes
acessas as 07:00 h) com a temperatura sempre mantida a 21 + 2 °C.
Essas duas linhagens foram utilizadas para geracdo da populacdo F2,
necessaria para os estudos de analise de QTL.

Os experimentos realizados estavam de acordo com as normas
locais do Comité de FEtica no Uso de Animais em pesquisa da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) e do Rio Grande
do Norte (CEUA/UFRN) e foram aprovados sob os Protocolos PP00903
e 040/2011, respectivamente.

42 PRODUCAO DOS ANIMAIS F2

Devido a questdes de espaco e logistica, os animais utilizados nas
andlises de QTL realizadas neste trabalho foram produzidos em dois
momentos diferentes, denominados de primeiro e segundo grupo. Para a
producdo do primeiro grupo, cinco ratos SHR machos e cinco LEW
fémeas foram cruzados, gerando uma populacdo hibrida F1. Os animais
F1 foram intercruzados (15 machos x 15 fémeas), produzindo 59
machos F2 (primeiro grupo), no Laboratdrio de Estudos da Memoria em
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Roedores (LEME-UFRN) e foram submetidos a uma bateria de 5 testes
comportamentais (descritos a seguir), a partir de 8 semanas de idade.

Posteriormente, os mesmos animais F1 (15 machos e 15 fémeas)
foram novamente intercruzados, produzindo mais 40 machos F2
(segundo grupo). O segundo grupo também foi submetido a mesma
bateria de testes comportamentais que os animais do primeiro grupo, a
partir de 8 semanas de idade.

Apos os testes comportamentais (fenotipagem), todos os animais
foram sacrificados e amostras de tecidos foram retiradas de cada animal
para extracdo e analise de DNA (genotipagem).

Neste trabalho foram utilizados 96 ratos machos da geragéo F2
para as analises fenotipicas e genotipicas. Todas as andlises fenotipicas
envolvendo a geragdo F2 foram realizadas no LEME-UFRN e as
analises genotipicas foram realizadas no LGC-UFSC.

43 FENOTIPAGEM

4.3.1 Labirinto em Cruz Elevado Modificado

O labirinto em Cruz Elevado Modificado (LCEM), inicialmente
proposto por Silva e Frussa-Filho (2000), € um modelo para o estudo do
aprendizado e da memoria que fornece simultaneamente informaces
sobre o estado emocional do animal (SILVA; FRUSSA-FILHO, 2000).
Para a realizacdo desse teste foi utilizado um aparato constituido por
quatro bracos de madeira, dispostos em formato de cruz. Dois dos
bracos eram abertos (comprimento= 50 x largura= 15 cm) opostos a dois
bragos fechados de mesmo comprimento e largura e 40 cm de altura,
elevados cerca de 50 cm do chdo (Figura 2). Um dos bragos fechados
(braco aversivo) possuia uma lampada de 100W e uma fonte sonora
acopladas na extremidade final superior que, quando acionadas,
tornavam esse braco aversivo para o animal. A lampada acionada gerava
uma iluminacdo de aproximadamente: 1200 lux no inicio do braco
aversivo; 2000 na metade (embaixo da lampada) e 1500 no final. J& a
fonte sonora emitia um ruido de 80 dB quando ativada. Os bracos
abertos possuiam uma pequena borda com o intuito de prevenir uma
possivel queda do animal.
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Este protocolo consistiu em uma sessdo de treino e uma de teste.
Na sessdo de treino, cada animal foi colocado no aparato experimental e
pode explora-lo livremente por 10 minutos. Cada vez que o animal
entrava com as quatro patas no braco considerado aversivo, 0
experimentador acionava os estimulos aversivos (ruido de 80 dB
emitido pela caixa de som e luminosidade emitida pela lampada) por
meio do filtro de linha, interrompendo-os assim que o animal deixava
esse braco com as quatro patas. No outro braco fechado (braco ndo-
aversivo), ou nos bragos abertos, nenhum estimulo era acionado.

Na sessdo de teste, 24h ap0s a sessdo de treino, os animais foram
reexpostos a0 mesmo aparato, por 10 minutos, sem que nenhum
estimulo fosse aplicado. Entretanto, a caixa de som e a lampada
permaneceram sobre o brago aversivo (desligadas) como pistas
ambientais para o animal. Durante ambas as sessfes, 0 tempo de
permanéncia nos bragos abertos e em cada brago fechado (aversivo e
ndo-aversivo) foi registrado a cada minuto. O tempo de exploracdo dos
bracos aversivos foi aferido minuto a minuto, com o intuito de avaliar a
retencdo e extingdo da tarefa (minutos finais). A retencdo da tarefa
(aprendizado) foi avaliada pela porcentagem de tempo de exploragdo do
braco aversivo (tempo gasto no brago aversivo/tempo gasto em ambos
0s bragos fechados — aversivo e ndo-aversivo) na sessdao de teste. Ao
mesmo tempo, a porcentagem de tempo de exploracdo dos bracgos
abertos (tempo gasto nos bracos abertos/tempo gasto em todos o0s
bragos), aos quais roedores exibem uma esquiva inata, foi utilizada para
avaliacdo da emocionalidade. Além disso, a distancia percorrida no
labirinto também foi registrada e utilizada para avaliacdo da atividade
motora. As sessGes foram gravadas por uma camera digital posicionada
acima do aparato e 0 registro dos parametros comportamentais
supracitados foi realizado pelo software Anymaze® (Stoelting, USA).



Figura 2 - Aparato utilizado no teste do LCEM.

4.3.2 Campo Aberto

O Campo Aberto (CA), originalmente desenvolvido por Calvin
Hall (1934) para medir a emocionalidade em ratos, é um dos modelos
animais de ansiedade mais amplamente utilizados (HALL, 1934).
Roedores, em geral, possuem aversdo natural a ambientes novos, abertos
e iluminados, sendo que a exposicdo a essas situacdes pode desencadear
comportamentos  referentes a ansiedade. Atualmente, foram
desenvolvidas variagdes nesse teste, de acordo com o interesse da
pesquisa. Sdo encontradas variagbes no tamanho e forma da arena
(EILAM, 2003), bem como na intensidade da iluminacdo (WALKER;
DAVIS, 1997). Para realizacdo desse teste, utilizou-se uma arena preta
circular (didmetro de 84 cm), cercada por paredes de 32 cm de altura
(Figura 3), com o chdo do aparato dividido por linhas, sendo que a
regido adjacente a parede constituia a regido periférica, enquanto a
regido central era localizada na regido interna do aparato. Cada animal
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foi posicionado no centro do aparato e 0 nimero de quadrados cruzados
na regido periférica e central foi registrado ao longo de cinco minutos.
Além disso, quantificou-se também o tempo gasto na regido central no
aparato. Considera-se que a locomocao na area central do aparato esta
mais relacionada com a emocionalidade do animal, enguanto a
locomogdo periférica envolveria predominantemente o componente
motor (RAMOS, 2008).

Figura 3 - Aparato utilizado no teste do CA.

4.3.3 Reconhecimento de Objetos

O teste de Reconhecimento de Objetos (RO) (Figura 4) avalia
memérias declarativas episodicas e se baseia principalmente no
comportamento exploratério inato dos roedores. Esse teste possui
algumas vantagens frente a outros da mesma natureza, uma vez que nao
requer motivacdo externa, recompensa ou punicdo. Essencialmente, a
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exploracdo natural de objetos novos em um ambiente familiar é avaliada
pelos animais (ANTUNES; BIALA, 2012). Os estudos mostram que 0s
ratos normalmente gastam mais tempo explorando o objeto novo do que
0 ja apresentado (DODART et al., 1997; OBINU et al., 2002). Dois
objetos diferentes foram usados aleatoriamente entre os experimentos
(tacas ou xicaras). Os objetos diferiam em altura e largura, foram feitos
de pléastico e preenchidos com cimento para garantir que 0s animais ndo
os deslocariam durante o experimento.

O protocolo consistiu em uma sessdo de treino e uma de teste.
Vinte e quatro horas ap6s a habituagéo no teste do CA (item 4.3.2), cada
animal foi situado no centro do aparato com duas cépias idénticas de um
dos objetos (sessdo de treino), em uma configuracdo espacial especifica.
Uma hora apds, cada animal foi reexposto ao aparato com uma copia do
objeto familiar (objeto idéntico ao treino) e uma copia do objeto novo
(consistindo na sessdo de teste). O mesmo procedimento (teste) foi
realizado 24h ap6s a sessdo de treino. O tempo de exploracdo do objeto
novo (Tn) e do objeto familiar (Tf) foi contabilizado na sesséo de teste.
Com o tempo gasto em cada objeto calculou-se o indice de
discriminagdo (DI) — DI= (Tn-Tf)/(Tn+Tf). Esse resultado pode variar
de +1 a -1, no qual o resultado positivo indica mais tempo gasto com o
objeto novo, o resultado negativo indica mais tempo gasto com o objeto
familiar e o resultado zero, nenhuma preferéncia (AGGLETON et al.,
2010; BURKE et al., 2010). Considera-se que o animal aprendeu a
tarefa quando ele explora mais tempo o objeto novo em detrimento do
familiar.

Figura 4 — Esquema utilizado no teste do Reconhecimento de Objetos. Os
circulos representam o CA. As figuras geométricas representam 0s objetos
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idénticos na sessdo de treino. Na sessdo de teste esta representado o objeto familiar
e 0 Novo.

4.3.4  Alternacao Espontanea

Para avaliar diferencas de desempenho em tarefas de memoria de
trabalho espacial, na auséncia de estimulos aversivos, foi realizado o
teste de Alternacdo Espontanea (AE) (RIBEIRO et al., 2010). Nesse
experimento, cada animal foi submetido a uma sesséo de 10 minutos em
um labirinto em cruz elevado (Figura 5) feito de madeira, com quatro
bracos fechados idénticos (50 x 15 x 40 cm de altura) identificados
como bragos A, B, C e D. Pistas externas foram colocadas nas paredes
para que o animal pudesse se localizar espacialmente. Quando deixados
para explorar livremente, ratos alternam espontaneamente entre os
bragos do labirinto, utilizando a meméria de trabalho espacial para reter
as informagdes dos bragos previamente visitados. A sequéncia de
entradas nos bragos foi registrada e a porcentagem de alternacdo
espontanea foi utilizada para analise do comportamento. Uma alternacéo
é definida como a entrada em todos os quatro bragos consecutivamente,
sem repeti¢des, e o percentual de alternagdes sera calculado como o total
de alternagdes/maximo de alternacdes possiveis.



Figura 5 — Aparato utilizado no teste de Alterna¢do Espontanea.

43,5 Medo Condicionado

Com o intuito de se investigar o desempenho dos animais em
tarefas de memoria emocional classica, foi realizado o teste do Medo
Condicionado Contextual (MC) (Figura 6) idéntico ao descrito por
Ribeiro et al. (2010). Nesse tipo de condicionamento, também
conhecido como condicionamento Pavloviano, um estimulo inicialmente
neutro (nesse caso 0 contexto em que o animal se encontra) é pareado
com um estimulo incondicionado aversivo (choque nas patas),
transformando o estimulo neutro em condicionado aversivo, sendo
capaz de desencadear posteriormente e somente com sua apresentacao,
respostas de medo condicionadas, como o congelamento contextual
(FENDT; FANSELOW, 1999). Nesse protocolo os animais foram
submetidos a duas sessGes de 5 minutos (sessdo de treino e teste), em
uma caixa com chdo de grade de compartimento Unico. Na primeira
sessdo (treino), cada animal foi colocado no aparato e apds 150 s, seis
choques de 0,4 mA foram administrados por 2s a cada 30s. Nessa sesséo
de treino duas fases foram consideradas para melhor interpretagdo dos
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dados: antes (pré-condicionamento) e durante (condicionamento) a
administracdo dos choques. Apds o Gltimo choque, os ratos retornaram
para suas casas moradias. Na sessdo de teste (apds 24 h) ndo foram
aplicados choques e foi quantificada a duragdo do comportamento de
congelamento (freezing), definido como auséncia total de movimentos
do corpo e cabega, exceto aqueles necessarios para respiracdo, em
decorréncia da exposi¢ao ao contexto previamente pareado com choque.
Além disso, 0o comportamento de tentativa de escape (jumping e
rearing) também foi avaliado.

Figura 6 — Aparato utilizado no teste do Medo Condicionado.

4.4  ANALISE DE FATOR

Os resultados comportamentais dos animais F2 foram submetidos
a andlise de fator, com eigenvalue minimo igual a 1. O desenvolvimento
inicial da andlise de fator foi devido a Charles Spearman, que estudou a
correlagdo entre os resultados de testes de diversos tipos e observou que
muitas correlagdes observadas poderiam ser explicadas por um modelo
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simples de resultados (SPEARMAN, 1904). Tais analises fatoriais ou
multivariadas ja& mostraram que vérios fatores independentes foram
necessarios para explicar toda a gama de variabilidade observada em
respostas comportamentais a situa¢fes estressantes. Dessa forma, esse
tipo de analise tem sido empregada para distinguir entre diversas
dimensfes da reatividade emocional em modelos experimentais
(MORMEDE et al., 2002). A ideia inicial dessa analise consiste em
agregar uma série de variaveis reais em um nimero menor de variaveis
virtuais correlacionadas, chamadas de fatores. Diz-se que dois resultados
sdo altamente correlacionados se eles possuirem cargas elevadas nos
mesmos fatores. Quando as cargas sdo iguais, em um mesmo fator,
significa que os resultados sdo correlacionados positivamente. Do
mesmo modo, cargas opostas expressam uma correlacdo negativa.
Todos os procedimentos da andlise estatistica foram realizados com o
uso do programa Statistica 10.

45 GENOTIPAGEM

Foram testados 44 marcadores moleculares do tipo microssatélite
localizados no cromossomo 4 do rato, sendo que somente 24 foram
polimorficos entre as linhagens parentais. Destes todos, 10 foram
escolhidos por se distribuirem ao longo de todo o cromossomo e se
localizarem nas regides onde tinham sido encontrados QTL prévios
relacionados a caracteristicas neurobioldgicas (BICE et al., 1998; CARR
etal., 1998; 1ZIDIO et al., 2011; POTENZA et al., 2004; RAMOS et al.,
1999; TERENINA-RIGALDIE et al., 2003). Apés a analise
comportamental (fenotipagem), cada um dos animais foi entdo
genotipado para estes 10 marcadores do tipo microssatélite (Quadro 1).
As amostras de acido desoxirribonucleico (DNA) foram extraidas de
pequenos fragmentos tissulares do figado (de aproximadamente 1 cm)
dos animais F2. Para extracdo do DNA, utilizou-se o kit comercial
DNAzol (GibcoBRL), permanecendo estocado em freezer -20C até o
momento do uso. Apo6s a extracdo, 5 uL das amostras de DNA
(concentracdo de 10 ng/uL) foram submetidas a reacdo em cadeia da
polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR), com 5 uL de mix de
cada par de primers (1 pmol/mL de cada), 0,4 u de GoTag® DNA
Polymerase, 10 uL de tampéo 2x (Promega), em um volume total de 20
uL. A amplificacdo foi realizada em um termociclador Px2 Thermo
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Cycler (Hybaid, EUA) com a seguinte programacdo: (a) um ciclo a 96
°C por 5 minutos; (b) trinta e cinco ciclos a 92 °C por 30 segundos, 51-
59 °C (dependendo do microssatélite utilizado) por 1 minuto e 72 °C por
31 segundos; e (¢) um ciclo a 72 °C por 2 minutos. Em seguida ao
processo de amplificacdo, o produto de PCR dos animais F2 foi
misturado com corante ndo mutagénico Kasvi® e aplicado — juntamente
com amostras controle de animais LEW, SHR e F1 — em géis de agarose
a 3%. A genotipagem para cada marcador microssatélite foi analisada
comparando-se a posicdo das bandas de cada amostra com as dos
respectivos controles.

Quadro 1- Marcadores moleculares do tipo microssatélite utilizados na
genotipagem dos animais F2. Na primeira coluna estd o nome de cada
marcador. Na segunda coluna encontram-se a posi¢ao do marcador em pares de
base no cromossomo 4 (de acordo com 0 mapa RGSC Genome Assembly v3.4).
Na terceira, as sequéncias dos seus primers forward (F) e reverse (R) e na
quarta coluna, os tamanhos esperados para os alelos nas linhagens LEW e SHR
(com base em dados das sub-linhagens LEW/Pit e SHR/OlaHSd,
respectivamente). Todas as informag6es foram obtidas por meio do Rat Genome
Database Website (2014a).

Tamanhos
Marcador Posicéo Sequéncias dos Primers Forward (F) e esperados (pb)
(pb) Reverse (R)
LEW SHR
F.CCTGTCATGTTATTGATGATGATG
DaMGH22 4.410.369 R:GGTCACATGAAATTTGACCTCA 92 114
F: TCAAAGGGTAGATGATGGAGTTT
D4RAT151 29.413.686 238 224
R: GGTGCAAATTCAGAGGCATT

F: TCAGAAAAATTTAAATTGTATCTGTG Nao disponivel

DAWOX22 78.042.681
R: CCATATGCAAGTGTGGGTATC (aprox. 162 pb)
F: GTTAAGGAACCATGGGCTGA

D4RAT76 84.886.545 176 | 200
R: GTTAAGGAACCATGGGCTGA
F: CAGGGAGCTACTGCACACCT

D4RAT49 119.279.962 151 | 157
R: TCCATCCCTTCACAGACTTTG
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Tamanhos
Marcador Posicéo Sequéncias dos Primers Forward (F) e esperados (pb)
(pb) Reverse (R)
LEW SHR

F: TCCTTCACATACATGTGCATACC
D4AMGH27 129.308.765 258 252
R: TGAGAAGGGCTGTCAGTGG

F: GGGTCTTGTAGCATTTTTTAAAGC
D4AMGH6 135.636.930 154 142
R: AGAACCAACTCCTAAACTCCTGC

F: GCGGAATGATAGTTACTACGGC
D4RATS9 150.047.799 168 174
R: GCAGTGTGTTTGGGGTAGCT

F: CTCAACGAACAGGTTTCATTATG

D4MGH11 171.204.377 150 158
R: AGAAGGGATGACAATTGGTACG
N&o F: GCAGGAAACAGTTTACTTCATGC
D4RAT206 i 160 170
disponivel R: AAGTAGTTGGCATGCGTGTG

45.1 Gel de agarose

Para a genotipagem dos animais foi utilizado gel de agarose 3%
(79 de agarose dissolvidas em 250 mL de tampdo TBE 0,5X (Tris, Boro
e EDTA). A mistura foi levada ao forno micro-ondas e aquecida até a
total dissolucdo do p6. O gel foi entdo depositado no recipiente
apropriado por aproximadamente 20 minutos para ocorrer a
solidificacdo do gel. Em seguida, o gel sdlido foi colocado em uma cuba
de eletroforese e coberto com cerca de 700 mL de tampéo TBE 0,5X.
Depositou-se 7uL do produto de PCR e 1,5 uL do corante Kasvi®
(Alaranjado G, Azul de Bromofenol e Xileno Cianol) em cada pogo (ho
maximo 42 amostras por gel) que foram submetidos a uma corrente
elétrica variante e tensdo fixa de 300V durante 40-70 minutos, variando
de acordo com o marcador molecular utilizado.
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46 ANALISE DE QTL

Para proceder a analise de QTL, os dados genotipicos e
fenotipicos dos 96 ratos machos da geracdo F2 foram adicionados ao
software estatistico R e analisados por meio do pacote R/QTL, sendo
que os graficos provenientes das analises foram gerados pelo J/QTL,
gue é uma interface gréafica de andlise de dados. Antes de proceder a
analise de QTL, faz-se necessario a constru¢do de um mapa de ligacéo
que fornece a localizacdo e a distancia em frequéncia de recombinacéo
ou centimorgans (cM) entre todos os 10 marcadores moleculares do tipo
microssatélite utilizados. Essa distancia é calculada a partir da taxa de
recombinacdo que ocorre entre esses marcadores e foi realizada por
meio do programa GQMOL.

Apo6s a geracdo do mapa de ligacdo, os dados fenotipicos foram
adicionados ao programa R/QTL para entdo ser realizado 0 mapeamento
do QTL. A andlise de QTL utilizou os dados fenotipicos e genotipicos
com o objetivo de revelar as regides do genoma fortemente associadas
as caracteristicas fenotipicas de interesse. A andlise de ligacdo procurou
por um QTL ao longo de todo cromossomo a cada 1 cM, gerando um
LOD score (logaritmo de odds) como medida de significancia do QTL.
A pontuagdo de LOD score compara a probabilidade de existir um QTL,
em um determinado intervalo, com a probabilidade de nédo existir
nenhum QTL em qualquer lugar em todo cromossomo, sendo que
guanto maior o valor do LOD, maior a probabilidade de que a regido
gendmica em questdo afete o fen6tipo de interesse.

No presente estudo, os limiares (threshold) de significancia (p<
0,05) e sugestividade (p<0,10 altamente sugestivo e p< 0,63 sugestivo)
foram estimados por meio do teste de permutacdo para cada fendtipo,
com a analise de 1000 permutacBes a cada 1 cM. Esses limiares de
significancia foram escolhidos porque sdo os pontos de corte (cutoff)
aceitos (LANDER; KRUGLYAK, 1995) e foram calculados utilizando
1000 permutagbes (CHURCHILL; DOERGE, 1994). O teste de
permutacdo é uma abordagem mais geral para obter valores limiares de
significancia que sdo ajustados a cada caso. Foi utilizado o0 mapeamento
por intervalo composto, que consiste no método mais utilizado para
andlise de QTL, o qual leva em conta dados genotipicos faltantes em um
QTL putativo. O mapeamento por intervalo composto permite testar se
h& evidéncia da presenca de QTL em todas as posi¢cdes do genoma.
Além disso, o efeito do QTL também foi estimado considerando o grupo



(primeiro e segundo grupo da populacdo F2, ver item 4.2) como uma
covariavel interativa, ja que a época do nascimento (variavel ambiental)
pode afetar de modo diferente o comportamento dos animais. A
principal vantagem de se incluir covaridveis na andlise de QTL é reduzir
a variacdo dos residuos matematicos, no caso de a covariavel ter um
forte efeito sobre o fen6tipo, o que possibilita melhorar a capacidade de
deteccdo do QTL.

Segunda estratégia experimental

4.7  ANIMAIS

Nessa segunda parte do trabalho, foram utilizadas a linhagem
SHR e uma linhagem de ratos congénicos denominada SLA16. Esta
linhagem foi desenvolvida e avaliada integralmente no LGC-UFSC
entre os anos de 2005 e 2009. Como ja mencionado, nessas linhagens,
uma regido de interesse (locus diferencial) foi transferida do genoma de
uma das linhagens parentais (doadora) para a outra linhagem
(receptora), através de sucessivos retrocruzamentos (Figura 1). A partir
desse ponto, é possivel estudar as diferengas comportamentais
encontradas entre a linhagem congénica e a linhagem parental receptora,
uma vez que ambas as linhagens possuem o0 mesmo genoma, exceto pela
regido do locus diferencial, ao qual sdo atribuidas as diferencas
fenotipicas existentes entre as linhagens (PEREIRA, 2010). Nessa fase
do trabalho, foram utilizados machos das linhagens SLA16 e SHR
controle, sendo todos os experimentos realizados no LGC-UFSC
(CEUA/UFSC Protocolo PP00903).

48 ANALISE COMPORTAMENTAL

4.8.1 Labirinto em Cruz Elevado Modificado

Para realizacdo desse teste, 0S mesmos pardmetros
comportamentais descritos no item 4.3.1 foram avaliados. Todavia, 0
comportamento foi analisado por meio de camera de video situada
acima do aparato, onde os registros foram captados na sala adjacente a
sala de teste comportamental e analisados por um experimentador.
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4.8.2 Campo Aberto

O teste do CA foi realizado em uma arena branca (Figura 7)
quadrada (100 x 100 cm), cercada por paredes de 40 cm de altura, com o
chdo dividido por linhas pretas em 25 quadrados (20 x 20 cm). Os 16
quadrados adjacentes as paredes formavam a regido periférica do
aparato, enquanto 0s outros nove estabeleciam a parte central. A
iluminagdo do teste foi feita através da lampada da sala de testes,
controlada por um dimmer, sendo fixada em 10 lux. Cada animal foi
posicionado no centro do aparato e 0s mesmos parametros
comportamentais descritos no item 2.3.2 foram registrados (locomocéo
central, locomogao periférica e tempo gasto no centro do aparato).

Figura 7 — Aparato utilizado no teste do Campo Aberto.
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4.8.3 Reconhecimento de Objetos

Para realizagdo desse teste comportamental, o protocolo foi
exatamente 0 mesmo descrito no item 4.3.3, diferindo apenas na
estrutura do CA, que foi circular no experimento com os animais F2 e
guadrado nesse caso, conforme descrito no topico 4.3.2. Além disso, a
sessdo de teste foi realizada apenas 24 h ap6s a sessao de treino.

4.8.4  Alternacao Espontanea

Nesse experimento, foi utilizado um aparato branco de madeira
(Figura 8) formado por quatro bragos (60 x 10 x 20 cm de altura), sendo
gue um dos bracos foi fechado. Os bracos foram identificados como
bragco A, B, C e elevados a 70 cm do chdo. A sequéncia de entradas nos
bracos foi registrada e a porcentagem de alternacdo espontanea foi
utilizada para anélise do comportamento. Uma alternacdo é definida
como a entrada em todos os trés bragos consecutivamente, sem
repeticOes, e 0 percentual de alternagdes sera calculado como o total de
alternacBes/méximo de alternacbes possiveis.

Figura 8 — Aparato utilizado no teste de Alternacéo Esponténea.
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48,5 Medo Condicionado

A realizagdo desse teste seguiu exatamente 0 mesmo protocolo
descrito anteriormente (item 4.3.5). As medidas comportamentais
aferidas foram o tempo de congelamento e tentativa de escape do animal
nas sessdes de treino e teste, consideradas como medidas de retencdo da
tarefa, como ja anteriormente detalhada.

4.8.6 Medida ndo invasiva da pressao arterial

O método utilizado para obter a média da Pressdo Arterial
Sistolica (PAS) foi medida por pletismografia de cauda. A temperatura
da sala onde foram realizadas as medidas foi mantida a 30°C (modo
aquecido) e os animais foram levemente aquecidos por uma manta
térmica a fim de promover a dilatacdo da artéria caudal e possibilitar a
deteccdo do pulso por sensor. Os ratos foram acondicionados
individualmente em um contensor de acrilico, para limitar seus
movimentos. Apdés um periodo de adaptacdo ao contensor e
estabilizacdo (5 a 10 minutos) foi conectado a cauda dos animais um
manguito (tail-cuff) acoplado a uma bomba insufladora de ar (Eletro-
Esfigmoman6metro, ADInstruments) para promover o enchimento do
manguito e consequente oclusdo do fluxo sanguineo, além de um sensor
piesoelétrico para deteccdo do pulso. Tanto 0 manguito quanto o sensor
foram acoplados a um sistema de aquisicdo de dados (Programa
LabChart, versdo 7.0) para registro do pulso correspondente ao fluxo
sanguineo, bem como da pressdo necesséria (em mmHg) para se ocluir a
artéria caudal. Depois de estabilizado o fluxo sanguineo e a frequéncia
cardiaca do animal, a bomba insufladora foi acionada (pressdo maxima
de 200 mmHg) para que o manguito inflasse e ocorresse a oclusdo do
fluxo sanguineo que foi observada pela auséncia de fluxo detectada pelo
sensor, posterior a isso 0 manguito foi desinflado, havendo retorno do
fluxo sanguineo. O primeiro sinal de pulso detectado pelo sistema de
aquisicao de dados representou 0 momento em que a pressdo do sistema
tornou-se menor do que a pressdo sanguinea do rato. Este valor de
pressdo de oclusdo do manguito permitiu o aparecimento do primeiro
sinal de pulso considerado equivalente a PAS. Todos 0s grupos de
animais estudados foram submetidos a trés medidas de pressdo arterial,
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sendo que os valores obtidos de PAS utilizadas nas andlises estatisticas
correspondem a média dessas trés medidas.

4.9 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as anlises estatisticas foram feitas utilizando o software
Statistica 10 (Statsoft, Tulsa, OK, EUA). Experimentos envolvendo a
linhagem como Unico fator foram analisados pelo teste t de Student. No
experimento de RO e MC foi utilizado o teste t pareado para verificar
diferencas entre as sessdes dentro de um mesmo teste. Na analise dos
genotipos dos marcadores moleculares relacionados aos QTL
significativos foi utilizado a ANOVA de uma via para o fator
“genétipo”, sendo que sempre que necessario o teste de comparagdo de
médias (post-hoc) Newman-Keuls foi aplicado. Valores de “p” menores
ou iguais a 0,05 foram considerados como resultados significativos.
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5 RESULTADOS

Resultados da primeira estratégia comportamental

Os resultados das distribuicBes comportamentais de algumas
varidveis dos testes comportamentais relacionados a emocionalidade e
ao aprendizado/memodria realizados com os animais F2 localizam-se na
Figura 9.
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Figura 9 — Histograma do comportamento dos 96 animais F2 LEW/SHR nos
testes: a) percentual de tempo nos bragos aversivos do LCEM; b) percentual de
tempo nos bragos abertos do LCEM; c) locomogdo central no CA,; d) locomocéo
periférica no CA; e) indice de discriminacdo de objetos no RO; f) nimero de
alternacGes espontaneas no teste de AE; g) tempo de congelamento no MC e h)
nimero de tentativas de escape no MC. LCEM= Labirinto em Cruz Elevado
Modificado, CA= Campo Aberto e MC= Medo Condicionado.
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O resultado da andlise de fator para oito medidas
comportamentais, selecionadas dos cinco testes comportamentais
realizados com os animais F2, encontra-se exibido na Tabela 1.

Essa analise revelou trés fatores principais com eigenvalues
maior do que 1, correspondendo em conjunto a 57% da variancia total
dos dados. O primeiro fator, que correspondeu a 25% da variancia total,
correlacionou as medidas de locomocéo central e periférica no CA com
a alternacdo espontanea no teste de AE e tentativa de escape no MC e
todas essas se correlacionaram negativamente com a medida do tempo
de congelamento no MC. O segundo fator, correlacionou positivamente
medidas do teste do LCEM (porcentagem de tempo nos bragos abertos e
nos bracos aversivos) com a locomocao central no CA, indicando que os
animais que se locomovem mais no centro do CA, também gastam mais
tempo nos bragos abertos e aversivos do LCEM. Por fim, o terceiro fator
correlacionou o indice de discriminagdo de objetos no teste de RO com
tempo de congelamento no MC.

Tabela 1 - Anélise de fator de tragos fenotipicos quantificados em ratos machos da
geracdo F2 LEW/SHR.

Medidas Comportamentais Fator 1 Fator 2 Fator 3
% tempo bragos abertos (LCEM) 0,77

% tempo brago aversivo (LCEM) 0,81

indice de discriminagéo (RO) -0,85
Alternacdo espontanea (AE) -0,75

Tempo de congelamento (s) (MC) 0,46 -0,42
Tentativa de escape (MC) -0,44

Locomogdo central (CA) -0,61 0,42

Locomogdo periférica (CA) -0,74

Variancia total (%) 25 19 13

Quantificagdo de oito tragos fenotipicos em 96 ratos machos (F2 LEW/SHR).
Escores maiores que 0,4 sdo mostrados para cada fator. LCEM = labirinto em cruz
elevado modificado, RO = reconhecimento de objetos, AE= alternacdo esponténea,
MC = medo condicionado e CA = campo aberto.
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O mapa genético produzido a partir da analise de ligacdo
envolvendo todos os 96 animais F2 produzidos e os 10 marcadores
moleculares utilizados encontra-se exibido na Figura 9. Os marcadores
utilizados originaram um mapa de ligacdo de 129,8 cM. O marcador
D4Rat49 ndo se alinhou ao mapa de ligacdo, como resultado ele néo fez
parte desse mapa.

Cra4 Marcador
i pDamgh22

1950

H— D4Ratl51

I DaAWoxx22
l— parat7s

Il pDamgh27
I Damghe

1510
Il DaRrats9
1750

H— Damghii

1250

— D4Rat206

Figura 10 - Mapa genético originado a partir dos dados genotipicos obtidos com
os 10 marcadores moleculares utilizados 96 animais da populacdo F2 deste
estudo. A linha vertical representa o cromossomo 4 onde estdo demonstradas as
posicdes de cada marcador. As distancias entre eles estdo representadas em cM
do lado esquerdo da figura, enquanto que os nomes dos marcadores estdo do
lado direito da mesma. O marcador D4Rat49 nédo foi alinhado ao mapa. Cr=
Cromossomo.
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Primeira anélise de OTL - considerando o “grupo” como covaridvel
interativa

A primeira analise de QTL do cromossomo 4, na qual o grupo
(ver secdo 4.6) foi adicionado como uma covariavel interativa, revelou
um QTL significativo (Figura 11) e dois sugestivos (Tabela 2). O QTL
significativo (p<0,01) influenciou uma medida relacionada a memdria
aversiva (tentativa de escape no teste do MC). Esse QTL foi encontrado
proximo ao marcador D4Wox22 e alcancou um LOD escore de 4,45
(Figura 11).

Tentativa de Escape

40
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Distancia (cM)

DaMgh22 L
D4Rat151 £
DaWox22 E -
D4Rat76 £
DaMgh27 £
DaMght £
D4Rat59 £
DaMght1 £
D4Rat206 £

Figura 11 - QTL significativo encontrado para a medida “tentativa de escape”
no teste do Medo Condicionado na andlise de ligacdo realizada com 96 machos
F2 LEW/SHR. No eixo do X encontram-se os 10 marcadores moleculares
utilizados na analise e a distancia em centimorgans (cM). No eixo Y os valores
de maxima probabilidade deste QTL em LOD escore. Os limiares (threshold) de
significancia (p< 0,05) e sugestividade (p<0,10) e (p< 0,63) estéo representados
pelas linhas hachuradas.



Ainda considerando o “grupo” como uma covariavel interativa,
os dois QTL sugestivos encontrados afetaram o percentual de tempo
gastos no LCEM e a locomogéo central no CA (Figura 12).
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Figura 12 - QTL sugestivos encontrados na andlise de ligagdo com os 96 machos F2
LEW/SHR para: a) porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos do LCEM e b)
locomocdo central no CA. No eixo do X encontram-se os 10 marcadores
moleculares utilizados na andlise e a distancia em centimorgans (cM). No eixo Y 0s
valores de méaxima probabilidade deste QTL em LOD escore. Os limiares
(threshold) de sugestividade (p<0,10) e (p< 0,63) estdo representados pelas linhas
hachuradas. LCEM= Labirinto em Cruz Elevado Modificado, CA= Campo Aberto.
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Segunda anélise de QTL — modelo sem covariaveis

Na segunda andlise, foi encontrado um QTL significativo
(Figura 13) e quatro sugestivos (Tabela 2). O QTL significativo foi
para a medida da distancia percorrida durante a sessdo de treino do
LCEM (Figura 13). Ele foi encontrado préximo do marcador D4Mgh27
e apresentou um valor de LOD escore de 2,54 (p<0,05). Os valores de
LOD escore, nivel de significancia e localizacdo em cM dos QTL
significativos e sugestivos encontram-se na Tabela 2.
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Figura 13 - QTL significativo encontrado para a medida “distancia percorrida”
na sessdo de treino do teste do Labirinto em Cruz Elevado Modificado (LCEM)
na andlise de ligacdo com 96 machos F2 LEW/SHR. No eixo do X encontram-
se 0s 10 marcadores moleculares utilizados na andlise e a distancia em
centimorgans (cM). No eixo Y os valores de méaxima probabilidade deste QTL
em LOD escore. Os limiares (threshold) de significancia (p< 0,05) e
sugestividade (p<0,10) e (p< 0,63) estdo representados pelas linhas hachuradas.
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Em relagdo aos QTL sugestivos, trés deles influenciaram
comportamentos relacionados ao teste do LCEM e o outro uma medida
relacionada ao teste do CA (Figura 14).
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Figura 14 — QTL sugestivos encontrados na analise de ligagdo com os 96
machos F2 LEW/SHR para: a) porcentagem de tempo gasto nos bragcos
aversivos do LCEM; b) numero de entradas no brago aversivo do LCEM; c)
tempo nos bragos abertos do LCEM; d) locomogao periférica no CA. No eixo
do X encontram-se os 10 marcadores moleculares utilizados na anélise e a
distdncia em centimorgans (cM). No eixo Y os valores de maxima
probabilidade deste QTL em LOD escore. Os limiares (threshold) de
sugestividade (p< 0,630) estdo representados pelas linhas hachuradas. LCEM=
Labirinto em Cruz Elevado Modificado, CA= Campo Aberto.
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Levando em conta os dois QTL significativos aqui apresentados,
a Figura 15 mostra os respectivos fendtipos e os genotipos dos animais
segundo o marcador molecular mais préximo ao pico do QTL do
fendtipo referente. Os resultados das tentativas de escape para os trés
possiveis gendtipos no marcador D4Wox22 foram: 7,31 + 0,85
LEW/LEW (n= 19); 5,00 + 0,35 LEW/SHR (n= 50); 7,51 + 0,76
SHR/SHR (n= 27). A ANOVA revelou um efeito significativo dos
genotipos (F(,03= 6,88; P<0,01), sendo que o post hoc de Newman-
Keuls mostrou que os animais que carregam o gendtipo LEW/SHR
fazem menor nimero de tentativas de escape em comparagdo com 0S
outros genotipos (Figura 15a).

Os resultados das distancias percorridas no teste do LCEM para
0s trés possiveis genotipos no marcador D4Mgh27 foram: 20,12 + 2,18
LEW/LEW (n= 20); 16,40 + 1,01 LEW/SHR (n= 53); 15,33 + 1,48
SHR/SHR (n= 23). A ANOVA revelou um efeito significativo do
genotipo (F(e3)- 4,97; p<0,01), sendo que o post hoc de Newman-Keuls
mostrou que 0s animais contendo duas cépias do alelo LEW (p<0,01)
percorreram uma distancia maior quando comparados aos animais com
os outros dois genotipos (Figura 15b).
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Figura 15 — Gen6tipos dos animais segundo o marcador D4Wox22 para 0
fendtipo “tentativa de escape” no teste do Medo Condicionado (n= 19 L/L, 50
L/S e 27 SIS) (a) gendtipo dos animais segundo o marcador D4Mgh27 para o
fendtipo “distancia percorrida” no LCEM (n= 20 L/L, 53 L/S e 23 S/S) (b). (**)
p<0,01. ANOVA de uma via seguido pelo post hoc de Newman-Keuls.
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Resultados da sequnda estratégia experimental

ANALISE COMPORTAMENTAL

A anélise comportamental das linhagens SLA16 e SHR foi
realizada seguindo os protocolos anteriormente detalhados. Os nimeros
amostrais utilizados em cada teste podem ser encontrados nas legendas
das figuras.

Labirinto em cruz elevado modificado

Na sessdo de treino do LCEM, o teste t de Student revelou que a
linhagem SLAL16 apresentou maior percentual de tempo gasto nos
bragos aversivos quando comparada & SHR (p<0,01; Figura 16a). Com
0 intuito de se observar o aprendizado ao longo da sessdo de treino,
dividiu-se a andlise em dois blocos de cinco minutos. Nos primeiros
cinco minutos, o teste t de Student mostrou que a linhagem SLA16 teve
um maior percentual de tempo nos bracgos aversivos (p<0,01; Figura
16b) em relacdo a linhagem SHR, sendo que essa diferenca ndo
permaneceu nos minutos finais dessa sessdo. Na sessdo de teste ndo
foram encontradas diferencas significativas entre as linhagens para a
porcentagem de tempo gasto nos bragos aversivos do LCEM.
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Figura 16 - Percentual de tempo gasto nos bragos aversivos considerando toda a
sessdo (a) e em blocos de cinco minutos (b) durante o treino no LCEM.
Percentual de tempo gasto nos bragos aversivos considerando toda a sessdo (c) e
em blocos de cinco minutos (d) durante o teste no LCEM pelas linhagens
SLA16 e SHR (n=10-12/linhagem). Barras e linhas verticais representam os
valores da média e erro padrdo da média. (**) p<0,01. Teste t de Student.

Considerando a medida de porcentagem de tempo gastos nos
bracos abertos desse mesmo aparato, na sessdo de treino o test t de
Student mostrou que a linhagem SLA16 apresentou maior percentual de
tempo gasto nos bracos abertos quando comparada a SHR (p<0,05;
Figura 17a). Ainda, com o objetivo de investigar diferencas de
estratégia comportamental durante a sessdo de treino, dividiu-se a sessdo
em dois blocos de cinco minutos. Nos primeiros cinco minutos, o teste t
de Student revelou que a linhagem SLA16 apresentou um maior
percentual de tempo gasto nos bragos abertos (p<0,01; Figura 17b)
guando comparada a linhagem SHR, sendo que essa diferenca nédo
permaneceu nos minutos finais.
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Ja na sessdo de teste, foi detectada uma tendéncia significativa
(p=0,07) para a porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos, com a
linhagem SLA16 explorando mais esse braco quando comparada a SHR
(Figura 17c). Quando a sessdo de testes foi analisada em dois blocos de
cinco minutos, observou-se uma tendéncia significativa para o
percentual de tempo gastos nos bracos abertos nos minutos iniciais da
sessdo (p=0,056), sugerindo que a linhagem SLA16 gaste mais tempo
nos bracos abertos durante os minutos iniciais da sessdo de teste quando
comparada a SHR (Figura 17d).
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Figura 17 - Percentual de tempo gasto nos bragos abertos considerando toda a
sessdo (a) e em blocos de cinco minutos (b) durante o treino no LCEM.
Percentual de tempo gasto nos bragos abertos considerando toda a sesséo (c) e
em blocos de cinco minutos (d) durante o teste no LCEM pelas linhagens
SLA16 e SHR (n=10-12/linhagem). Barras e linhas verticais representam os
valores da média e erro padrdo da média. (*) e (**) efeitos significativos do
fator linhagem (p<0,05 e p<0,01), teste t de Student.
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Na tentativa de se obter uma medida de atividade locomotora, o
nimero de entradas em todos os bragos do LCEM (entradas totais) foi
contabilizado. Nas sessdes de treino (Figura 18a) e teste (Figura 18c)
do LCEM, o teste t Student mostrou que a linhagem SLA16 apresentou
maior nimero de entradas (p<0,01) do que a linhagem SHR em todos 0s
bragos do LCEM. Além disso, considerando apenas as entradas nos
bragos aversivos, foi detectada uma tendéncia de resultado significativo
(p=0,07), sugerindo que a linhagem SLA16 tenha um maior nimero de
entradas nos bracos aversivos que a linhagem SHR na sessdo de treino
do LCEM (Figura 18b).
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Figura 18 - Numero de entradas totais na sessdo de treino (a) e teste (c) do
LCEM e nimero entradas nos bragos aversivos durante a sessdo de treino do
LCEM (b) pelas linhagens SLA16 e SHR (n=10-12/linhagem). Barras e linhas
verticais representam os valores da média e erro padrdo da média. (**) p<0,01.
Teste t de Student.
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Campo Aberto

O teste t de Student mostrou que ratos SLAL16 apresentaram
escores mais altos de locomocdo central (p<0,05) (Figura 19a) e
periférica (p<0,01) (Figura 19b) no CA quando comparados aos SHR.
N&o houve diferenga significativa no tempo gasto no centro do aparato
entre as linhagens (dado ndo mostrado).
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Figura 19 - Namero de quadrados cruzados na regido central (a) e periférica (b)
do CA por ratos das linhagens SLA16 e SHR (n=12/linhagem). Barras e linhas
verticais representam os valores da média e erro padrdo da média. (*) p<0,05 e
(**) p<0,01. Teste t de Student.

Reconhecimento de objetos

Né&o foram encontradas diferencas significativas para o indice de
discriminagdo de objetos entre ambas as linhagens (p>0,05) (Figura
20a). Porém, destaca-se que ambas as linhagens exploraram mais o
objeto novo em detrimento do familiar, conforme ilustrado pela Figura
20b.
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Figura 20 - indice de discriminacfo de objetos (a) e tempo de exploragio dos
objetos (familiar e novo) (b) no teste de RO por ratos das linhagens SLA16 e
SHR (n=12/linhagem). (***) p<0,001. Teste t pareado

Alternacdo espontanea

Ndo foram encontradas diferencas significativas para a
porcentagem de alternagdo espontanea (Figura 21a) e para 0 ndmero
total de entradas em todos os bracos (Figura 21b) do teste de AE.
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Figura 21 - Porcentagem de alternacdo esponténea (a) e total de entradas nos
trés bragos (Fig. Xb) do teste de AE por ratos das linhagens SLA16 e SHR
(n=12/linhagem). Teste t de Student.
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Medo condicionado

Durante a sessdo de treino, os dados foram analisados
separadamente durante as fases de pré-condicionamento e
condicionamento. A duracdo do comportamento de congelamento nédo
diferiu entre as linhagens durante a fase de pré-condicionamento, porém
na fase de condicionamento a linhagem SHR mostrou uma maior
duragdo do comportamento de congelamento (p<0,01; Figura 22a) em
relagdo a SLA16. Na sessdo de teste nenhuma diferenca significativa foi
encontrada entre as linhagens.

O ndmero de tentativa de escape foi maior na linhagem SLA16
(p<0,01; Figura 22b) comparada a SHR durante a fase de pré-
condicionamento, e nenhuma diferenca entre as linhagens foi encontrada
para esse parametro na fase de condicionamento durante a sessdo de
treino. Entretanto, observou-se uma diferenca (p= 0,05) no ndmero de
tentativas de escape durante a sessao de teste, sugerindo que a linhagem
SLA16 apresenta maior nimero de tentativas de escape do que a SHR
(Figura 22b).
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Figura 22 — Duracdo do comportamento de congelamento medido em segundos
(a) e nimero de tentativas de escape de ratos das linhagens SLA16 e SHR
(n=15-14/linhagem), durante as fases de pré-condicionamento (Pre-cond) e
condicionamento (Cond) durante a sessdo de treino e ap6s o condicionamento
do medo contextual na sessdo de teste (Teste). Barras e linhas verticais
representam os valores da média e erro padrdo da média. (*) p<0,05 e (**)
p<0,01 representam diferencas entre as linhagens. Teste t de Student. (###)
p<0,001 representa diferengas entre as sessdes. Teste t pareado.
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Pressdo arterial

O teste t de Student mostrou que os animais da linhagem SHR
apresentam pressdo arterial mais elevada quando comparados aos da
linhagem SLA16 (p<0,001) (Figura 23).
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Figura 23 — Pressdo arterial sistlica de ratos das linhagens SLA16 e SHR
(n=8/linhagem) Barras e linhas verticais representam os valores da média e erro
padrdo da média. (***) p<0,001. Teste t de Student.
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6 DISCUSSAO

Os ratos das linhagens isogénicas LEW e SHR diferem quanto ao
nivel de emocionalidade em diversos testes comportamentais validados
para este fim, sendo que a linhagem SHR exibe um perfil de menor
“ansiedade” em relacdo a linhagem LEW (RAMOS et al., 1997,
RAMOS et al., 1998; RAMOS; MORMEDE, 1998). Porém, os
resultados de alguns testes comportamentais (RAMOS et al., 2002)
possibilitaram questionar se essas diferencas seriam meramente
relacionadas a emocionalidade desses animais ou poderiam ser
atribuidas também a diferencas de aprendizado e memaria. Ou ainda, se
as diferencas de emocionalidade entre essas duas linhagens poderiam
ocasionar diferencas no aprendizado/memoria.

Sabe-se que diferencas nos graus de ansiedade, tanto em humanos
como em modelos animais ndo humanos, podem afetar o desempenho
cognitivo (EYSENCK et al.,, 2007). Sabe-se, ainda, que processos
cognitivos desempenham um papel fundamental em transtornos
relacionados com a ansiedade (KALUEFF; MURPHY, 2007). Nesse
aspecto, parece existir uma forte relacdo entre memdria e ansiedade.
Entre as estruturas cerebrais envolvidas, foi demonstrado que a amigdala
participa no armazenamento de informagdes aversivas (DAVIS, 1992).
A amigdala também tem funcdo importante na ansiedade e infusdo de
benzodiazepinicos nessa estrutura cerebral induz efeitos ansioliticos em
diversos testes comportamentais (DAVIS et al., 1994). O hipocampo
também ¢é conhecido por desempenhar um papel fundamental na
formacdo da meméria (IZQUIERDO; MEDINA, 1997), possuindo,
ainda, evidencias da sua relacdo com a ansiedade (MCNAUGHTON,
1997). Ao mesmo tempo, alguns estudos propdem que a ansiedade e a
meméria ndo sdo apenas relacionadas, mas que a ansiedade seria uma
etapa necessaria para formagdo da memoéria (MATHEWS, 1990).

Por esses motivos, as linhagens LEW e SHR foram utilizadas
nesse estudo, que é composto basicamente de duas etapas. Na primeira
etapa desse trabalho, técnicas genéticas e comportamentais foram
empregadas no intuito de descobrir regides gendmicas associadas a
comportamentos de emocionalidade e aprendizado/memoria. Além
disso, avaliou-se a correlagdo entre as medidas comportamentais de
diferentes testes que medem emocionalidade e aprendizado/memdria.
Ambas as estratégias tiveram o intuito de investigar se esses
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comportamentos teriam um substrato neurobiolégico em comum. Na
segunda etapa, utilizou-se uma linhagem congénica na intencdo de
estudar os efeitos do locus diferencial nos comportamentos citados.
Com o intuito de facilitar a interpretacdo dos dados, a discussdo estara
dividida entre essas duas estratégias experimentais.

6.1 PRIMEIRA ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A primeira hip6tese desse trabalho sugeria que a correlagédo entre
0s comportamentos referentes a emocionalidade e a memodria seria
significativa. Com o intuito de responder essa questdo, foi utilizada uma
andlise multivariada chamada de anélise de fator. Para isso, os 96
animais da geracdo F2 foram todos submetidos a cinco testes
comportamentais (LCEM, CA, RO, AE e MC). Apos a finalizacdo dessa
bateria de testes, algumas medidas comportamentais (uma a duas de
cada teste) foram utilizadas para producéo dos fatores.

Os resultados da andlise de fator revelaram algumas correlactes
intra e inter-testes significativas. Como ja explicado, diz-se que dois
resultados sdo altamente correlacionados se eles possuirem cargas
elevadas nos mesmos fatores. Quando as cargas sdo iguais, em um
mesmo fator, significa que os resultados sdo correlacionados
positivamente. De modo contrario, cargas opostas expressam uma
correlacdo negativa. Trés fatores foram revelados no presente estudo
(Tabela 1).

O fator 1, que representa a maior fatia da variabilidade total
(25%), correlacionou o tempo de congelamento e tentativa de escape no
MC, com a locomocdo central e periférica no CA e nUmero de
alternagdes espontaneas no teste de AE. Neste fator, a correlacdo do
tempo de congelamento se deu de forma negativa com todas as outras
medidas. Ou seja, o animal que possui um tempo maior de
congelamento no MC (considerado como medida de memdria aversiva),
demonstra menor tentativa de escape nesse teste, menor locomocgéo
central e periférica no CA e menor nimero de alternagBes espontaneas.
Esse resultado leva a duas possiveis interpretacGes: este fator pode
representar uma dimensdo psicoldgica relacionada com desempenho
cognitivo dependente do nivel de ansiedade ou representar uma
dimenséo relacionada a atividade locomotora em ambientes novos.
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Levando a primeira interpretagdo em consideragdo, o animal que
se locomove menos no CA (central e perifericamente) seria considerado
mais “ansioso” e teria um tempo maior de congelamento (maior
retencdo da memoria aversiva). Realmente, ha estudos que mostram essa
correlagdo negativa, na qual animais que exploram menos as areas
aversivas de diferentes testes (mais “ansiosos”) demonstram maior
tempo de congelamento (LOPEZ-AUMATELL et al., 2011). Também ja
se sabe que o nivel de ansiedade é acompanhado de um aumento da
liberacdo de diversos neurotransmissores, como de noradrenalina e
adrenalina e de alguns horménios como os glicocorticoides e a
vasopressina. O efeito de todas essas substancias na consolidagdo da
memoria é aumentar a ansiedade até certo nivel e, a partir deste, quando
a ansiedade é intensa, é o de diminuir a consolidacdo (MCGAUGH,
2004). Como ja& mencionado anteriormente, ha diversos estudos que
mostram que diferencas nos graus de ansiedade podem afetar o
desempenho cognitivo (DAVIS et al., 1994; EYSENCK et al., 2007;
IZQUIERDO; MEDINA, 1997), sendo que o fator 1 pode estar
representando uma dimensdo relacionada com a modulagdo das
memorias pela ansiedade.

Ponderando a segunda interpretacdo, é importante discutir o fato
de a locomocdo central ter se correlacionado positivamente com a
periférica no CA, pois estas medidas deveriam avaliar componentes
emocionais diferentes (FERNANDEZ-TERUEL et al., 2002; RAMOS
et al., 1998). Contudo, resultados da literatura e do nosso laboratério
sugerem que essas duas medidas podem compartilhar um substrato
neurobiolégico em comum, pois ambas envolvem locomogdo em um
ambiente novo, que pode desencadear reagBes emocionais no animal
(DE MEDEIROS et al., 2013; HAMEISTER et al., 2008; RAMOS et
al., 2003). Além disso, originalmente o teste do CA mensurava apenas a
locomocdo total dos animais, sendo que 0s animais que se
locomovessem menos e defecassem mais eram considerados mais
“ansiosos” (HALL, 1934). Nao é possivel descartar a hipdtese de que o
fator 1 possa representar uma dimensdo de atividade locomotora geral,
entretanto nossos dados reforcam que, a0 menos em parte e a0 menos
nestas populagdes, estas locomogdes tém um componente bioldgico em
comum.

O fator 2 relacionou positivamente o percentual de tempo gasto
nos bragos abertos (sess@o de treino) e nos bragos aversivos (sessdo de
teste) do LCEM com a locomocao central no CA. Essa correlacdo ja é
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um pouco mais facil de ser explicada, uma vez que essas medidas levam
em conta a esquiva de areas que sdo consideradas aversivas para 0
animal. Porém, cabe ressaltar que a esquiva dos bracos abertos do
LCEM e a locomocgdo central do CA sdo medidas classicas de medo
inato (RAMOS; MORMEDE, 1998; RIBEIRO et al., 2011), enquanto a
esquiva dos bragos aversivos no LCEM leva em conta o aprendizado do
animal (RIBEIRO et al., 2010). Assim, este segundo fator sugere que,
ao menos em parte, essas trés medidas compartilham uma mesma
dimensdo emocional. Tal informacdo € corroborada por diversos
estudos, 0s quais demonstram que existem areas cerebrais em comum
envolvidas na modula¢do do medo inato e aprendido (LEDOUX, 2012;
LIKHTIK et al., 2014; MARTINEZ et al., 2013; SHUMYATSKY et al.,
2005). Além disso, é ampla a literatura que discorre sobre as areas e
estruturas encefélicas ativadas quando um animal entra em contato com
um estimulo aversivo e, como resultado, exibe comportamentos
defensivos (GRAEFF, 1981; 1994; GRAY; MCNAUGHTON, 2000).

Por fim, o fator 3 representa medidas relacionadas com
aprendizado e memoria, correlacionando o indice de discriminacdo de
objetos no RO com tempo de congelamento no MC. No teste de RO, a
meméria declarativa é o principal componente estudado. A memodria
declarativa (ou explicita) é aquela que registra fatos ou eventos e pode
ser dividida em episodica (referente a eventos que participamos ou
assistimos) e semantica (de conhecimentos gerais) (IZQUIERDO,
2011). Os experimentos com animais de laboratorio abrangem em geral
guase gue exclusivamente memorias episodicas (reconhecer um evento
em determinado contexto, reconhecer objetos, etc.) (WINTERS et al.,
2008). Esse tipo de meméria também é necessaria no teste do MC, uma
vez que o animal precisa recordar-se de uma experiéncia prévia
(BARBOSA et al., 2013; RUDY et al., 2004). As principais regides
moduladoras da formacdo da memoria declarativas sdo a amigdala
basolateral e as regides reguladoras dos estados de alerta e ansiedade,
como a substancia negra, o locus ceruleus e 0s nucleos da rafe
(IZQUIERDO, 2011). Ou seja, em ambos os testes o nivel de ansiedade
do animal pode interferir no desempenho cognitivo.

Diante do exposto, a hipdtese de que existisse um substrato
neurobiolégico em comum entre variaveis de diferentes testes de
emocionalidade e aprendizagem e memoria pode ser confirmada, uma
vez que todos os fatores encontrados envolveram medidas de
emocionalidade e aprendizado e memdria.



83

A segunda hipotese experimental sugeria que o cromossomo 4,
gue influencia comportamentos de ansiedade/emocionalidade (1ZIDIO
et al, 2011; RAMOS et al, 1999), também influenciaria
comportamentos relacionados a aprendizagem/memdria. As analises de
QTL realizadas nesse estudo revelaram duas regides gendmicas
significativamente associadas com comportamentos alusivos & memoria
aversiva e atividade locomotora em um ambiente novo. Essas regides
afetaram a tentativa de escape no MC e a distancia percorrida na sessao
de treino do LCEM, respectivamente.

O primeiro QTL (Figura 11), afetando a tentativa de escape no
MC, estd situado na posi¢do de 46 cM, muito préximo ao marcador
D4Wox22. Embora a avaliacdo de tentativa de escape ndo seja um
pardmetro muito usual em tarefas de condicionamento de medo, ela foi
usada no teste com o intuito de medir uma estratégia comportamental
diferente, uma vez que alguns animais adotam uma resposta ativa nesse
experimento, opondo-se ao comportamento classico de congelamento
(considerada uma resposta passiva). Animais humanos e ndo humanos
devem adotar respostas de medo apropriadas quando expostos a uma
situacdo ameacadora. Nesse sentido, estudos envolvendo modelos
animais e humanos revelaram diferencas individuais na forma de
enfrentar os desafios ambientais eminentes. Em roedores, 0s
comportamentos defensivos foram agrupados em enfrentamento passivo
(ou reativo) ou enfrentamento ativo (ou pro-ativo) (METNA-
LAURENT et al., 2012; RIBEIRO et al., 2010). Além disso, alguns
pesquisadores usando uma estratégia farmacogenética em camundongos
transgénicos descobriram que atividades neuronais em um subgrupo de
neurbnios da amigdala sdo necessarias para 0 comportamento de
congelamento em resposta ao estimulo aversivo no MC (TSETSENIS et
al., 2007). Esse mesmo grupo mostrou que a inibicdo desses neurbnios
alterou a resposta comportamental ao estimulo aversivo de passiva para
uma resposta ativa, ou seja, 0 animal que inicialmente congelava frente
ao estimulo aversivo alterou sua estratégia comportamental para fuga
(GOZzZzl et al., 2010).

Outro ponto importante a ser discutido é o fato de esse QTL ter
aparecido apenas quando o “grupo” foi adicionado como uma covariavel
interativa. Como ja foi mencionada, a principal vantagem de se incluir
covaridveis nas analises de QTL é reduzir as variagdes residuais no caso
de a covariavel ter um efeito forte sobre o fenétipo, o que aumentaré a
possibilidade de detectar novos QTL. Quando uma covariavel interage



84

com o QTL, significa que os efeitos do QTL variam de acordo com a
covariavel (BROMAN, 2009). Como os “grupos” de animais F2
nasceram em momentos diferentes, pensou-se que a época do
nascimento pudesse fazer com que oS animais se comportassem de
forma diferente, tendo em vista que alguns estudos ja encontraram
fatores ambientais importantes que podem modificar ou anular a
diferenca comportamental entre as linhagens LEW e SHR (IZIDIO et
al., 2005). Esse resultado sugere que o ambiente, assim como 0s genes,
apresenta um papel importante no comportamento de tentativa de escape
no teste do MC.

Segundo 0 RGD (http://rgd.mcw.edu/), existe um total de 19 QTL
mapeados no genoma do rato e 21 no genoma do camundongo para
comportamentos relacionados a memoria/aprendizado. Desses, 0 QTL
para tentativa de escape aqui relatado é o quarto com maior LOD escore
(4,45) e o Unico que esta mapeado no cromossomo 4 do rato. Todos
esses QTL registrados no RGD foram mapeados para comportamentos
exibidos no labirinto de Morris e no teste de reconhecimento social
(HERRERA et al., 2013; RUIZ-OPAZO; TONKISS, 2004). E
importante ressaltar que esse é o primeiro estudo que encontrou um
QTL em um teste que avalia meméria emocional. Ainda, segundo o
RGD, nenhum dos comportamentos relacionados a
meméria/aprendizado encontra-se mapeado no cromossomo 6 do
camundongo (0 cromossomo que corresponde a grande parte do
cromossomo 4 do rato). Contudo, um estudo utilizando um painel de
linhagens com substituicbes cromossémicas (derivadas das linhagens
A/J e C57BL/J6) no teste do MC sugeriu que 0 cromossomo 6
influenciava no percentual de congelamento ao contexto (PONDER et
al., 2007).

Outro ponto importante é que muito préximo a essa regido, em
um estudo prévio realizado por lzidio et al. (2011), foram encontrados
QTL para locomocao central e periférica e defecacdo no CA e consumo
de etanol utilizando as mesmas linhagens (LEW e SHR). Nessa mesma
regido, Potenza et al. (2004) relataram um QTL que afetava o controle
dos niveis de corticosterona nas linhagens isogénicas LEW e Fischer
344,

O segundo QTL significativo (Figura 13) apresentou um efeito
sobre a distancia percorrida na sesséo de treino do LCEM e encontra-se
entre os marcadores D4Rat76 e D4Mgh27 na posigdo de 64 cM. Nesse,
os alelos LEW aumentaram a distancia percorrida nos animais F2
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(Figura 15b). Segundo o RGD, ha 20 QTL relacionados com nivel de
atividade descritos em ratos, entretanto, nenhum desses situam-se no
cromossomo 4. J& em camundongos, 0 RGD apresenta registro de 72
QTL relacionados a atividade locomotora até agora. De todos, dois
situam-se no cromossomo 6 do camundongo (correspondente ao
cromossomo 4 em ratos), sendo esses relacionados com atividade
locomotora de acordo com o ciclo circadiano (HOFSTETTER et al.,
2003) e induzida por etanol (DOWNING et al., 2003). O presente QTL
pode ndo ser totalmente relacionado com a atividade locomotora e sim
com a locomocdo devido a novidade, uma vez que ele influenciou essa
medida na sessdo de treino e ndo foram encontrados QTL ligados a
locomogdo na sessdo de teste do LCEM. Além disso, no estudo
realizado por lzidio et al. (2011), QTL referentes a locomocdo central e
periférica e defecacdo no CA foram descritos nessa mesma regido. Essas
medidas tem relacdo com o estado emocional do animal, apesar de a
locomocdo periférica poder ser utilizada como medida de atividade
locomotora (RAMOS; MORMEDE, 1998). Entretanto é importante
ressaltar que tanto no presente trabalho (Tabela 1) como em estudos
independentes a locomogdo periférica é muitas vezes correlacionada
com medidas classicas de ansiedade/emocionalidade (RAMOS et al.,
1998).

Além dos QTL significativos, alguns outros QTL sugestivos
foram encontrados (Tabela2). Como ja mencionado, as caracteristicas
guantitativas sdo influenciadas por multiplos genes e cada gene
contribui com um pequeno efeito. De acordo com Flint et al. (2005), s&o
necessarias centenas de animais para que seja possivel detectar QTL
fracos, ou seja, que contribuam com 5% ou menos da variagdo total do
fendtipo. Em nosso estudo foram utilizados 96 animais F2 e, desse
modo, regides gendmicas contendo genes com menor efeito podem néo
ser detectadas ou ndo atingirem o limiar de significancia. Ainda assim,
essas regides sdo igualmente importantes. Quatro QTL exibiram
resultados acima dos limiares de sugestividade no teste do LCEM. Dois
desses QTL influenciaram medidas no braco aversivo desse teste e 0s
outros dois nos bracos abertos. Os QTL que influenciaram medidas no
brago aversivo situam-se préoximo do marcador D4Rat151, jA o dos
bracos abertos encontra-se entre os marcadores D4Rat59 e D4Mgh11.
Nessa regido (entre os marcadores D4Rat59 e D4Mghll), ja foram
descritos outros dois QTL no estudo realizado por lzidio et al. (2011),
um influenciando o tempo no compartimento preto da CBP e outro a
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locomocgdo no compartimento branco desse mesmo teste, sendo ambas
as medidas relacionadas com ansiedade/emocionalidade em ratos.

Outros dois QTL sugestivos foram detectados no teste do CA.
Um deles afetou a locomogdo periférica e estd posicionado perto do
marcador D4Mghl1l. O outro QTL foi encontrado para locomogéo
central, localizado entre os marcadores D4Rat76 e D4Mgh6, sendo essa
regido a mesma do Anxrrl6. Conforme ja descrito na introducdo desse
trabalho, varios estudos replicaram os efeitos do Anxrrlé no CA,
corroborando a existéncia desse QTL no cromossomo 4 (1ZIDIO et al.,
2011; MORMEDE et al., 2002; VENDRUSCOLO et al., 2006). De
modo interessante, mesmo quando utilizadas outras populagées de ratos,
foi possivel detectar a influéncia desse locus na locomocdo central do
CA (HAMEISTER et al., 2008).

Entdo, de acordo com o conjunto de dados expostos, podemos
concluir que a segunda hipotese desse estudo foi confirmada, pois
realmente foram encontrados dois QTL significativos em testes
comportamentais relacionados ao aprendizado/meméria no cromossomo
4 dos ratos F2 derivados de LEW e SHR.

6.2 SEGUNDA ESTRATEGIA COMPORTAMENTAL

A terceira hipdtese desse trabalho sugeria que as linhagens
SLA16 e SHR exibiriam comportamentos contrastantes nos testes que
avaliam aprendizado/memoria, principalmente naqueles onde os QTL
foram encontrados. As linhagens congénicas permitem tanto confirmar o
QTL como também servem para reduzir o intervalo desse locus. Para
testar essa hipétese, as linhagens SLA16 e SHR foram submetidas a
varios testes comportamentais relacionados a ansiedade, ao aprendizado
e a memdria. Como ja relatado anteriormente, a linhagem congénica
SLAL6 possui seu genoma idéntico ao do SHR com excecdo de uma
regido de 86,3 Mpb, flanqueada pelos marcadores moleculares D4Rat76
e D4Mghll, que é proveniente da linhagem LEW. Dessa maneira,
podemos dizer que as diferengas comportamentais observadas entre as
linhagens SLA16 e SHR sdo devido a esse locus, uma vez que ambas
sdo sempre criadas no mesmo ambiente de laboratdrio.
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Os resultados obtidos no LCEM mostraram que os animais da
linhagem SLA16 tiveram um maior percentual de tempo gasto nos
bracos aversivos do que a linhagem SHR durante a sessdo de treino
guando a sessdo inteira foi considerada (Figura 16a), sugerindo uma
possivel diferenca de aprendizado. Entretanto, essa diferenca foi
observada apenas nos cinco primeiros minutos do teste, ndo
permanecendo nos cinco Ultimos minutos (Figura 16b). Considera-se
gue nos primeiros cinco minutos desse teste ocorram o aprendizado e,
caso o animal tenha aprendido a tarefa, ele evitard o braco aversivo nos
minutos finais (RIBEIRO et al., 2010). Nesse caso, 0s animais SLA16
apresentam uma diminuicdo da exploracdo dos bracos aversivos nos
cinco minutos finais, porém essa diferenga néo é significativa a ponto de
podermos afirmar que o animal aprendeu a tarefa. Essa diferenca na
exploragdo dos bragos aversivos pode ser devido a uma diferenca na
atividade exploratéria demonstrada pela linhagem SLA16, uma vez que
essa linhagem possui maior nimero de entradas totais no LCEM do que
a linhagem SHR (Figura 18a). Porém ndo podemos afirmar isso
diretamente, uma vez que o numero de entradas ndao ¢ uma medida
direta da atividade locomotora desses animais.

Ja na sessdo de teste, ndo foram observadas diferencas na
porcentagem de tempo gasto nos bragos aversivos (Figura 16c).
Inicialmente, a duracdo da sessdo de teste era de trés minutos,
considerada suficiente para mostrar a evocacdo da memdria no LCEM
(SILVA; FRUSSA-FILHO, 2000). No presente estudo, a duracdo da
sessdo de teste foi aumentada para dez minutos (igual & Ribeiro et al.
(2010)), com o objetivo de se estudar a evocacao e extingdo da memoria.
Aqui ndo parece ter acontecido a evocacdo da memoria aversiva,
previamente pareada com som e iluminagdo forte, sendo que nesse caso
também néo se pode falar de extingdo da memoria.

Em relacdo ao percentual de tempo gasto nos bragos abertos
durante a sessdo de treino do LCEM, a linhagem congénica SLA16
apresentou maior percentual de tempo nesses bragos que a linhagem
SHR (Figura 17a). Sugere-se que essa medida avalie os niveis de
emocionalidade dos animais, uma vez que ha estudos que demonstram
gue drogas ansioliticas aumentam a exploracdo desses bracos, enquanto
drogas ansiogénicas fazem o oposto, ou seja, diminuem o tempo de
exploracdo dos bragos abertos no LCEM (RIBEIRO et al., 2011;
SILVA; FRUSSA-FILHO, 2000). Esse resultado sugere, entdo, que a
linhagem SLA16 possui menores niveis de “ansiedade” em relagdo aos
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ratos SHR, corroborando estudos anteriores nesse sentido (DE
MEDEIROS et al., 2013; MEDEIROS et al., 2014). Quando a sessdo foi
dividida em blocos de cinco minutos, essa diferenca foi observada
apenas nos minutos iniciais dessa sessdo, ndo permanecendo nos
minutos finais (Figura 17b). Ja na sessdo de teste, ndo foram
observadas diferencas significativas na exploracdo desses bracos entre
as linhagens (Figura 17c), apesar de nos minutos iniciais da sessdo de
teste (Figura 17d) ser observada uma tendéncia significativa, com os
animais da linhagem SLA16 explorando mais os bracos abertos do que
0s da linhagem SHR. Esses resultados estdo de acordo com resultados
prévios de estudos envolvendo o modelo classico do LCE, no qual o
animal reexposto ao aparato exibe um comportamento conhecido como
“tolerancia de primeira passagem” (mais conhecido pelo termo em
inglés “one-trial tolerance”) (FILE, 1990). Ha diversas hipdteses para
explicacdo desse fendmeno, incluindo uma habituagcdo locomotora ou
uma mudanca na natureza da resposta aversiva desencadeada entre as
sessOes, de uma resposta de medo incondicionada para uma resposta de
esquiva aprendida (para revisdo, ver CAROBREZ; BERTOGLIO,
2005).

E interessante notar que mesmo na sessdo de teste do LCEM o
nimero de entradas totais é maior na linhagem SLA16 do que na
linhagem SHR (Figura 18c), contrapondo resultados anteriores
envolvendo essas linhagens. Em estudos prévios, foi levantada a
possibilidade do locus diferencial inserido na linhagem congénica
SLA16 afetar outras caracteristicas além das emocionais, como por
exemplo, a atividade motora. Entretanto, ap6s 22,5 h de habituacdo na
caixa de atividade, bem como em suas caixas moradias, nenhuma
diferenga na atividade locomotora entre as linhagens foi observada,
sugerindo que Anxrrl6 parecia modular a reatividade emocional a
ambientes novos mais que a atividade locomotora espontanea (DE
MEDEIROS et al., 2013).

Em relacdo ao teste do CA, a linhagem SLA16 apresentou maior
locomocao central e periférica nesse teste em relacdo a linhagem SHR, o
que corrobora os efeitos desse locus descritos inicialmente por Ramos et
al. (1999). Esse dado confirma dados previamente relatados por De
Medeiros et al. (2013), os quais demonstraram que a linhagem SLA16
apresentava maior locomocao central e periférica no teste do CA,
sugerindo que essa linhagem apresenta menores indices de “ansiedade”
guando comparado com os ratos SHR. Como ja mencionado, as
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diferencas relacionadas a locomocgdo periférica é frequentemente
considerada um indice de atividade locomotora, entretanto diversos
autores sugerem que medidas tidas como locomotoras podem também
ser moduladas por diferentes niveis de ansiedade (MORMEDE et al.,
2002; ROY et al., 2009). Soma-se a essa ideia o fato dos diversos testes
de ansiedade serem baseados no comportamento exploratério (incluindo
0 CA) ndo sendo possivel realizar uma separacdo entre 0s
comportamentos relacionados & ansiedade ou a locomocgéo
(TAKAHASHI et al., 2006). Além disso, esses resultados s&o
consistentes com a correlagdo anteriormente demonstrada entre a
locomocao central e periférica no CA.

Os resultados do RO ndo revelaram diferengas significativas entre
as linhagens em relacdo ao indice de discriminacdo de objetos. Porém,
ambas as linhagens apresentaram indices de discriminacdo maiores que
zero, indicando que os animais aprenderam a tarefa, o que pode ser
também observado na Figura 20b. Como ja mencionado, esse teste
avalia principalmente a memdria declarativa episddica, que é a memoria
necesséria para se recordar de eventos anteriores (WINTERS et al.,
2008). Esse resultado indica que as duas linhagens ndo possuem
prejuizo nesse tipo de memoria, a0 menos com 0s tipos de objetos
utilizados neste trabalho. Um estudo realizado por Pires et al. (2009)
relatou que a linhagem SHR foi capaz de distinguir apenas entre objetos
mais distintos e ndo foi capaz de diferenciar objetos muitos semelhantes.
Tendo isso em vista, serdo necessarios estudos utilizando diferentes
tipos de objetos para que seja possivel avaliar se ambas as linhagens
conseguirdo fazer tal distincéo.

Em relacéo a tarefa envolvendo meméria espacial no teste de AE,
ndo foram encontradas diferencas significativas entre as linhagens,
sugerindo que ndo ha diferenca de memdria espacial entre as duas
linhagens (Figura 21a). Nesse mesmo teste, 0 nimero total de entradas
em todos os bracos foi avaliado como tentativa de medida locomotora
dos animais, o qual revelou ndo existir diferenca entre as linhagens. E
interessante notar que as linhagens diferem em medidas relacionadas a
atividade locomotora ou atividade geral em testes que envolvem um
componente emocional (DE MEDEIROS et al., 2013), enquanto no teste
de AE, no qual todos os bragos sdo fechados (ndo possuindo um
componente aversivo), as linhagens ndo diferem para um indice
relacionado & atividade locomotora (RIBEIRO et al., 2010).
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No teste do MC, observou-se uma diferenca no tempo de
congelamento durante o condicionamento na sessdo de treino, com a
linhagem SLA16 apresentando menor tempo de congelamento do que a
linhagem SHR (Figura 22a). Na sessdo de condicionamento é onde
ocorre a distribuicdo de choque nas patas, sendo que a diferenca de
comportamento nessa etapa poderia significar uma alteracdo na
sensibilidade a dor. Em um estudo realizado por Ramos et al. (2002),
verificou-se que as linhagens LEW e SHR possuem diferencas
relacionadas a nocicep¢do no teste da formalina na pata. Na fase tardia
desse teste, a qual parece relacionar-se com um tipo de dor mais
persistente envolvendo respostas inflamatorias, os ratos LEW pareceram
apresentar hiperalgesia em relacdo aos SHR. E possivel que genes
relacionados a nocicepcdo também estejam presente no locus diferencial
da linhagem congénica e isso precisard ser mais bem investigado em
trabalhos futuros.

Na sessdo de teste do MC, ndo foi observada diferenca
significativa no tempo de congelamento entre as linhagens (Figura
22a). Entretanto, ha um efeito significativo geral da sessdo, mostrando
gue ambas as linhagens apresentam maior duracdo de congelamento na
sessdo de teste do que durante o pré-condicionamento, sugerindo que as
duas linhagens aprenderam a tarefa. Embora as duas linhagens néo
tenham apresentado diferenca no tempo de congelamento na sessdo de
teste, apresentaram diferenca na tentativa de escape, sendo que a
linhagem SLA16 apresentou maior nuimero de tentativas de escape
guando comparada com a linhagem SHR (Figura 22b). Como ja
mencionado, estudos envolvendo modelos animais humanos e ndo
humanos revelaram diferencas individuais na forma de enfrentar os
desafios ambientais ameacadores e, em roedores, 0s comportamentos
defensivos podem ser agrupados em enfrentamento passivo ou
enfrentamento ativo (METNA-LAURENT et al., 2012). Os resultados
da sessdo de teste do MC sugerem que possa existir uma diferenca na
estratégia comportamental entre essas duas linhagens, indicando que
exista uma preferéncia por uma resposta ativa pela linhagem SLA16. De
forma alternativa, o aumento do comportamento de escape notado na
linhagem SLA16 pode ser devido ao aumento da atividade geral dessa
linhagem, como observado nos resultados ja mostrados neste trabalho.

Esses resultados sdo interessantes, pois eles corroboram a
existéncia dos QTL encontrados neste trabalho no locus diferencial
presente na linhagem congénica SLA16, bem como seus efeitos sobre
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comportamentos relacionados a memdria emocional e atividade em
geral. Assim, pode-se dizer que os resultados obtidos confirmam nossa
terceira hip6tese de que as linhagens SLA16 e SHR exibiriam
comportamentos ~ contrastantes  nos  testes que  avaliam
memoria/aprendizado e ansiedade/emocionalidade. Ressaltando que
ambas as linhagens apresentaram diferencas de aprendizado apenas nos
testes que envolviam um componente emocional.

Por fim, porque o SHR foi criado por meio de um programa de
reproducdo seletiva visando uma hipertensdo espontanea (OKAMOTO;
AOKI, 1963), um objetivo adicional do presente estudo foi verificar se
as linhagens SHR e SLA16 iriam apresentar diferencas nos niveis de
pressdo arterial. Embora néo esperado, a linhagem SHR foi considerada
hipertensa em relagdo a SLA16 (Figura 23). Esse resultado ndo era
esperado, pois um estudo realizado por Ramos et al. (1998), com uma
populacdo F2 originéria do cruzamento entre as linhagens LEW e SHR,
mostrou que a pressdo arterial ndo parecia estar associada a
comportamentos relacionados a ansiedade.

De acordo com os resultados apresentados, permite-se concluir
gue a linhagem SLA16 exibe menores indices de
ansiedade/emocionalidade, apresenta diferenca de aprendizado em testes
gue envolvam um componente emocional e ndo difere em tarefas de
aprendizado e memoria que ndo envolva emocionalidade, em relagéo a
linhagem SHR. Além disso, a linhagem SLAL6 parece apresentar maior
atividade geral que a linhagem SHR em ambientes novos, corroborando
resultados prévios da caixa de atividade, na qual apds 22,5 h de
habituacdo nessa caixa, nenhuma diferenca na atividade locomotora
entre as linhagens foi observada, sugerindo que o locus diferencial
parece modular a reatividade emocional a ambientes novos mais que a
atividade locomotora espontdnea (DE MEDEIROS et al., 2013).
Entretanto, este ponto sera futuramente melhor investigado em nosso
laboratério, pois acreditamos que a linhagem SLA16 pode ser uma
ferramenta potencialmente interessante para o estudo de TDAH. Uma
vez que além de apresentar uma maior atividade que a linhagem SHR,
ela parece ser uma linhagem normotensa, o que auxilia nesse trabalho, ja
que h& estudos que tentam relacionar a hipertensdo do SHR com a sua
hiperatividade (MENESES et al., 1997).

Existem diversos QTL na regido compreendida pelos locus
diferencial presente na linhagem congénica SLA16 (regido de 86,3 Mpb,
entre os marcadores D4Rat76 e D4AMgh11) (CARR et al., 1998; 1ZIDIO
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et al., 2011; POTENZA et al., 2004; RAMOS et al., 1999). Uma
maneira de se isolar diferentes QTL presentes em um locus diferencial €
a utilizacdo de um conjunto de linhagens sub-congénicas. Nessa
linhagem a regido do locus diferencial é fragmentada, originando varias
linhagens, cada uma possuindo um pedaco desse locus (ARMSTRONG
et al., 2006). Dessa forma, o efeito de cada QTL pode ser verificado em
cada conjunto de linhagens sub-congénicas, que sdo um préximo passo
rumo a identificacdo do(s) gene(s) candidato(s) responsavel(is) pelo
efeitos desse locus.

Dentre 0s potenciais genes candidatos para os efeitos desse locus,
podemos citar o Grm7, localizado na posicdo de 142 Mpb do
cromossomo 4 do rato (préximo ao marcador D4Rat104), que codifica o
receptor metabotrépico de glutamato 7 (mGIuR7), envolvido na
regulacdo negativa da liberacdo de glutamato (DATABASE, 2014).
Evidéncias sugerem que a ativagdo sistémica de mGIuR7 reduz o
consumo e preferéncia pelo alcool bem como a estimulagcdo locomotora
provocada pelo alcool. Além disso, niveis de mGIuR7 no nucleus
accumbens regulam a responsividade ao alcool e é um importante alvo
para regulacéo dos efeitos aditivos dessa droga (BAHI, 2013).

O gene que codifica o neuropeptideo Y (Npy) € expresso
principalmente na amigdala e no hipocampo e pode estar associado com
as diferencas comportamentais entre as linhagens SHR e SLA16. Esse
gene esta localizado na posicdo de 79 Mpb do cromossomo 4 do rato,
praticamente na mesma posi¢cdo do marcador D4Wox22, coincidindo
com o LOD escore maximo do QTL encontrado para tentativa de escape
no teste do MC, tornando-se um excelente candidato para os efeitos
desse QTL. Ja foi demonstrado que o Npy possui propriedades
ansioliticas e parece participar do controle do apetite. Além disso, a
expressao de Npy parece estar diminuida em ratos considerados ansiosos
e em ratos que possuem alto consumo de etanol (EHLERS et al., 1998;
STEWART et al., 1993).

Outro gene interessante é o Syn2, localizado na posicéo 147 Mpb
do cromossomo 4 do rato (préximo ao marcador D4rat59), que codifica
uma sinapsina dependente de calcio envolvida na secrecdo de
neurotransmissores e tem sido associada com esquizofrenia
(DATABASE, 2014). Evidéncias sugerem que receptores de dopamina
podem regular a expressao de sinapsina 1, envolvida com a liberacdo de
neurotransmissores e sinaptogénese (CHONG et al., 2006). Além disso,
foi demonstrado que esse gene parece estar envolvido com plasticidade



93

sindptica, déficits cognitivos e autismo (GIOVEDI et al.,, 2014;
VANGUILDER et al., 2011).

Um gene de interesse também localizado nesse intervalo é o
Grip2 que codifica uma proteina que interage com o receptor de
glutamato (GRIP2). O gene Grip2 é amplamente expresso no cortex,
hipocampo e no bulbo olfatério (SRIVASTAVA et al., 1998). Foi
observado que a GRIP2 interage com algumas subunidades do receptor
ion6tropico AMPA do glutamato (DONG et al., 1997), envolvido nos
processos de aprendizado e memoria (BLISS; COLLINGRIDGE, 1993).
Esse gene esta localizado na posi¢do 123 Mpb do cromossomo 4 do rato
(préoximo ao marcador D4Rat49), bem proximo ao pico do QTL
encontrado para a distancia percorrida no LCEM.

Outro candidato interessante € o0 gene Snca ja mencionado
anteriormente. Esse gene codifica a proteina alfa-sinucleina que é
altamente expressa no sistema nervoso central (MORI et al., 2006),
abundante em neurdnios dopaminérgicos e tem sido associada com a
doenca de Parkinson (POLYMEROPOQULOS et al., 1996). Esse gene
esta localizado na posi¢do de 89,6 Mpb do cromossomo 4 do rato
(préximo ao marcador D4Rat76), muito proximo do QTL encontrado
para tentativa de escape no teste do MC. Estudos com camundongos
mostram que mutacdes nesse gene podem conferir um perfil menos
ansioso aos animais (GRAHAM; SIDHU, 2010). Liang et al. (2003)
propuseram que a expressao diferencial de Snca poderia contribuir na
preferéncia por alcool em linhagens isogénicas dos ratos P e NP. Além
disso, como ja relatado, Chiavegatto et al. (2009) encontraram
diferencas na expressdo do gene e da proteina no hipocampo entre as
linhagens LEW e SHR. Nesse estudo, os autores sugerem que 0 Snca
seria um bom candidato a estar influenciando as diferencas nos
comportamentos relacionados a ansiedade entre essas duas linhagens,
uma vez que a variante vinda da linhagem LEW, quando em
homozigoze, aumentou os escores de locomogdo central no CA de
animais F2.

E importante ressaltar que 0s genes aqui mencionados
representam somente provaveis responsaveis pelas diferengas
comportamentais entre as linhagens SLA16 e SHR, com base em dados
obtidos da literatura. Apenas estratégias mais pontuais, como
microarrays, sequenciamento de genes e transgenias deverdo elucidar os
genes responsaveis por essas diferencas comportamentais.
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7 CONCLUSOES

A hipo6tese de que existisse um substrato neurobiol6gico em
comum entre medidas de diferentes testes de ansiedade/emocionalidade
e aprendizado/meméria foi confirmada, pois todos os fatores
envolveram medidas de emocionalidade e aprendizado e memoria.

A segunda hipédtese deste trabalho, de que o cromossomo 4 que
influencia comportamentos de ansiedade/emocionalidade, também
influenciaria comportamentos relacionados ao aprendizado/memoria
também foi confirmada, uma vez que foram encontrados dois QTL
significativos em teste que avaliam ansiedade e memdria. Dos QTL
encontrados, o que influenciou a medida de tentativa de escape no
LCEM é o quarto com maior LOD escore (4,45) e 0 Unico que esta
mapeado no cromossomo 4 do rato de acordo com 0 RGD. Além disso,
pela primeira vez foi encontrado um QTL em um teste que avalia
meméria emocional em ratos.

Em relacdo a terceira hipdtese deste trabalho, foi possivel
concluir que a linhagem SLA16 exibe menores indices de
ansiedade/emocionalidade, apresenta diferenca de aprendizado em testes
gue envolvam um componente emocional e ndo difere em tarefas de
aprendizado e memoria que ndo envolva emocionalidade, em relagéo a
linhagem SHR. Assim, conclui-se que o locus diferencial afeta fen6tipos
associados a emocionalidade, bem como comportamentos relacionados a
memoria aversiva. Além disso, a linhagem SLA16 parece apresentar
maior atividade geral que a linhagem SHR em ambientes novos.

Sendo assim, o presente estudo encontrou dois QTL inéditos e
confirmou seus efeitos em uma linhagem congénica de ratos, que
representa uma importante ferramenta na busca de genes candidatos
envolvidos na regulagdo de comportamentos relacionados
principalmente & memdria emocional.
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