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RESUMO

Modelos animais sdo amplamente utilizados para tentar entender como o0s
mecanismos neurobiolégicos reagem a um agente estressor, o que pode ajudar na
identificacdo de tratamentos seguros e eficazes para algumas patologias humanas.
As linhagens Lewis (LEW) e Spontaneously Hypertensive Rats (SHR) sé&o
consideradas modelos genéticos para o estudo comportamental da emocionalidade
por serem linhagens isogénicas que apresentam diferentes respostas
comportamentais quando submetidos aos mesmos estimulos estressores. O objetivo
desse estudo foi investigar, através de uma revisdo metodoldgica, quais fatores
ambientais e genéticos influenciam no comportamento diferencial das linhagens LEW
e SHR. Os estudos encontrados através das buscas no banco de dados totalizaram
255 artigos, 8 deles removidos por duplicidade, 13 excluidos por serem capitulos de
livros e revisbes e 198 excluidos apds andlise do texto na integra. Os resultados
demonstraram que os efeitos de algumas drogas foram contrastantes entre as
linhagens como também entre 0s sexos e que a razao desse contraste ainda nao foi
elucidada. Além disso, a linhagem LEW apresenta pouca disposicdo ao exercicio
fisico e maior hipersensibilidade intestinal quando comparada a SHR. Através desses
estudos é possivel sugerir uma provavel diferenca nos sistemas gabaérgico e
dopaminérgico das linhagens LEW e SHR, o que influenciaria na diferenca
comportamental dessas linhagens. Quanto a influéncia genética pode ser observada
que os QTL posicionados nos cromossomos 4 e 7 estdo relacionados ao
comportamento diferencial entre as linhagens. O QTL Anxrrl6 apresentou grande
importancia nas pesquisas por conta de sua influéncia no comportamento de
ansiedade/emocionalidade e segundo o Rat Genome Database ele tem como gene-

candidato o Tacrl.

Palavras-chave: Comportamento, ansiedade, LEW, SHR, genética.



ABSTRACT

Animal models are widely used to try to understand how neurobiological mechanisms
react to a stressor, which may help in identifying safe and effective treatments for some
human pathologies. The Lewis (LEW) and Spontaneously Hypertensive Rats (SHR)
strains are considered genetic models for the study of emotionality once they are
isogenic strains that present different behavioral responses when subjected to the
same stressors. This study aimed to investigate, through a methodological review,
which environmental and genetic factors influence the differential behavior of LEW and
SHR strains. The studies found after the database searches totaled 255 articles, 8 of
them removed by duplicity, 13 excluded because they were book chapters and reviews
and 198 excluded after full-text analysis. The results showed that the effects of some
drugs were contrasting between the strains as well as between the sexes and that the
reason for this contrast remains unclear. Besides, the LEW strain is less likely to
exercise and presents more intestinal hypersensitive compared to SHR. Considering
these studies, it is possible to observe a difference that could be related to gabaergic
and dopaminergic systems of LEW and SHR strains, which may influence the
behavioral difference of these strains. As for the genetic influence, it can be observed
that the QTL positioned on chromosomes 4 and 7 are related to the differences
observed between strains. The QTL Anxrrl6 was of great importance in the research
because of its influence on anxiety/emotionality behavior and according to the Rat

Genome Database, it has the candidate gene Tacrl.

Keyword: Behavior, anxiety, LEW, SHR, genetics
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1) INTRODUCAO
1.1REVISAO METODOLOGICA

1.1.1 Revisdo Metodologica: conceito

A revisdo metodoldgica € um método rigoroso, que busca estudos sobre um
determinado tema em questdo aplicando métodos especificos de pesquisa
(SAMPAIO, MANCINI 2007; GUANILO et al. 2011), ou seja, ela necessita de estudos
primarios como fonte de informacdo. Os estudos considerados primarios, em sua
maioria, sao estudos clinicos randomizados que relatam resultados na literatura
cientifica. A diferenca entre uma revisdo metodologica e uma revisdo narrativa,
considerada tradicional, € a auséncia da opinido pessoal do pesquisador autor e a
amplitude de informacdes adquiridas em base de dados especificas pré-definidas
(GALVAO, PEREIRA 2014).

A crescente quantidade de informacdes publicadas ao longo dos anos exige uma
investigacdo minuciosa, que reuna informacdes de diversos pesquisadores a fim de
tornar a informacdo acessivel (CHANDLES, 2017). As revisées metodoldgicas se
fazem necessarias por diversos motivos. Dentre eles, podemos destacar a utilidade
para demonstrar o caminho que se deva seguir para resolver um determinado
problema clinico (HEMINGWAY, BRERETON 2009).

Para a execucéo da revisdo metodoldgica € necessario seguir alguns métodos
(Figura 1). O primeiro passo é a definicdo da pergunta cientifica. Para elaborar a
pergunta pode-se seguir o anagrama de PICOS que corresponde a populacao de
interesse, intervengao ou exposicao realizada, comparacao, desfecho e tipo de estudo
(GALVAO, PEREIRA 2014). O segundo passo é a coleta de estudos em base de
dados. Para a realizacéo de tal acdo € necessario definir as palavras-chave a serem
pesquisadas, idioma publicado e intervalos de datas das publicagcbes. A procura por
estudos nas bases de dados definidas deve ser realizada por dois pesquisadores
independentes. Depois de selecionar os estudos, eles precisam ser avaliados.
Atualmente, os métodos mais utilizados sédo relacionados aos estudos clinicos
randomizados como a escala de PEDro (www.pedro.fhs.usyd.edu.au) ou Jadad
(Jadad et al., 1996). Em estudos experimentais realizados com animais pode ser
utilizada a ferramenta Rob da SYRCLE (Centro de Revisdo Sistematica para

Experimentacdo Animal em Laboratoério).
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1.1.2 Revisdo metodoldgica: Utilizacdo em experimentos com animais

O uso da revisdo metodologica é considerado comum na pratica clinica,
principalmente em estudos clinicos randomizados. Nesses estudos, 0 objetivo maior
é avaliar a eficiéncia de determinadas intervencdes. J& nos estudos experimentais
com animais a utilizacdo de revisdbes metodoldgicas € escassa. As principais
vantagens, neste campo cientifico, seriam relacionadas a melhora da qualidade
metodoldgica dos experimentos, traducdo baseada em evidéncias dos dados de
animais para a clinica médica, orientacdo e planejamento de novos experimentos
(VRIES et al., 2014, HOOIIJMANS et al., 2014).

Vries et al. (2014) afirmam que a maioria dos pesquisadores que trabalham
com animais experimentais ndo recebem algum conhecimento ou treinamento sobre
a metodologia da revisao metodoldgica e, por conta disso, ndo tem conhecimento da
disponibilidade e potencialidade desse tipo de estudo. Assim, acredita-se que a pratica
da revisdo metodoldgica ird se tornar comum nos estudos experimentais com animais,
certamente contribuindo na melhoria do planejamento de estudos futuros com animais

e humanos.

1.2 O ESTRESSE E SUAS ALTERACOES COMPORTAMENTAIS

No ano de 1885 o fisiologista belga Fredericq declarou que o ser vivo tem a
capacidade de reagir a uma influéncia perturbadora de forma compensatoria, a fim de
neutralizar ou reparar algum distlrbio que esteja sendo acometido. Claude Bernard,
em 1878, j& havia sugerido a existéncia de uma organizagcdo complexa dos seres vivos
para manter o seu meio interno em equilibrio. A definicAo de homeostase chegou
atraves do fisiologista Walter Cannon como sendo reacdes fisiologicas coordenadas
gue mantém o estado do corpo (CANNON, 1929).

Assim, na biologia os agentes estressores sdo considerados variaveis que
acometem a homeostase, e talvez por essa razdo na engenharia e na fisica o conceito
de estresse esteja relacionado a tensdo e elasticidade. No século XVII o estresse
significava dificuldades e adversidades, no século XVII o uso da palavra estresse foi
ampliado e correspondia a forga, pressao e esforco exercido sobre um objeto ou
pessoa. Em seguida, a palavra foi designada como objeto ou pessoa sendo

influenciado por forcas externas, resistindo aos efeitos dessa tal forca e tentando
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manter a integridade e retornar ao seu estado original. Em 1910, Willian Osler, médico
inglés, associava o termo estresse e tensdo com trabalho exaustivo e preocupacao,
demonstrando a possivel relacdo negativa do estresse sobre o bem-estar. No ano de
1930, Hans Selye, médico pesquisador, observou a resposta de estimulos prejudiciais
alarmantes em que foram submetidos seus animais de laboratério. Selye postulou a
sindrome da adaptacdo geral produzida por um estado de estresse que consiste em
todas as mudancas nédo especificas induzidas dentro de um sistema biolégico
(LAWRENCE, HINKLE 1974; LAZARUS 1993; RAMOS, MORMEDE 1998).

Estimulos ambientais podem ameacar a homeostase, tais estimulos séo avaliados
pelo sistema cognitivo e induzem alteragcbes neuroenddcrinas, metabdlicas e
comportamentais. Os agentes estressores podem atingir um nivel em que 0s
mecanismos homeostaticos ndo sdo mais capazes de garantir o equilibrio interno,
resultando em uma alta ativacdo emocional por conta da interacdo de fatores
ambientais e psicologicos. Assim, o0 estresse seria reconhecido como uma resposta
do organismo a estimulos ambientais que ameacgam o seu equilibrio interno (RAMOS,
MORMEDE 1998).

1.3 MODELO ANIMAL: A UTILIZACAO DE RATOS NAS PESQUISAS
CIENTIFICAS

Ha mais de um século, ratos e camundongos vém sendo utilizados como modelos
animais no desenvolvimento de pesquisas cientificas. Em 1970, cerca de 20% dos
estudos relacionados a neurociéncia utilizavam camundongos. Ja nos ultimos anos
podemos constatar que cerca de 50% dos animais utilizados na pesquisa cientifica
sdo camundongos, ou ratos (ZAN et al., 2003; GIBBS et al., 2004; ELLENBOEK &
YOUN 2016, GRANZOTTO et al. 2019). Na pesquisa comportamental e neurociéncia,
0s ratos apresentam diversas vantagens sobre os camundongos. O rato tem maior
tamanho comparado ao camundongo, pesando cerca de oito a dez vezes mais. O
cérebro de um rato é maior facilitando a retirada do mesmo para analise, e também
proporciona uma melhor resolucao espacial. Foi demonstrado por Febo (2011) que os
ratos podem ser treinados para ndo se mexerem no momento da realizacdo de
imagens, 0 que nao acontece em camundongos (HARRIS et al.,, 2015). Outra

vantagem ocorre em relagéo ao manuseio, 0s ratos sdo menos estressados com o
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contato humano facilitando assim a rotina no laboratério (ELLENBOEK & YOUN,
2016).

A elucidacdo do genoma certamente contribuiu para um aumento da utilizacdo dos
ratos como modelos genéticos (ZAN et al., 2003; GIBBS et al., 2004; ELLENBOEK &
YOUN 2016). O tamanho do genoma e codificacdo dos ratos é quase semelhante
quando comparados ao dos humanos. Outra similaridade entre os ratos e humanos é
a presenca de regibes cromossdmicas com as mesmas ordens de genes, tendo visto
essas similaridades é possivel acreditar que: o que diferencia os humanos dos ratos
é a diferenca regulatéria e processamento dos genes e ndo somente a quantidade
dos mesmos (WATERSTON et al., 2002; TECOTT, 2003).

Um estudo recente mostra que a neurogénese (criagdo de novos neurénios) dentro
do hipocampo é maior em ratos do que em camundongos. As células provenientes da
neurogénese, em ratos, apresentam cerca de 10 vezes mais chances de ativacao
durante o momento de aprendizado quando comparado aos camundongos (SNYDER
et al., 2009). Os ratos ainda compartilham diversas similaridades com os humanos,
além de ambos serem mamiferos e possuirem mecanismos de regulacgao fisioldgica,

orgédos e plano corporal semelhantes.

1.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

Em 1973, Archer publicou um artigo examinando o conceito de “emocionalidade”
que era demonstrada por ratos a partir da exposicdo dos mesmos a alguns testes
comportamentais. Os testes analisados foram campo aberto, labirinto em cruz, arena
com ou sem barreiras, caixa exploratéria, holeboard, exposicéo a luz e ruidos. Nesses
testes foram avaliados os comportamentos de exploracdo do ambiente, vocalizacéo,
tentativas de escape, o ato de urinar e defecar, laténcia e frequéncia cardiaca. Os
testes tém como proposito avaliar a influéncia da ansiedade no comportamento dos
animais (HURIl, MCTAGGART, KAWAGUCHI, 2018).
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1.5 AS LINHAGENS LEWIS E SPONTANEOUSLY HYPERTENSIVE RATS

As linhagens consanguineas (isogénicas) de roedores Lewis (LEW) e
Spontaneously Hypertensive Rats (SHR) sao consideradas modelos genéticos para
estudos relacionados a ansiedade. Ambas séo utilizadas para a compreensao de
mecanismos bioldgicos e psicoldgicos relacionados as alteracdes comportamentais
presentes nesta patologia humana (RAMOS et al., 1997; RAMOS et al., 2002).

Na comparacédo dessas duas linhagens isogénicas de ratos podemos observar as
suas diferentes manifestacées comportamentais. Por exemplo, quando submetidas a
um mesmo desafio ambiental, pode se afirmar que as diferencas médias observadas
entre as duas linhagens sao consideradas de origem genética. Dentre estes “desafios
ambientais” estao testes comportamentais como o campo aberto.

No teste de campo aberto os animais sé&o dispostos em uma arena com quadrantes
e observados por um determinado tempo. Nesse teste é avaliada a distancia total
percorrida pelo rato e medido a porcentagem de tempo que o rato permaneceu
préximo as paredes. Quanto maior o tempo de permanéncia proximo as paredes,
maior é o indicativo de ansiedade/emocionalidade. O numero de defeca¢gbes também
€ uma medida de ansiedade do rato, quando mais bolos fecais forem depositados no
campo aberto maior o nivel de ansiedade do roedor. Outras avaliagdes séo realizadas
no teste como o periodo que o rato fica imével, o ato de realizar a limpeza corporal,
ou de explorar verticalmente o ambiente (SEIBENHENER, WOOTEN, 2015). A
linhagem SHR apresentou maior locomoc¢ao na area central, sugerindo um menor
nivel de ansiedade, apesar de que diferencas no escore de locomocéao e defecacao
nao sao observadas (RAMOS et al., 1998; RAMOS et al., 2002).

Também pode ser observado através de estudos que a linhagem LEW apresentou
menos tempo nos bragcos abertos e mais tempo nos bragos fechados quando
submetido ao teste de labirinto em cruz elevado, apresentando uma menor
aproximacdo a estimulos ansiogénicos quando comparado a linhagem SHR. Isso,
visto que os bracos abertos do labirinto séo elevados do chdo e evocam uma situagéao
de esquiva a abordagens nessa regido, que é entdo considerada aversiva aos ratos
(PELLOW et al., 1985; RAMOS et al., 1998; RAMOS et al., 2001).
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2) JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de novas terapias e métodos de diagndstico depende de
estudos que avaliem o comportamento e seus mecanismos neurobiologicos. As
linhagens isogénicas de ratos sdo constituidas de individuos geneticamente idénticos
e sdo criadas por cruzamentos consanguineos por pelo menos 20 geracfes. A
utilizacdo dessas linhagens de ratos isogénicas como modelo de avaliagdo
comportamental tem se mostrado util na pesquisa biomédica, pelos fatores citados
anteriormente. As linhagens LEW e SHR contrastam em seus comportamentos e por
essa razdo a sua comparacdo permite a busca dos genes, ou vias neurobiologicas
responsaveis pelos seus comportamentos diferenciais (RAMOS et al., 1997; RAMOS
et al., 2002; WATERSTON et al., 2002; TECOTT, 2003; ANDREWS et al., 2018).

Neste contexto, a utilizacado da revisao metodoldgica surge como um modelo de
avaliacdo dos estudos ja publicados. A literatura apresenta diversos artigos sobre a
utilizacao das linhagens LEW e SHR nas pesquisas sobre ansiedade, uso de drogas,
depressao entre outras alteracdes comportamentais. Entretanto, existem ddvidas a
respeito dos fatores ambientais e genéticos que fazem esses animais apresentarem
um contraste comportamental tdo elevado e reprodutivel. Entdo, no presente estudo
pretendemos observar as alteragcbes comportamentais apresentadas por LEW e SHR
nas pesquisas ja publicadas que comparam essas duas linhagens. Nos acreditamos
gue essa abordagem ira auxiliar na compreensao fisiopatoldgica dos transtornos
comportamentais relacionados a ansiedade e nos ajudara a avaliar criteriosamente 0s

resultados obtidos e também direcionar o futuro das pesquisas com esses animais.

3) HIPOTESE

O presente trabalho pretende avancar, sem a utilizacdo de animais, no longo
caminho cientifico que se segue entre a identificacdo dos genes e variaveis
ambientais, responsaveis por comportamentos diferenciais. A hipotese do presente
trabalho é de que através da revisdo metodoldgica conseguiremos propor ao menos
uma variavel ambiental e uma variavel genética que expliguem as diferencas

comportamentais exibidas pelas linhagens LEW e SHR.
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4) OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Buscar uma variavel ambiental e uma variavel genética que justifiguem as

diferencas comportamentais exibidas pelas linhagens LEW e SHR.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Avaliar os estudos selecionados para revisdo metodoldgica que utilizem animais
naive das linhagens LEW e SHR.

-Avaliar as alteragbes comportamentais apresentadas pelas linhagens LEW e SHR
apos experimentos farmacoldégicos.

-Avaliar as alteracbes comportamentais apresentadas pelas linhagens LEW e SHR
apos experimentos com manipulagdes ambientais.

-Propor variaveis ambientais que interferem no comportamento diferencial de ratos
LEW e SHR.

-Propor os genes que interferem no comportamento diferencial de ratos LEW e SHR.

5) MATERIAL E METODOS

51 REVISAO METODOLOGICA

A primeira etapa para a realizacao da revisdo metodoldgica foi a elaboracéo da
pergunta da pesquisa, seguido da definicdo dos critérios de inclusédo e exclusdo dos
estudos, bem como as estratégias de busca com palavras chave e bases de dados,
esse protocolo foi desenvolvido para a realizagdo da revisdo metodologica antes
pesquisa bibliografica comecar. Os estudos foram selecionados de forma com que os
dados dos autores e/ou laboratério ndo fosse visualizado pelo pesquisador. Os artigos
coletados foram avaliados através do questionario Rob da SYRCLE, que avalia o risco
de viés de cada estudo, e por fim os resultados foram descritos. Uma representacéo
esquematica sobre o processo de realizacdo de uma revisdo metodologica € descrita
na Figura 1 (GALVAO, PEREIRA, 2014, MOHER, 2015). Todos os artigos contendo
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os critérios de selecdo foram incluidos para avaliacdo independentemente do seu
estudo.

Figura 1: Representacdo esquematica do processo para realizacdo da revisdo
metodoldgica

Elaboracao da pergunta cientifica.
PICOS

|

Defini¢céo as bases de dados; Palavras-chave; Idioma e Datas

|

Conducao e comparacao das buscas realizadas pelos examinadores

|

Aplicacao de critérios de avaliagdo dos estudos

|

Andlise critica e avaliacdo todos os estudos incluidos na reviséao

|

Preparacao do resumo com as informacdes coletas

|

Conclusao informando as evidéncias sobre o efeito da
intervencao

Modificado de Sampaio e Macini (2007)
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5.2 DESENHO EXPERIMENTAL

[ Estudo de avaliacdo comportamental utilizando ratos SHR e LEW ]

v

Estratégias de busca dos artigos cientificos publicados ]

Palavras chave: LEW e SHR ou Lewis e Spontaneously Hipertensive

Critérios de Inclusdo Critérios de Excluséo ]

~N

'

Rats; comportamento; ansiedade; aprendizado; memoria; gene.

v
—> Artigos em Inglés |—> )
{ 9 9 [ Base de dados: PubMed e

— [ Publicados até 2019 ]—> fCIenceDlrect

Andlise das alteracdes “— [ Avaliacéo e Selecéo dos Artigos

comportamentais observadas
nos estudos selecionados

5.2.1 Revisdo Metodoldgica: Definindo a pesquisa

A pergunta que incentivou a pesquisa foi: Qual o efeito dos fatores ambientais
no comportamento genético de ratos LEW e SHR com ansiedade?

Para representacdo da pergunta da pesquisa foi utilizado o anagrama de
PICOS onde abrevia as palavras: populacéo, intervencdo, comparacao, desfecho e
tipo de estudo (GALVAO, PEREIRA, 2014). As populagdes utilizadas no estudo foram:
Ratos LEW e SHR utilizados em estudos comportamentais. Serdo observados e
avaliados os estudos que utilizaram ratos LEW e SHR na pesquisa sobre
comportamento exercido atravées de fatores ambientais como influéncia de
temperatura, odor e exercicios, e genéticos. Para estudos comportamentais 0s ratos
foram submetidos a diferentes avaliagbes como quanto a administracéo de farmacos,
consumo de &lcool, manifestacdo de ansiedade e depressado, ou outras avaliacdes
relacionadas a alteragdo comportamental. A comparacdo realizada foi o

comportamento ansioso com o ambiente e 0 comportamento ansioso com um possivel
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gene. Outcome ou desfecho é a presenca dos fatores ambientais e genéticos sobre a

ansiedade de ratos LEW e SHR. Os estudos foram observacionais e experimentais.

5.2.2 Revisdo Metodoldgica: Critérios de inclusao

Os artigos foram coletados buscando por palavras chaves LEW, SHR, Lewis,
Spontaneously Hypertensive Rats, comportamento, ansiedade, memoria e gene em
duas bases de dados. Os estudos encontrados foram avaliados e inseridos os artigos
que utilizem as duas linhagens de forma comparativa, publicados em inglés até janeiro
de 2019. Todos os artigos coletados foram analisados individualmente independente
do seu tipo de estudo. Foram excluidos os artigos de revisdes, capitulos de livros,
estudos sem LEW ou SHR e aqueles que nao apresentassem relagédo com alteragcbes
comportamentais. Para ser selecionado o artigo precisava utilizar as duas linhagens
Lewis e Spontaneously Hypertensive Rats, no decorrer da pesquisa e apresentar os
resultados individualmente. Nao foram excluidos os estudos que apresentavam mais

linhagens, desde que as LEW e SHR estivessem presentes.

5.2.3 Revisdo Metodologica: Definindo as bases de dados

Para a realizacdo das buscas dos estudos nas bases de dados foram
realizadas algumas combinacdes de palavras-chaves relacionadas com o tema da
revisdo. As bases de dados utilizadas para coleta dos materiais foram PubMed e
ScienceDirect, em alguns casos foram incluidos componentes da lista de referéncia
bibliografica. Ambas foram utilizadas as seguintes combinac¢des de palavras: LEW e
SHR ou Lewis e Spontaneously Hypertensive Rats. Associados ou ndo a:
comportamento, ansiedade, memaria ou gene. Os estudos foram exportados para um
aplicativo de armazenamento online, separados por periodo de coleta e palavras
chave. Apos o término da pesquisa os estudos duplicados foram excluidos, bem como
as revisdes e capitulos de livro. As pesquisas remanescentes foram examinadas por
leitura de texto completo e as que foram aptas para aderir aos critérios de inclusdo
compuseram a analise de resultados. As referéncias foram listadas manualmente e
dispostas em uma tabela de analise de resultados contendo o autor, ano de

publicacao, titulo da pesquisa, nUmero de animais, linhagens utilizadas, avaliagdo Rob
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e fator de influéncia no comportamento. As exclusdes e selecdes foram listadas e

justificadas de acordo com as recomendacgdes PRISMA (MOHER et al. 2015).

5.2.4 Revisdo Metodoldgica: Avaliacdo dos artigos extracdo de dados.

O método de avaliacdo dos artigos teve como base a ferramenta Rob da
SYRCLE que avalia o risco de vieses de selecdo, desempenho, atrito, deteccdo e
relatorio. Para que ocorra a avaliacdo de um estudo especifico é necessario responder
a uma lista de 10 perguntas (Tabela 1), uma resposta “sim” indica um baixo risco de
viés, uma resposta “ndo” indica um alto risco de viés e uma resposta “pouco claro” é
utilizada quando os detalhes do estudo forem insuficientes para avaliar o risco de viés.
O resultado da avaliacéo de cada artigo € apresentado de forma individual em uma
tabela de andlise resultados apresentando: trés cruzes (+++) para artigos bem
avaliados com cinco ou mais resposta “sim”, duas cruzes (++) para artigos medianos
com duas a quatro respostas “sim” e uma cruz (+) para artigos com apenas uma ou
nenhuma resposta “sim”. O protocolo de avaliagcdo Rob ndo recomenda o calculo de

uma pontuacao para cada estudo (HOOIJIMANS, et. al., 2014).

Tabela 1: Questionario realizado para avaliacdo dos artigos coletados para a revisao
metodoldgica com base na ferramenta Rob da SYRCLE, as perguntas foram
respondidas por trés pesquisadores independentes apos a leitura de cada artigo.

1) A sequéncia de alocagdo foi gerada e aplicada | Sim/néo/

adequadamente? pouco claro

2) Os grupos foram semelhantes no inicio ou foram | Sim/n&o/

ajustados para fatores de confusdo na analise? pouco claro

3) A alocacdo aos diferentes grupos foi adequadamente | Sim/néao/

ocultada? pouco claro

4) Os animais foram alojados aleatoriamente durante o | Sim/néo/

experimento? pouco claro

5) Os cuidadores e / ou investigadores néo tiveram acesso | Sim/nao/
sobre qual intervencédo cada animal recebeu durante o | pouco claro

experimento?
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6) Os animais foram selecionados aleatoriamente para | Sim/néo/
avaliacao do resultado? pouco claro

7) O avaliador do resultado ndo obteve informacgdes acerca | Sim/ nédo /

do experimento? pouco claro

8) Os dados de resultados incompletos foram | Sim/néao/

adequadamente abordados? pouco claro

9) Osrelatérios do estudo séo livres de relatos de resultados | Sim / néao /

seletivos? pouco claro

10) O estudo aparentemente estavalivre de outros problemas | Sim / néo /
gue poderiam resultar em alto risco de viés? pouco claro
Fonte: Adaptada de HOOIJIMANS, et. al., 2014

5.2.5 Revisdo Metodologica: Anélise e Interpretacdo dos Resultados

Uma andlise revisional foi produzida utilizando os dados coletados dispostos
na tabela de analises, de forma comparativa. Os artigos selecionados e avaliados
foram minuciosamente relidos, a fim de descrever quais genes e quais fatores
ambientais estdo relacionados com as alteracbes comportamentais interferem no

comportamento de ratos LEW e SHR.

6) RESULTADOS

De 255 artigos coletados 8 deles foram excluidos por serem duplicados, dos 247
artigos restantes 13 foram excluidos, pois representavam capitulos de livros, ou
revisdes narrativas, sistematicas e metodoldgicas.

Uma avaliacdo individual dos 234 artigos foi realizada a fim de relacionar o titulo,
palavras-chaves, resumos e conteido com o objetivo da revisdo metodoldgica. Entre
0s critérios de titulo e palavras-chaves ocorreu a exclusdo de 61 artigos, na avaliacédo
de resumo e na integra de 137 estudos foram exclusos (Figura 2). Por fim, 36 artigos
preencheram os critérios de inclusdo e foram submetidos a avaliacdo de qualidade e
risco de viés Rob (HOOIJIMANS, et. al., 2014). Um diagrama (Figura 3) foi realizado
de acordo com as recomendacdes PRISMA (MOHER, et al. 2015)
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Figura 2: Representacdo do numero de artigos excluidos do estudo de revisdo por
serem capitulos de livros ou revisdes (13), duplicados (8), avaliacao do resumo (137),
avaliacdo do titulo e palavras-chave (61) e o numero de artigos selecionados (36).

Capitulos de Livros e revisdes 13

’/ Duplicados 8

Resumo
137

Titulo e
palavras-chave
61

Selecionados
36

Os 36 artigos selecionados somaram uma amostra de 5098 animais, em 19
(52,7%) artigos as fémeas também participaram das pesquisas, ratos machos
estavam presentes em todos dos estudos (100%). Pesquisas de carater genético
compreenderam 52,8%, as pesquisas relacionadas as influéncias ambientais

somaram o total de 47,2%.
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Figura 3: Diagrama realizado de acordo com as recomendagdes PRISMA
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28



6.1 PROCESSO AVALIATIVO DOS ESTUDOS

O processo de avaliacdo dos estudos selecionados foi realizado com base no
qguestionario ferramenta Rob da SYRCLE. Dois avaliadores independentes
responderam o questionario em momentos diferentes utilizando a versao em inglés
original da ferramenta. As respostas que nao estavam em concordéancia foram levadas
novamente para avaliagdo por uma terceira pessoa. Os estudos que obtiveram cinco
ou mais respostas “sim” apresentam trés cruzes, estudos com duas a quatro respostas
“sim” apresentam duas cruzes e estudos com uma ou nenhuma resposta “sim”

apresentam apenas uma cruz (Tabela 2).

Tabela 2: Processo de avaliativo dos artigos selecionados para revisdo metodologica

Autor Avaliacéo
ANSELMI et al. (2016) ++
ARMARIO et al. (1995) o+
AVSAROGLU et al. (2006) ++
BERTON et al. (1998) +t
BRUSKE et al. (2007) +++
CHAOULOFF et al. (1997) +
CHIAVEGATTO et al. (2009) ++
DUCLOSM et al. (2001) +
GAUFFRE et al. (1997) +
GOMEZ et al. (1996) +
HLAVACOVA et al. (2006) ++
IZIDIO et al. (2005) ++
KULIKOV et al. (1997) +
LAHMAME et al. (1996) +
LAHMAME et al. (1997) ++
MARTI et al. (1994) ++
MARTIN et al. (2000) ++
MARTIN et al. (2000)* +
MAZUR et al. (2017) ++

MEDEIRQOS et al. (2013) ++
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O'MALLEY et al. (2013) +++
POLLIER et al. (2000) +

RAMOS et al. (1997) ++
RAMOS et al. (1998) ++
RAMOS et al. (1999) ++
RAMOS et al. (2001) ++
RAMOS et al. (2008) ++
SILVA et al. (2005) +

SILVA et al. (2004) +

SUZUKI et al. (1991) ++
TAKAHASHI et al. (2001) ++
VENDRUSCOLO et al, (2004) ++
VENDRUSCOLO et al. (2003) ++
VENDRUSCOLO et al. (2006) ++
VENDRUSCOLO et al. (2006)* +

VENDRUSCOLO et al. (2008) ++

Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)

6.2 ESTUDOS RELACIONADOS AO USO DE DROGAS E ETANOL

Entre os estudos selecionados para a revisdo metodolégicas 10 estédo
relacionados quanto & administragdo de drogas e etanol e possiveis influéncias no
comportamento dos ratos (Tabela 3). Entre os artigos citados 4 deles utilizam drogas
com a possivel acdo antidepressiva exercido pela desipramina, ansioliticas como
diazepam, NKP608, SB206553 e ansiogénicas representado pelo pentilenotetrazol
nas linhagens de ratos isogénicas (Tabela 4) (SUZUKI et al. 1991; LAHMAME et al.
1996, RAMOS et al. 1997; TAKAHASHI et al. 2001; VENDRUSCOLO et al. 2003;
SILVA et al. 2004; SILVA et al. 2005; AVSAROGLU et al. 2006; VENDRUSCOLO et
al. 2008)

Tabela 3: Artigos que pesquisaram efeitos de drogas e etanol no comportamento de
diferentes linhagens isogénicas de ratos.

Autor Artigo



AVSAROGLU et al. (2006)

CHIAVEGATTO et al. (2008)

LAHMAME et al. (1996)

RAMOS et al. (1997)

SILVA et al. (2005)

SILVA et al. (2004)

SUZUKI et al. (1991)

TAKAHASHI et al. (2001)

VENDRUSCOLO et al. (2003)

VENDRUSCOLO et al. (2008)

Differences in response to anesthetics and
analgesics between inbred rat strains

Expression of a-synuclein is increased in the
hippocampus of rats with high levels of innate

anxiety

Differential responsiveness of inbred strains of

rats to antidepressants in the forced swimming

test: are Wistar Kyoto rats an animal model of
subsensitivity to antidepressants?

A multiple-test study of anxiety-related
behaviours in six inbred rat strains
Effects of ethanol on locomotor and anxiety-like
behaviors and the acquisition of ethanol intake
in Lewis and spontaneously hypertensive rats
Comparison of voluntary ethanol intake by two
pairs of rat lines used as genetic models of
anxiety
Sex differences in physical dependence on

pentobartibal in four inbred strains of rats

Strain-dependent effects of diazepam and the
5-HT2B/2C receptor antagonist SB 206553 in
spontaneously hypertensive and Lewis rats
tested in the elevated plus-maze
Evaluation of the anxiolytic-like effect of
NKP608, a NK1-receptor antagonist, in two rat
strains that differ in anxiety-related behaviors

Marker-assisted dissection of genetic
influences on motor and neuroendocrine
sensitization to cocaine in rats

Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)

31



Tabela 4: Estudos relacionados a avaliacdo comportamental de linhagens LEW e SHR
guando submetidos ao uso de drogas antidepressivas, ansioliticas e ansiogénicas.

Autor
LAHMAME et al.
(1996)

RAMOS et al.
(1997)

TAKAHASHI et al.

(2001)

VENDRUSCOLO
et al. (2003)

Objetivo da Pesquisa
Caracterizar o
comportamento de 5
linhagens de ratos
guanto a capacidade
de resposta aos
antidepressivos

Selecdo de 2
linhagens, dentre seis,
de ratos contrastantes

com o0s
comportamentos
relacionados ao medo
Efeito do Diazepam e

SB206553 um
antagonista do 5HT2B

em LEW e SHR

Efeitos ansioliticos do
NKP608 em ratos LEW
e SHR

Resultado
Utilizacdo de 15mg/kg de
Desipramina no teste de nado
forcado resultou no aumento do
esforco e reducéo da imobilidade
do LEW e nenhum efeito em SHR.
O estudo sugere que a capacidade
de resposta a Desipramina possa
ser controlada por mecanismos
genéticos
LEW e SHR sé&o consideradas
linhagens contrastantes e um
modelo util para estudo dos
mecanismos neurobioldgicos e
diferencgas basais nos niveis de
ansiedade
Ratos LEW apresentam uma menor
resposta aos efeitos do
benzodiazepinico e um controle
mais eficiente da atividade motora
pelos receptores 5SHT2B e 2C
No teste de campo aberto o efeito
ansiolitico de um farmaco ligante do
receptor NK1 foi observado apenas
nos machos SHR. No teste do
labirinto em cruz elevado, ratos
machos LEW apresentaram efeitos
ansioliticos parciais. Fémeas LEW
néo foram afetadas com o

tratamento farmacoldgico

Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)

32



Os resultados obtidos com o uso de ansioliticos, ansiogénicos e antidepressivos
podem ser observados na figura 4.

Figura 4: Presenca ou ndo do efeito antidepressivo, ansiogénico e ansiolitico
manifestada pelas linhagens LEW e SHR apés a administracdo de Desipramina,
pentiletetrazol, diazepam e NKP608 em diferentes dosagens.

LAHMAME et al. (1996) RAMOS et al. (1997)
Desipramina 15mg/kg Pentilenotetrazol 15mg/kg

e vacno | S ocro I Lew viacro | LEW Fomea | SHE Mo | S Fénea

e Efeito . Sem Efeito Efeito Efeito i Efeito
Antidepressivo Efeito Insignificante “Ansiogénico” “Ansiogénico” || Insignificante
RAMOS et al. (1997) TAKAHASHI et al. (2001)
Diazepam 2mg/kg Diazepam 0,37; 0,75 e 1,5mg/kg

| SHR Macho | SHR Fémea |LEW Macho_| SHR Macho |

Efeito Efeito Efeito Efeito Sem Efeito
“Ansiolitico” Insignificante “Ansiolitico” Insignificante Efeito “Ansiolitico”
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VENDRUSCOLO et al. (2003)
NKP608 0,003; 0,03 e 0,3mg/kg
TESTE CAMPO ABERTO

Efeito
Insignificante

Efeito
Insignificante

Efeito
“Ansiolitico”

Efeito
Insignificante

VENDRUSCOLO et al. (2003)
NKP608 0,003; 0,03 e 0,3mg/kg
TESTE LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Efeito
“Ansiolitico”

Efeito
Insignificante

Efeito
Insignificante

SHR Fémea

Efeito
“Ansiolitico”
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Dois estudos estdo relacionados as pesquisas com drogas que podem levar a
efeitos analgésicos, anestésicos e psicoestimulante em ratos LEW e SHR (Tabela 5).
(SUZUKI et al. 1991; AVSAROGLU et al. 2006; VENDRUSCOLO et al. 2008).



Tabela 5: Estudos relacionados a avaliagdo comportamental das linhagens LEW e

SHR quando submetidos ao uso de drogas analgésicas,

psicoestimulantes.

Autor Objetivo da Pesquisa
AVSAROGLU et = Determinar as diferencas
al. (2006) na resposta de linhagens
de ratos consanguineas a
uma selecéo de
analgésicos e drogas
usadas em protocolos
anestésicos
SUZUKI et al. Investigar diferencas
(1991) sexuais na dependéncia
fisica do pentobarbital em
guatro linhagens
isogénicas FIS, LEW, SHR
e WKY
VENDRUSCOLO Influéncias genéticas nas
et al. (2008) respostas

comportamentais e
neuroenddcrinas a

sensibilizacdo da cocaina

anestésicas e

Resultado
Buprenorfina induz acéo
analgésica e Nalbufina ndo induz
analgesia em LEW e SHR.
Propofol, medetomidina e
cetamina induzem acao

anestésica em LEW e SHR.

Ratos machos LEW e SHR néo
mostraram comprometimento
motor e poucos sinais de
abstinéncia ap0s 0 uso e retirada
do pentobarbital. Ratas fémeas
LEW e SHR demonstraram
efeitos contrérios
Anxrrl7 modulou o efeito
locomotor da cocaina em fémeas
e Anxrrl6 influenciou a inducéo

da sensibilizagdo em machos

Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)

Os resultados sdo demonstrados na figura 5
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Figura 5: Presenca ou ndo do efeito analgésico e anestésico manifestada pelas
linhagens LEW e SHR apds a administracdo de buprenorfina, nalbufina, propofol,
medetomidina, cetamina, pentobarbital e cocaina em diferentes dosagens.

AVSAROGLU et al. (2006)
Propofol 25mg/kg
Medetomidina 50mg/kg
Cetamina 10mg/kg

AVSAROGLU et al. (2006)
Buprenorfina 0,5mg/kg

AVSAROGLU et al. (2006)
Nalbufina 1mg/kg

| LEW Macho | SHR Macho ll"LEW Macho [[SHR Macho | LEW Macho_ | SHR Macho |
Sem

Efeito Efeito Sem Efeito Efeito
Analgésico Analgésico Efeito Efeito Anestésico Anestésico
SUZUKI et al. (1991)
Pentobarbital 30mg/kg

LEW Macho LEW Fémea | SHR Macho | SHR Fémea
Efeito Efeito Efeito Efeito
Anestésico Anestésico Anestésico Anestésico

VENDRUSCOLO et al. (2008)
Cocaina 10mg/kg

SHR Macho | SHR Fémea

LEW Macho LEW Fémea

Menos Sensivel Sensivel Sensivel

Sensivel
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Os estudos relacionados ao uso de etanol pesquisaram sobre efeitos locomotores,

comportamentais e quantidade consumida (Tabela 6). A maior parte dos artigos

observou que a linhagem SHR consume significativamente mais etanol que a
linhagem LEW (SILVA et al. 2004; SILVA et al. 2005; CHIAVEGATTO et al. 2008).

Tabela 6: Estudos relacionados a avaliacdo locomotora, comportamental e
consumista de etanol em diferentes linhagens de ratos.

Autor Objetivo da Pesquisa

CHIAVEGATTO et
al. (2008)

Testar o potencial
envolvimento da alfa-
sinucleina no controle

genético de
comportamentos
relacionados a
emocionalidade e ao
alcool.

SILVA et al. (2004) Avaliacdo de ratos
geneticamente diferentes
em comportamento
relacionado a ansiedade
na aquisi¢cao do etanol

SILVA et al. (2005) Sensibilidade para
efeitos do etanol no
labirinto de cruz elevado
e campo aberto em LEW
e SHR. Preferéncia de
fluidos doces e amargos

e consumo de etanol.

Resultado

Ratos LEW machos ingeriam
mais alcool quando comparados
ao SHR. Aumento da expressao

de proteina e RNAm de alfa-

sinucleina e diminuicdo da
atividade dopaminérgica do
hipocampo de LEW quando
comparados ao SHR
Ratos SHR consumiram
significativamente mais que LEW,
ratas fémeas consumiram mais

gue ratos machos

Ratos SHR consumiram mais
etanol e sacarina quando
comparados aos ratos LEW. SHR
apresentou efeito ansiolitico e
ativacdo motora intensiva com
baixa dose de etanol quando
testado no campo aberto.

Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)

Os resultados estdo demonstrados na figura 6.



Figura 6: Observacéo da quantidade consumida de etanol pelas linhagens LEW e
SHR.

CHIAVEGATTO et al. (2008) SILVIA et al. (2004) SILVIA et al. (2005)

|_LEW Macho| SHR Macho |
* ¥ A 4 * * * ¥ *

Consumo [|Consumo Consumo || Consumo || Consumo || Consumo Consumo |[Consumo

6.3 ESTUDOS RELACIONADOS A AVALIACAO GENETICA

A influéncia de fatores genéticos nos transtornos comportamentais resultou em 8
artigos selecionados para a revisdo metodoldgica (Tabela 7). Entre os estudos 4 deles
estdo direcionados a pesquisa de QTL (locus de caracteristicas quantitativas) e sua
relacgo com o comportamento de ansiedade/emocionalidade. As pesquisas
observaram influéncias de QTL identificados no cromossomo 4 e 7 (Tabela 8).

Tabela 7: Artigos que pesquisaram a influéncia de fatores genéticos no perfil
comportamental de diferentes linhagens isogénicas de ratos.

Autor Artigo
ANSELMI et al. (2016) Genetic evidence for chromosome 4 loci

influencing learning and memory

IZIDIO et al. (2005) Common variations in the pretest environment
influence genotypic comparisons in models of

anxiety

MEDEIROS et al. (2013) Low-Anxiety Rat Phenotypes Can Be Further

Reduced through Genetic Intervention

RAMOS et al. (1998) A genetic and multifactorial analysis of anxiety-
related behaviours in Lewis and SHR

intercrosses
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RAMOS et al. (1999)

RAMOS et al. (2001)

RAMOS et al. (2008)

VENDRUSCOLO et al. (2006)

Identification of female-specific QTLs affecting

na emotionality-related behavior in rats

Evaluation of Lewis and SHR rat strains as a

genetic model for the study of anxiety and pain

Integrating the open field, elevated plus maze

and light/dark box to assess different types of

emotional behaviors in one single trial

A QTL on rat chromosome 7 modulates

prepulse inhibition, a neuro-behavioral trait of

ADHD, in a Lewis X SHR intercross

Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)

Tabela 8: Estudos relacionados com a influéncia de QTL nos tracos relacionados a

ansiedade em linhagens LEW e SHR

Autor

ANSELMI et al.
(2016)

MEDEIROS et al.
(2013)

RAMOS et al.
(1999)

VENDRUSCOLO
et al. (2006)

Objetivo da Pesquisa

Influéncia do QTL na
aprendizagem e meméria e
confirmacédo em SLA16
Confirmacéo da localizagéo e
Isolamento do efeito da regiao
genbmica Anxrrl6 através da
construcéo da linhagem
congénica SLA16
Identificagdo dos QTL que
influenciam nos tragos
relacionados a
ansiedade/emocionalidade em
ratos
Comparacéo de LEW e SHR no

teste de sobressalto acustico

Resultado

Anxrr54 Anxrrd5 Anxrr56
Anxrr57 Anxrr58
relacionados a ansiedade
Parte do cromossomo 4 de
LEW inserido no genoma
de SHR reduziu o nivel de
ansiedade de SLA16

Anxrrle Anxrrl?7
relacionados a ansiedade
em fémeas e Bp141 Bpl142
relacionados a presséo
arterial
Anxrrl7 em fémeas modula

a inibicao do pré-pulso
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Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)

As linhagens LEW e SHR foram comparadas quanto aos mecanismos genéticos

subjacentes a ansiedade e emocionalidade. As comparacbes das linhagens

ocorreram através de diversos testes comportamentais que avaliaram a potencial

contribuicdo das linhagens para estudos sobre ansiedade e dor (Tabela 9)

Tabela 9: Estudos que avaliaram as linhagens LEW e SHR quanto aos mecanismos

genéticos

Autor

RAMOQOS et al.

(1998)

RAMOS et al.

(2001)

RAMOS et al.

(2008)

relacionados a ansiedade, dor
comportamentais.

Objetivo da Pesquisa

Mecanismos genéticos
relacionados a
ansiedade/emocionalidade em
LEW e SHR

Comparar as linhagens
brasileiras LEW SHR quanto ao
comportamento e farmacos
relacionados a ansiedade
Utilizacéo de teste triplo para
avaliacdo emocional e
comportamental de ratos em um

Unico teste

e emocao através de

testes

Resultado

Diferencas entre SHR e LEW
estao relacionadas a efeitos
dos genes e nao a efeitos
maternos. SHR menos
ansioso e tem maior pressao
arterial sistolica.

LEW foi mais ansioso e teve
maior sensibilidade

nociceptiva que SHR

O teste triplo é eficaz para o
estudo da ansiedade, sendo
uma forma réapida, abrangente

e confiavel

Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)

Um dos artigos selecionados para revisdo metodolégica investigou a influéncia de

variaveis ambientais vivenciadas nos laboratérios comuns e sua interacdo com o

genatipo (Tabela 10)
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Tabela 10: Estudos que avaliaram a influéncia de varidveis ambientais sobre o
gendtipo de ratos LEW e SHR.

Autor Objetivo da Pesquisa Resultado
IZIDIO et Influéncia de variaveis A familiaridade do experimentador nao
al. (2005) ambientais e interacao alterou o comportamento. Ratos em
com o genaotipo nos gaiolas posicionadas embaixo
resultados de testes apresentaram maior ansiedade. No teste
comportamentais da caixa preto e branco os efeitos sao

genotipo- dependentes, no teste de
labirinto em cruz elevado ocorreu
diferencas genotipicas entre LEW e SHR
apenas em ratos recém-despertados em
suas gaiolas.

Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)

6.4 ESTUDOS RELACIONADOS AO SISTEMA NEUROENDOCRINO

Acredita-se que alteragbes comportamentais, como as que ocorrem na depresséo,
estdo diretamente relacionadas com o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA). As
alteracdes observadas na depresséao, a nivel (HPA), sdo muito semelhantes aquelas
encontradas em animais estressados. Relacionado ao sistema imunoldgico e
neuroenddcrino sete artigos foram selecionados para a revisao metodoldgica (Tabela
11). Os estudos avaliaram a influéncia do estresse (Tabela 12) e do comportamento
em repouso sobre o0s niveis de aldosterona, costicosterona, horménio
adrenocorticotréfico, atividade da renina plasmética, glicose sérica, prolactina e peso
da adrenal (Tabela 13) (MARTI et al. 1994; ARMARIO et al. 1995; GOMEZ et al. 1996;
LAHMAME et al. 1997; MARTIN et al. 2000; DUCLOS et al. 2001; HLAVACOVA et al.
2006).
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Tabela 11: Estudos que avaliaram os efeitos do comportamento estressado e em
repouso sobre o sistema neuroenddcrino em ratos de linhagens isogénicas.

Autor
ARMARIO et al. (1995)

DUCLOS et al. (2001)

GOMEZ et al. (1996)

HLAVACOVA et al. (2006)

LAHMAME et al. (1997)

MARTI et al. (1994)

MARTIN et al. (2000)

Artigo
Comparison on the behavioural and endocrine
response to forced swimming stress in five

inbred strains of rats

Relationships between muscle mitochondrial
metabolism and stress-induced corticosterone

variations in rats

Hypothalamic-Pituitary-Adrenal response to
chronic stress in five inbred rat strains:
differential responses are mainly located at the

adrenocortical level

Differences in home cage behavior and

endocrine parametres in rats of four strains

Brain corticotropin-releasing factor
immunoreactivity and receptors in five inbred
rat strains: relationship to forced swimming
behaviour
Forced swimming behavior is not related to the
corticosterone levels achieved in the test: A

study with four inbred rat strains

Corticotropic and serotonergic responses to
acute stress with/without prior exercise training

in different rat strains

Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)
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Tabela 12: Estudos que avaliaram a influéncia do estresse sobre o sistema
neuroendocrino em ratos de diversas linhagens isogénicas

Autor

ARMARIO et al.

(1995)

DUCLOSM et al.

(2001)

GOMEZ et al.
(1996)

Objetivo da Pesquisa

Respostas
comportamentais e
fisiol6gicas ao teste nado

forcado

Efeito do estresse cronico
e agudo sobre o
metabolismo mitocondrial

do musculo

Efeitos do estresse
cronico no eixo HPA
foram estudados em

cinco estirpes de ratos

consanguineos

Resultado

A hiperglicemia induzida pelo
estresse foi mais alta em SHR,
sendo menor em fémeas. LEW
apresentaram a menor resposta

de ACTH e corticosterona ao nado
forcado. As fémeas mostraram
uma resposta maior a PA ao

estresse em todas as linhagens.

Estresse cronico intermitente é
capaz de induzir um aumento na
corticosterona plasmatica que
pode estar relacionado com
alteracdes deletérias no
metabolismo mitocondrial do
musculo. O estresse agudo nao foi
associado com uma diminui¢do na

mitocOndria funcional

A imobilidade crénica aumentou
0s niveis basais de ACTH em
LEW e SHR, a imobilidade crbnica
aumentou os niveis basais de
corticosterona em SHR e ndo em
LEW. A imobilidade cronica
aumentou o peso absoluto da
adrenal de LEW e ndo em SHR.
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LAHMAME et al.
(1997)

Relacao entre o
comportamento no teste
de nado forcado e a
concentracéo de fator de
liberacdo central de
corticotropina em cinco
linhagens de ratos
MARTI et al. Estudo do
(1994) comportamento de quatro
linhagens de ratos no
holeboard e teste de
nado forgcado e sua
relagdo com indice

fisiolégico de estresse

MARTIN et al.
(2000)

Influéncias de um
programa de treinamento
de 8 semanas e/ou um
estresse de imobilizacéo
de 1h na
adrenocorticotrofina
plasmatica (ACTH) e

niveis de corticosterona

Ratos LEW e SHR apresentaram
niveis intermediarios de luta e
menor tempo de imobilidade no
nado forcado. Os receptores CRF
estdo amplamente distribuidos no
SNC de todas as linhagens

No holeboard ratos SHR
mostraram niveis mais altos de
atividade, no teste de nado
forcado LEW e SHR mostraram
niveis semelhantes de luta e
imobilidade. Ratos LEW
mostraram uma resposta
adrenocortical
defeituosa/diminuida a situacéo

de estresse.

Estimulacao adrenal pelo ATCH é
aumentada em SHR em
comparacdo com LEW. Niveis de
triptofano foram maiores no
mesenceéfalo, corpos celulares
serotoninérgicos mesencéfalos,
terminais nervosos
serotoninérgicos do estriado e do
hipocampo de SHR em
comparacao ao LEW.

Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)



Tabela 13: Estudo que comparou o comportamento em gaiola com 0s niveis
hormonais basais em quatro linhagens de ratos.

Autor Objetivo da Resultado
Pesquisa
HLAVACOVA etal. Comportamento em LEW apresentaram mais saltos e
(2006) gaiola comparado mais criacdo. LEW apresentaram
com 0s niveis niveis de mais altos de aldosterona.
hormonais basais A atividade de renina plasmatica foi
menor em SHR

Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)

6.5 ESTUDOS RELACIONADOS AO SISTEMA SEROTONINERGICO

Entre os artigos selecionados para revisdo metodoldgica no nivel de sistema
serotoninérgico (Tabela 14) 3 deles avaliaram o efeito do estresse na atividade centro-
serotonérgica (Tabela 15), 2 estdo relacionados aos receptores 5HT1A e 5HT2A
(Tabela 16), central 1 artigo avaliou o efeito do citalopram como inibidor da recaptagéao
de serotonina (Tabela 17) (CHAOULOFF et al. 1996; GAUFFRE et al. 1997; KULIKOV
et al. 1997; BERTON et al. 1998; MARTIN et al. 2000; POLLIER et al. 2000).

O reconhecimento e estudos especificos dos subtipos de receptores 5HT como 5-
HT1A e 5HT2A, ambos postulados como tendo um papel importante na ansiogénese,
permitiu analises do papel do 5HT no comportamento. O blogueio de um dos subtipos
de receptores 5HT reduzem os comportamentos relacionados a ansiedade
(CHAOULOFF et al. 1996; GAUFFRE et al. 1997; KULIKOV et al. 1997; BERTON et
al. 1998; MARTIN et al. 2000; POLLIER et al. 2000).

Tabela 14: Estudos que avaliaram o sistema serotoninérgico e sua interagdo com o
comportamento ansioso/depressivo em linhagens isogénicas de ratos

Autor Artigo
BERTON et al. (1998) Differential effects of social stress on central
serotonergic activity and emotional reactivity in
Lewis and Spontaneously Hypertensive Rats
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CHAOULOFF et al. (1996) Effects of Food Deprivation on Midbrain 5-HT1A
Autoreceptors in Lewis and SHR Rats

GAUFFRE et al. (1997) Cortical [3H]ketanserin binding and 5-HT2A
receptor-mediated inositol phosphate production in
the spontaneously hypertensive rat and Lewis rat
strains
KULIKQV et al. (1997) Central serotonergic systems in the Spontaneously
Hypertensive and Lewis rat strains that differ in the
elevated Plus-maze test of anxiety

MARTIN et al. (2000) Hippocampal and striatal [3H]5-HTreuptake under
acute stressors in two rat strains differing for their

emotivity
POLLIER et al. (2000) Serotonin Reuptake Inhibition by Citalopram in Rat

Strains Differing for Their Emotionality

Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)

Tabela 15: Estudos que avaliaram o efeito do estresse na atividade centro-
serotoninérgica em linhagens de ratos.

Autor Objetivo da Pesquisa Resultado

BERTON et al. Efeito de repetidas derrotas Perda de peso corporal e reducao

(1998) de ratos residentes Long- do numero de entradas nos
Evans sobre o perfil bracos abertos e fechados em
psiconeuroenddcrino de LEW. Melhor adaptacédo de SHR
ratos LEW e SHR ao estresse social. Aumento nos

niveis basais de corticosterona no

plasma de SHR. Diminuicao dos
receptores 5SHT1A foi

proporcionalmente maior em SHR



KULIKOV etal.  Diferengas de tensdo em  As cepas LEW e SHR né&o diferem

(2997) relacdo a varios nos principais componentes da
determinantes da atividade funcdo 5HT. Ratos LEW
da 5HT. Avaliacao do apresentam comportamentos
comportamento ansioso no ansiosos no labirinto de cruz
labirinto de cruz elevado. elevado quando comparado ao
SHR
MARTIN et al. Avaliacdo da cinética de Natacao forcada, corrida em
(2000) recaptacéo [3H] 5-HT do  esteira ou imobilizacdo néo afetam
hipocampo e/ou do os valores de recaptacao de [3H]
estriado e possivel 5-HT do hipocampo nem do

alteracao pelo estresse de estriado nas duas linhagens de
maneira dependente da ratos.
linhagem

Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)

Tabela 16: Estudos que avaliaram a acédo dos receptores SHT1A e 5HT2A em

linhagens LEW e SHR.

Autor Objetivo da Pesquisa Resultado
CHAOULOFF etal.  Avaliagéo sobre o efeito A privagao de alimentos nao
(1996) do jejum de 24h sobre a afeta 0 niumero de auto
ligacdo do receptor receptores 5HT1

5HT1A do mesencéfalo e somatodendriticos, nem sua

a sensibilidade em ratos sensibilidade funcional.
LEW e SHR
GAUFFRE et al. Diferenca no acoplamento O acoplamento efetor do
(1997) efetor do receptor de receptor de serotonina 5SHT2A
serotonina 5HT2A em ratos LEW é tao eficiente

quanto em SHR

Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)
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Tabela 17: Estudo que avaliou o efeito do citalopram como inibidor da recaptacéo de
serotonina em linhagens isogénicas de ratos.

Autor Objetivo da Resultado
Pesquisa
POLLIER et al. (2000) Avaliagao da A administragdo aguda de
administracao citalopram promoveu ansiedade

aguda de inibidor = e/ou hipoatividade em LEW e SHR.

seletivo da O mesmo tratamento aumentou
recaptacao de niveis centrais de 5HT e/ou

serotonina (ISRS) diminuicdo de 5SHIAA em SHR e

antes do teste de  LEW. Ratos LEW apresentam nivel

labirinto em cruz basal de 5HT extracelular no

elevado em SHR,  hipocampo 3 a 4 vezes superior a
LEW e WKY SHR.

Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)

6.6 ESTUDOS RELACIONADOS AO EXERCICIO FiSICO E COMPORTAMENTO
NOCICEPTIVO

Dois artigos pesquisaram sobre efeitos do exercicio fisico forcado em esteira,
exercicio fisico voluntario em rodas de corrida e natacdo forgada no comportamento
ansioso (Tabela 18). Os estudos avaliaram o efeito do exercicio fisico sobre o
comportamento e possivel efeito analgésico pelo estrese (Tabela 19)
(VENDRUSCOLO et al, 2004; MAZUR et al. 2017).

Tabela 18: Artigos que pesquisaram 0 comportamento e nocicepcado apds exercicio
fisico e teste de natacéo forcada

Autor Artigo
MAZUR et al. (2017) Effects of physical exercise and social isolation
on anxiety-related behaviors in two inbred rat

strains
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VENDRUSCOLDO et al. (2004) Strain and sex differences in the expression of
nociceptive behavior and stress-induced
analgesia in rats

Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)

Tabela 19: Estudos relacionados a avaliagdo comportamental e nociceptiva apés o
exercicio fisico e teste de natacao forcada.

Autor Objetivo da Pesquisa Resultado
MAZUR et al. Efeitos do exercicio O exercicio fisico forcado reduziu o
(2017) fisico sobre a comportamento semelhante a
atividade ansiedade e aumentou a locomocao
locomotora e em ratos machos. O exercicio fisico
comportamento voluntario diminuiu o comportamento
semelhante a semelhante a ansiedade apenas em
ansiedade ratos SHR. O isolamento social

diminuiu a locomog&o em ambas as
cepas no teste de campo aberto
VENDRUSCOLO  Efeito do estresse da A natacédo induziu a analgesia em
et al, (2004) natagcao sobre as todas as fémeas. Em machos a
respostas nociceptivas analgesia foi presenciada apenas em
em ratos SHR LEW LEW e WIS
WIS

Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)

6.7 ESTUDOS RELACIONADOS A INFLUENCIA DO ODOR DO PREDADOR

Dois estudos selecionados para a revisdo metodoldgica avaliaram as linhagens
LEW e SHR quando expostas ao odor do predador (Tabela 20). As pesquisas
avaliaram a resposta comportamental e neuroenddcrina das linhagens (Tabela 21)
(BRUSKE et al. 2006; VENDRUSCOLO et al. 2006).
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Tabela 20: Artigos que pesquisaram a influéncia do odor do predador nas linhagens

LEW e SHR

Autor

BRUSKE et al. (2006)

VENDRUSCOLO et al. (2006)

Artigo

Two inbred rat strains contrasting for anxiety-

related behaviors

show similar levels of defensive responses to

cat odor

Genetic influences on behavioral and

neuroendocrine responses to predator-odor

stress in rats

Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)

Tabela 21: Estudos relacionados a resposta comportamental e neuroendécrina de

LEW e SHR submetidos ao odor do predador

Autor
BRUSKE et al.
(2006)

VENDRUSCOLO
et al. (2006)

Objetivo da Pesquisa
Comparacédo de LEW
e SHR quando
expostos ao odor do

gato

Efeito da exposicao a
trimetiltiazolina sobre
0s niveis de
nocicepgao e
corticosterona em
LEW e SHR

Resultado
Aumento da manifestacao do
comportamento relacionado ao
medo. Sem diferencas claras entre

as duas linhagens.

Os ratos LEW a SHR de ambos os
sexos exibiram niveis semelhantes
de comportamento e respostas
neuroendocrinas apds a exposicao
ao TMT. Anxrrl6 afetou a analgesia

induzida pelo estresse em machos.

Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)
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6.8 ESTUDOS RELACIONADOS A MORFOLOGIA E MICROBIOTA VISCERAL

Uma pesquisa realizada por O’'Malley et al. (2013) associou o estresse com a
disfuncao intestinal em 4 linhagens de ratos (Tabela 23)

Tabela 22: Estudo relacionado a associagéo do estresse com a disfuncéo intestinal.

Autor Artigo Objetivo da Pesquisa Resultado
O'MALLEY Differential O estudo examinou se Ratos LEW
et al. (2013) visceral pain a susceptibilidade inata apresentam
sensitivity and a inflamacao e hipersensibilidade
colonic sensibilidade ao visceral, caracteristicas
morphology in estresse esta mais proeminentes de
four common associada a disfuncao disfungao
laboratory rat intestinal gastrointestinal
strains

fisiologica e
morfolégica em
comparacao com

outras linhagens.
Fonte: Dados elaborados pelo autor deste trabalho (2019)



Figura 7: Sumario dos resultados encontrados. A) Influéncias ambientais
relacionadas ao uso de drogas nas linhagens LEW e SHR. B) Influéncias ambientais
relacionadas a exercicio fisico, analgesia por estresse e sensibilidade intestinal no
comportamento de LEW e SHR. C) Influéncias genéticas no comportamento ansioso
de LEW e SHR.

A LEW % SHR o
T P ™

Diminuigdo . Diminuicio Diminuigdo .

da entrada Sem efeito Pentilenotetrazol | 4o tempo nos daentrada | Antagonista nos

em bragos + bragos embracos | receptores GABA

\ abertos abertos abertos y
>
Ausente no Diminuigao Desipramina Ausente no Diminuigéo Bloquelma a
estudo de atividade | Hiole-board estudo de atividade | recaptagdo de
+ Noradrenalina
\, y,
( : : Bloqueia a
Ausente no Aumento do h?:dstl:)plrc?:nalli.(l:l?:) Ausente no Sem efeito recaptacao de
estudo tempo de luta . ¢ estudo Noradrenalina
> <
Aumento da Diazepam Aumento da .

Sem efeito entrada nos | Labirinto em cruz| gem efeito entrada nos Agonista nos
bragos elevado 2mg/kg bragos receptores GABA
abertos ++ abertos

> X
N&o Diazepam
- Apresentaram :
Au::tﬂtjono apresentaram |Labirinto em cruz| Ausente no P efeito Agonista nos
efeito elevado 1,5mg/kg estudo ansiolitico receptores GABA
ansiolitico ++
- <
Ausente no Maior Etanol Ausente no Menor Agonista nos
estudo consumo ++ estudo consumo receptores GABA
\, y,
e N
Maior Menor Etanol Maior Maior Agonista nos
CONSUMo consumo + consumo consumo receptores GABA
\ y,
( Inibidor d
; nibidor da
Menor Menor Cocaina Maior Maior recaptagao
sensibilidade | sensibilidade ++ sensibilidade sensibilidade de dopamina
> <
N&o Nao NKP608 Nao Apresentaram .
apresentaram | apresentaram | ampo aberto apresentaram efeito Antagonista do
efeito efeito efeito ansiolitico receptor NK1
ansiolitico ansiolitico ansiolitico )
( 5 - N\
N&o NKP608 Nao
apresentaram Apre;firilt?ram Labirinto em Agﬁggrg%?én apresentaram Antagonista do
efeito o o efeito receptor NK1
ansiolitico ansiolitico cruz f!fvado ansiolitico ansiolitico )

52



B)

C)

4 '
Exercicio Diminuig&o do
i Ausente no ¢
Aussetntéeono Sem efeito fisico voluntario estudo comportamento
++ ansioso
\ v,
e Induca S\
Significativa | Significativa ndugao a Significativa o
indugdo da indugdo da analgesia por inducdo da Sem indugao
analgesia analgesia estresse analgesia da analgesia
\ + y,
r . g ﬂ\
_ . Sensibilidade .
Ausente no  Hipersensibilidade : . Ausente no Alteragoes
e intestinal o
estudo intestinal estudo morfolégicas
+++
\, J
LEW SHR

TACR1

XX
'S

Cromossomo 4 Cromossomo 7

Gene candidato > 8

Anxrr16

d

Anxrr17

~_

Influéncia no
comportamento
ansioso

++

53



7) DISCUSSAO

A revisdo metodoldgica realizada aqui demonstrou de forma pontual quais os
possiveis fatores que influenciam no comportamento dos animais LEW e SHR. Os
resultados obtidos nessa revisdo metodoldgica indicam que alguns fatores ambientais
e genéticos interferem no comportamento das linhagens LEW e SHR de maneira sexo

dependente.

7.1 FATORES GENETICOS

Apos toda a andlise dos artigos relacionados aos fatores genéticos pode-se
observar que o QTL Anxrrl6 é a regido gendmica com maior influéncia no
comportamento, e ndo somente em fémeas. Outros QTL também foram descritos,
todos relacionados ao cromossomo 4, exceto o QTL Anxrrl7 em cromossomo 7,
deixando claro a importancia do cromossomo 4 na regulacdo de comportamentos

relacionados a ansiedade.

A linhagem congénica SHR.LEW-Anxrrl6, abreviado como SLA16 demonstrou a
importancia do cromossomo 4 gquando parte desse cromossomo da linhagem LEW foi
inserida no genoma de SHR, constatando que os niveis de ansiedade dos animais
SLA16 podem ser reduzidos a um nivel ainda mais baixo do que os encontrados na
linhagem receptora SHR. Estudos demonstram que o Anxrrl6 também é efetivo em
ratos machos e que sua deteccdo em fémeas pode ser relacionada ao ciclo estral.
Recentemente, pode ser observado que o Anxrrl6é influencia a inducdo da
sensibilidade a cocaina e na ingestdo de alcool (VENDRUSCOLO et al., 2006;
VENDRUSCOLO et al., 2009; 1ZiDIO et al., 2011; MEDEIROS et al., 2013; ANSELMI
et al., 2016)

Observamos, através do Banco de Dados do Genoma do Rato
(https://rgd.mcw.edu), que o gene candidato sugerido para o QTL Anxrrl6 é o TACR1

e que possivelmente esse gene tenha grande importancia na diferenca
comportamental de ratos LEW e SHR.
O TACR1 é um receptor da substancia P secretada em resposta aos fatores

estressores. E notavel que o tratamento com antidepressivos e ansioliticos diminua


https://rgd.mcw.edu)/

0s niveis de substancia P no cérebro de ratos enquanto administracdo da propria
substéancia P induz a ansiedade. A interrupcdo do gene TACR1, ou a agdo de um
farmaco antagonista resultam no aumento da neurotransmissao do 5HT no hipocampo
levando mimetizacdo da acdo de antidepressivos. Nos humanos, a sinalizacao
mediada por TACR1 esta envolvida com aumento dos niveis plasmaticos da
substancia P e, consequentemente, um aumento da ansiedade. Medicamentos
antagonistas de TACR1 apresentam efeitos ansioliticos e antidepressivos (HODGES
et al., 2008).

Um estudo realizado com humanos diagnosticados com bipolaridade e
dependéncia de alcool demonstrou 0 TACR1 como um gene candidato funcional e
posicional com potencial de aumentar a susceptibilidade a dependéncia de alcool e
transtornos afetivos (SHARP et al.,, 2014). Outro estudo pré-clinico realizado por
George e colaboradores em 2008 avaliou camundongos geneticamente deficientes
em receptores TACRL1. Os animais demonstraram acentuada falta de consumo
voluntario do alcool e uma maior sensibilidade aos efeitos sedativos. Pacientes
internados alcoolizados e posteriormente desintoxicados tratados com antagonista do
receptor TACR1 demonstraram diminuicdo do desejo espontaneo do alcool e melhoria
do bem-estar geral quando comparado aqueles que ingeriram placebo (GEORGE et
al., 2008).

E possivel cogitar a relacdo do polimorfismo do gene TACR1 entre as linhagens
LEW e SHR como um fator relacionado & maior manifestacdo de ansiedade, ou seja,
€ possivel o gene TACRL1 tenha uma maior acdo sobre a linhagem LEW, visto que
essa linhagem apresenta um comportamento mais ansioso que SHR. Para essas
conclusdes serdo necessarios estudos que investiguem a influéncia do gene TACR1

diretamente sobre as linhagens LEW e SHR.

7.2 Fatores ambientais

Pode-se observar a partir dos estudos levantados por essa revisdo metodolégica
que a linhagem LEW e SHR diminuiram o tempo gasto nos bracos abertos e entradas
nos bracgos fechados quando submetidos ao teste de labirinto em cruz elevado. Pode
ser constatado entdo que o efeito ansiogénico provocado pelo citalopram néo afeta a
locomogé&o, ndo apresentando efeito comportamental quando submetida ao uso de
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medicamentos que bloqueiam a recaptacéo de serotonina, o uso do citalopram, um
inibidor seletivo da recaptacao de serotonina. (POLLIER et al., 2000).

Estudos realizados avaliando a recaptacdo de serotonina, numero de
autorreceptores 5HT1A, acoplamento do receptor 5SHT2A ndo séo alterados por conta
de estressores em ambas as linhagens (CHAULOFF et al. 1996; GAUFFRE et al.
1997; KULIKOV et al. 1997; BERTON et al. 1998). Para que se possa avaliar a
influéncia do sistema serotoninérgico no comportamento de LEW e SHR séo
necessarias novas pesquisas.

Farmacos que agem como agonista do receptor GABA tiveram efeitos
insignificantes apenas em fémeas SHR e machos LEW. Isso poderia sugerir que
existem diferencas farmacocinéticas entre os sexos e linhagens. De fato, a literatura
aponta que estudos utilizando machos demonstram que apenas SHR tratados com
diazepam apresentam efeito ao farmaco, ratos machos da linhagem LEW néo
apresentaram efeito ao farmaco mesmo sendo considerada a linhagem mais ansiosa
(TAKAHASHI et al.,, 2001). Quando analisado o uso do diazepam em fémeas foi
possivel observar que a linhagem SHR ndo aumenta os percentuais de entrada e
tempo gasto nos bracos abertos, demonstrando uma possivel auséncia de efeito ao
farmaco (RAMOS et al., 1997).

Porém, deve ser levado em consideracéo que as fémeas, principalmente as SHR,
tendem a visitar mais os bragos abertos do que os machos, ou seja, pode ter ocorrido
um “efeito teto”, visto que por uma limitacao do teste o diazepam ndo aumentaria ainda
mais as visitas nos bracos abertos. Para esclarecer a influéncia do sistema gabaérgico
no comportamento de LEW e SHR sdo necessarias novas pesquisa, utilizando
farmacos agonistas do receptor GABA em machos e fémeas e utilizando outros testes
comportamentais como parametro de analise, visto a influéncia dos bragos abertos
sobre as fémeas SHR. A diminuicdo do efeito do farmaco em machos LEW & um forte
indicativo de que novas pesquisas sdo necessarias e uma possivel influéncia existe.

As diferencas dependentes do sexo s&do observadas em algumas drogas
ansiogénicas, ansioliticas, anestésicas e psicoestimulantes que apresentam
discordancia entre os efeitos manifestados em machos e fémeas, além dos efeitos
relacionados a linhagem. Acredita-se que manifestacbes exageradas possam ter
relacdo com o resultado de uma extensa consanguinidade e ou evolucao diferencial
dos citocromos P450 em mamiferos. Os roedores em geral sdo utilizados como

parametro de metabolismo e toxicidade de medicamentos para que sejam utilizados
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em humanos. As reag¢des mediadas por CYP (Citocromo P450) facilitam a excre¢ao
de xenobidticos e formacdo de metabdlitos reativos, os ratos possuem quatro
subfamilias de CYP com diferentes especificidades. Ratas fémeas apresentam 10 a
30% menos CYP em comparacdo aos ratos machos, o que resultaria em uma
metabolizacdo mais lenta dos medicamentos quando comparada aos machos. Nesse
estudo pode ser observado que as fémeas apresentam uma metabolizacdo alterada
guando comparada aos machos, a metabolizacdo pode ser acelerada ao ponto de nao
apresentar mais efeito ao medicamento durante os testes ou lenta o suficiente para
nao efeito até o momento dos testes (GREGORY et al., 1998).

A analgesia induzida por estresse € um fendbmeno que ocorre apés a exposi¢cao do
animal a um evento estressor, o0 estresse ativa 0s sistemas analgésicos endégenos,
gue é considerado um importante sistema de defesa dos animais. Quando submetidos
ao nado forgado animais da linhagem LEW e SHR apresentaram indug&o a analgesia
apenas nas fémeas. O efeito do género pode ser observado no estudo, acredita-se
que as condicOes experimentais empregadas influenciaram na maior gravidade do
estresse entre as fémeas (VENDRUSCOLO et al., 2004).

Pesquisas como a realizada por Brodie (1956) utilizaram pentobarbital em ratos
machos e fémeas. Especificamente nessa pode ser observado que 0s niveis
plasmaticos do pentobarbital em ratos machos diminuiram mais rapidamente do que
em fémeas. A administracdo de testosterona nas fémeas acelerou a taxa de remocgao
do pentobarbital enquanto a administracdo de estradiol em machos retardou a
remocao do pentobarbital. Esse resultado demonstrou a importancia dos hormoénios
sexuais na excrecao das drogas.

Entdo, mais pesquisas sd80 necessarias para investigar as diferencas
comportamentais entre fémeas LEW e SHR, analisando a influéncia de ciclo estral,
hormdénios sexuais e a variacdo de comportamento em diferentes testes empregados
nos experimentos.

Os resultados obtidos através dos estudos que avaliaram o consumo de alcool
foram contrastantes, possivelmente pela administragdo forcada, e em maior
concentracéo, realizada por Chiavegatto et al (2008). Silvia et al. (2004) e Silvia et al.
(2005) nao utilizaram a administracéo forcada em nenhum de seus estudos. Acredita-
se que o tempo de uso do &lcool ndo influenciou nos resultados, Silvia et al. (2004) e
Silvia et al. (2005) utilizaram 8 e 16 dias respectivamente, os resultados nao diferiram

entre os estudos. O estudo de Chiavegatto et al. (2008) os pesquisadores avaliaram
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0 comportamento ansioso através dos testes de campo aberto, labirinto em cruz
elevado, caixa preto e branco e consumo de &lcool. O alcool era disponibilizado em
concentracdo de 2%, 4%, 6% e 10% durante 8 dias, 2 dias para cada concentracao,
e durante 2 dias o alcool foi administrado de forma forcada na concentracéo de 10%.
Foi avaliado que a linhagem LEW apresentou comportamento semelhante a
ansiedade, ou seja, menor exploracdo aos bracos abertos, a regido branca da caixa,
ao centro do campo aberto e pelo que os pesquisadores consideram em texto como
caracteristica ansiosa, 0 maior consumo do alcool. LEW machos consumiram mais
alcool nas concentracbes de 6 e 10%, nas demais concentracdes o consumo foi
semelhante com a linhagem SHR. Foi observado que ratos LEW apresentam aumento
da expressdo de proteinas e mRNA de alfa-sinucleina e diminuicdo da atividade
dopaminérgica quando comparados com SHR.

Os estudos realizados por Silva et al. (2004) e Silva et al. (2005) demonstraram
gue ratos SHR consumiram significativamente mais etanol que LEW. No estudo de
Silva et al. (2004) as concentracgOes utilizadas foram de 2 a 4% durante 8 dias, 0
conteudo foi disponibilizado para ingestdo voluntaria demonstrou que além do
consumo maior de etanol por SHR as fémeas, independente da linhagem consumiram
mais alcool que machos. Silva et al. (2005) disponibilizou as concentracdes de 2, 4, 6
e 8% durante 16 dias, quatro dias para cada concentracdo. Os estudos realizados em
machos foram contrarios em seus resultados, ja o estudo com fémeas pode ser
observado que tanto LEW quanto SHR fémeas ingeriram mais alcool.

Esse resultado reforca a necessidade de novos estudos com fémeas LEW e SHR
na avaliacdo do sistema gabaérgico e sistema glutamatérgico, visto como
neurotransmissores responsaveis pelo desenvolvimento da dependéncia do alcool e
com provavel influéncia na diferengca comportamental entre LEW e SHR.

Considerando que os antagonistas dos receptores NK1 tem acéo ansiolitica e
antidepressiva o estudo de Vendruscolo (2003) avaliou os efeitos do NKP608,
considerado um potente receptor e antagonista seletivo da neuroquinina-1 (NK-1) que
produz efeitos ansioliticos em ratos. Seus efeitos foram avaliados em ratos machos e
fémeas LEW e SHR através dos testes de labirinto em cruz elevado e campo aberto.
No teste de campo aberto somente ratos machos SHR apresentaram efeitos
ansioliticos com ambos os farmacos e doses. Ratos LEW machos, LEW e SHR
fémeas ndo apresentaram nenhum efeito ao tratamento. No teste de labirinto em cruz

elevado ratos LEW machos apresentaram efeito ansiolitico na dose de 0,3 mg/kg,
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fémeas SHR apresentaram um aumento no tempo gasto nos bragos abertos,
considerando esse efeito fraco e dependente do gendtipo. Como ja discutido
anteriormente sabe-se que LEW apresenta um comportamento ansioso mais
exacerbado quando comparado a SHR. Considerando que fémeas SHR ja apresente
um efeito menos ansioso acredita-se que o farmaco nao tenha apresentado o efeito
ansiolitico esperado, porém, a droga também ndo apresentou efeito em LEW de
ambos 0s sexos, sugerindo entdo que uma possivel influéncia ambiental relacionada
a receptores NK1 esteja relacionada a diferenca comportamental da linhagem.

Um estudo avaliou a resposta neuroenddcrina em ratos LEW e SHR machos e
fémeas submetidos a administracéo de cocaina. Os ratos receberam uma dose de 10
mg/kg de cocaina e submetidos ao teste da gaiola de atividade. Ratos SHR machos
apresentaram uma sensibilidade maior a cocaina e ratos LEW machos e fémeas
apresentaram niveis aumentados de corticosterona. Visto que a cocaina tende a
aumentar a liberacdo e prolongar o tempo de atuacdo dos
neurotransmissores dopamina, observamos uma menor sensibilidade em machos
LEW (VENDRUSCOLO et al., 2008).

Evidéncias indicam a influéncia de fatores ambientais relacionados a exercicio
fisico na diminuicdo do comportamento ansioso. Um estudo submetendo ratos
machos LEW e SHR ao exercicio fisico forcado mostrou uma reducdo no
comportamento ansioso de ambas as linhagens, o exercicio fisico voluntario diminuiu
0 comportamento ansioso apenas em SHR. Pode ser observado que ratos LEW
apresentam menor disposi¢cao ao exercicio fisico voluntario observando mais uma vez
um comportamento contrastante entre as linhagens. Sabe-se que o exercicio fisico
voluntario em rodas melhora a aprendizagem, neurogénese do hipocampo nos
roedores, € possivel observar também diferenciacdo das regibes cerebrais como
hipotalamo lateral, cortex sensorial, nicleo accumbens e putamen, todas associadas
a motivacdo. O isolamento social diminuiu a locomoc¢do em ambas as linhagens no
teste de campo aberto (RHODES e GARLAND, 2003; VAN PRAAG et al., 2005;
MERKLEY et al., 2014; MAZUR et al. 2017)

Pesquisadores acreditam que a interacéo entre cérebro e intestino ocorre atravées
de via neural, imunoldégica e hormonal. Essa interacdo desempenha um papel de
grande importancia na regulacgéo fisiolégica do intestino. A exposi¢do ao estresse em
fase neonatal, como a separacéo dos filhotes de suas méaes, pode causar prejuizos

durante a vida do animal. A hiperatividade anormal no sistema de sinalizacdo do
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hipotalamo-hipo6fise-adrenal e hormonio liberador de corticotropina predispondo os
ratos a hipersensibilidade visceral, aumento da defecacédo, aumento da penetracdo de
bactérias na lamina prépria e aumento dos niveis de ansiedade sdo observados em
animais que passaram por eventos precoces estressantes no periodo neonatal
(OMRAN, AZIZ 2014)

O estudo realizado por O’Malley et al. (2013) examinou a susceptibilidade inata a
inflamacédo e sensibilidade ao estresse e sua associacdo com a disfuncéo intestinal
em ratos machos. Nesse estudo foi apresentado LEW como uma linhagem de mais
hipersensibilidade intestinal visceral. A linhagem LEW foi comparada com outras 3
linhagens, inclusive SHR, no estudo pode ser observado que a disfungéo
gastrointestinal fisiologica e morfoldgica era mais evidente na linhagem LEW, ja
descrita anteriormente como sendo a linhagem que mais apresentava comportamento
ansioso. A linhagem SHR apresentou algumas alterac6es morfolégicas na mucosa e
na funcéo absortiva do sistema gastrointestinal.

E compreensivel que a microbiota apresenta uma influéncia significativa na satde
de seu hospedeiro, modulando o comportamento e humor. Observando a linhagem
LEW ja descrita como a mais ansiosa, a hipersensibilidade intestinal pode responder
de certa forma ao comportamento ansioso que a linhagem apresenta, levando em

consideracéo a acao do sistema nervoso entérico sobre o sistema nervoso central.
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8) CONCLUSOES

Essa revisdo metodoldgica encontrou diversos fatores ambientais e genéticos que
influenciam no comportamento ansioso de ratos LEW e SHR. Podemos constatar
através dos artigos cientificos selecionados para a revisdo metodoldgica que as
linhagens LEW e SHR apresentam respostas contrastantes quando avaliados os
fatores ambientais estudados, diversas drogas que influenciam o comportamento com
provavel diferenca dos sistemas gabaérgico e dopaminérgicos entre as linhagens.
Diferencas na morfologia visceral, pré-disposicdo ao exercicio fisico e sistema
neuroenddcrino sdo significativas quando concluimos os fatores ambientais
encontrados. A maior parte dos fatores genéticos e ambientais influencia o
comportamento entre linhagens de uma maneira sexo-dependente. Serao
necessarios mais estudos para realmente esclarecer a interacéo dos fatores genéticos
com 0s sexuais na modulagédo do comportamento.

Assim, concluimos que os sistemas gabaérgico e dopaminérgicos séo os fatores
genéticos provavelmente responsaveis pela diferenca comportamental de LEW e
SHR, bem como a possivel acdo do gene TACR1 no comportamento ansioso. E
possivel concluir que a acdo da revisdo metodoldgica foi de grande valia para a
realizacdo desse trabalho, por meio desse foi possivel obter dados de diversos
estudos e propor estratégias de pesquisas para elucidagcdo das diferencas

comportamentais entre as linhagens LEW e SHR.
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