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RESUMO

Um intercruzamento entre as linhagens isogénicas de ratos Lewis (LEW) e
espontaneamente hipertensos (SHR) possibilitou a identificagdo de um QTL
(Quantitative Trait Locus) chamado Ofil1 (no cromossomo 4) com influéncia na
locomogéo central do campo aberto (CA), um indice experimental de ansiedade
(RAMOS et al., 1999). O objetivo deste trabalho foi a construgdo de uma linhagem
congénica para o locus Ofil1 utilizando a linhagem LEW como doadora e a
linhagem SHR como receptora, para confirmar a localizagao desse QTL e investigar
sua expressdao em um arcabougo genético SHR e sua influéncia sobre fenétipos
associados com a ansiedade. A cada geracao (N3 a N10), animais heterozigotos e
homozigotos SHR para Ofil1 foram avaliados no teste do CA e da caixa branca e
preta (CBP). Além dessa estratégia, trés linhagens semicongénicas para o Ofil1
também foram produzidas, sendo duas a partir da geragao N3 (homozigotos LEW e
homozigotos SHR — grupos controle), avaliadas em diferentes testes de ansiedade,
de depresséo e de consumo de alcool, e uma terceira, proveniente da geracao N6
(homozigotos LEW), comparada com linhagens puras LEW e SHR, grupos controle,
e submetidas somente a testes de ansiedade. Animais homozigotos LEW também
foram produzidos a partir da geragdo N10. Os resultados dos animais heterozigotos
(N3 a N10) mostraram uma tendéncia desses animais a exibirem menores indices
de emocionalidade em comparagdo aos homozigotos SHR, na maioria das
geragoes. Entretanto, diferencas significativas relacionadas ao fator gendétipo, na
medida de locomogéao central, somente foram observadas na geragdo N6, e foram
marginalmente significativas nas geragcdes N3 e N10, sendo que os animais

heterozigotos exibiram menores indices de emocionalidade do que os animais
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homozigotos SHR, como esperado. Apesar do efeito de Ofil7 ndo ter apresentado
resultados estatisticamente significantes em todas as dez geragdes, efeitos
significativos foram encontrados a partir de uma analise simultdnea com os animais
de todas as geragdes (N3 a N10), analise esta que também revelou menores
indices de emocionalidade dos animais heterozigotos em comparagao aos animais
homozigotos SHR. Os resultados dos animais semicongénicos das geragdes N3 e
N6 mostraram que Ofil1 influencia medidas comportamentais de ansiedade e exibe
um efeito pleiotrépico em medidas de diferentes testes. Nos animais homozigotos
LEW da geracao N3, fatores ambientais como o periodo do teste e a intensidade de
iluminagao interagiram com o locus Ofil1 e promoveram modificagdes no efeito do
gendtipo sobre as medidas do CA, sendo estas dependentes do sexo e do periodo
em que o teste foi realizado. Os animais homozigotos LEW da geracdo N10
também exibiram menores indices de emocionalidade do que os SHR puros em
relacdo ao tempo gasto no centro do CA, medida esta também considerada um

indice de emocionalidade.

Palavras-chave: Locus para caracteristicas quantitativas, Ofil1, emocionalidade,

Lewis, SHR, cromossomo 4, linhagem congénica.
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ABSTRACT

An intercross between inbred strains of Lewis (LEW) and spontaneously
hypertensive (SHR) rats has allowed the identification of a QTL (Quantitative Trait
Locus) named Ofil1 (on chromosome 4) affecting open field (OF) central locomotion,
an experimental index of anxiety. (RAMOS et al, 1999). The objectives of this study
were: the construction of congenic strains for Ofil1 using LEW (donor strain) and
SHR (receptor strain) strains to confirm the location of this QTL, and the
investigation of its expression on an SHR genetic background and of its influence on
phenotypes associated with the anxiety. At each generation (N3 to N10),
heterozygous and homozygous SHR animals for Ofil1 were evaluated in the open
field and the black and white box tests. Besides this strategy, three
semicongenic strains for Ofil1 were also produced, two from the generation N3
(homozygous LEW and homozygous SHR), which were evaluated in different tests
of anxiety, depression and alcohol consumption, and a third one from the generation
N6 (homozygous LEW), which was compared with LEW and SHR pure strains in
tests of anxiety only. The results of the heterozygous animals (N3 to N10) showed a
tendency of these animals to exhibit lower levels of emotionality compared to
homozygous SHR, in most generations. However, significant differences related to
genotype, in central OF locomotion were only observed in the generation NG, but
were marginally significant in the generations N3 and N10, with the heterozygous
animals showing lower levels of emotionality than homozygous SHR animals, as
expected. Even though the effect of Ofil1 did not present statistically significant

results in all ten generations, significant effects were found from a simultaneous
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analysis of animals from all generations (N3 to N10).This analysis also revealed
lower levels of emotionality in the heterozygous animals compared to homozygous
SHR animals.The results of semicongenic animals from N3 and N6 generations,
showed that Ofil7 influences behavioral measures of anxiety and displays a
pleiotropic effect in measures of different tests. In homozygous LEW animals from
generation N3, environmental factors such as the period of test and the intensity of
illumination interacted with the Ofil1 locus and promoted changes in the effect of
genotype on measures of open field test, which were dependent on the sex and on
the period in which the test was performed. Homozygous LEW animals from
generation N10 also exhibited lower levels of emotionality compared to the pure
SHR, in relation to the time spent in the center of open field test. This measure is

also considered an index of emotionality.

Keywords: Quantitative trait locus, Ofil1, emotionality, Lewis, SHR, chromosome 4,

congenic strain.
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1 INTRODUGAO

1.1 Fatores que Influenciam o Comportamento

Embora os mecanismos moleculares relacionados a etiologia dos transtornos
psiquiatricos ainda sejam pouco conhecidos, estudos comparativos entre familias,
estudos com gémeos e de familias com adogao tém permitido estimar que a
contribuicdo genética para a incidéncia desses transtornos tais como ansiedade,
depressao, consumo de alcool, entre outros esteja entre 30% e 70%, dependendo
da doenca (INOUE; LUPSKI, 2003; KENDLER et al., 2003). A maioria desses
fendtipos ndo se segrega como uma caracteristica Mendeliana (heranga dominante
ou recessiva atribuida a um unico locus), mas apresenta padrdes consistentes com
uma caracteristica complexa, dependente de interagdes entre fatores genéticos
(GESCHWIND; LEVITT, 2007; SKUSE, 2007) e ambientais (INOUE; LUPSKI,
2003). Os fendtipos complexos possuem origem poligénica, onde diferentes genes
podem contribuir para 0 mesmo fendétipo, sendo que muitos destes genes podem
participar, de forma individual, com apenas uma pequena contribuigdo
(McALLISTER; SUMMERALL, 2003).

Fatores ambientais, principalmente situacdes que provocam traumas, sao
considerados importantes fatores de risco para o desenvolvimento dos transtornos
mentais (CHAPMAN et al., 2004; KENDLER et al., 2000). Por isso, pesquisas sobre
interacbes entre genes e ambiente no desenvolvimento neurocomportamental de
humanos e roedores vém sendo realizadas (CANLI; LESH, 2007; TUCCI et al.,

2006; VALDAR et al.,, 2006). Um bom exemplo de efeito ambiental consiste na



interrupcao do contato materno com os filhotes de roedores, que é capaz de
provocar alteragdes hormonais e comportamentais que, consequentemente, podem
influenciar intensamente na resposta ao estresse durante a fase adulta (ANISMAN
et al., 1998; TREIMAN; LEVINE, 1969). Além disso, diferentes ambientes
laboratoriais — a interferéncia dos experimentadores (LEWEJOHANN et al., 2006;
WAHLSTEN et al., 2003); o alojamento dos animais (MAISONNETTE et al., 1993);
os diferentes niveis de iluminagdo; o posicionamento das gaiolas nos biotérios
(1IZIDIO et al., 2005) — também s&o capazes de alterar o comportamento dos
animais em diferentes testes comportamentais.

Estudos clinicos realizados em humanos que correlacionam a
susceptibilidade a depresséo devida aos polimorfismos do gene transportador da
serotonina (SERT) com eventos estressantes que ocorrem durante a vida mostram
que as interagdes entre genes e fatores ambientais podem ser essenciais (CANLI;
LESH, 2007; RUTTER et al., 2006). Individuos que exibem alelos curtos desse
gene apresentam maior susceptibilidade para o desenvolvimento da depressdo em
comparagao aos individuos que apresentam alelos longos apenas quando
submetidos a diferentes eventos estressantes (CASPI; MOFFITT, 2006; CASPI et
al., 2003). Estudos de herdabilidade, que avaliam a influéncia genética sobre os
fendtipos complexos, mostram que os genes sdo responsaveis por 30% a 50%
(FLINT, 1999; GERSHENFELD; PAUL, 1998), por 40% a 70% (KENDLER et al.,
1995; KENDLER et al., 1995b) e por 50% a 60% (ENOCH; GOLDMAN, 2001;
GOLDMAN et al., 2005) da susceptibilidade aos transtornos de ansiedade,
depressao e consumo de etanol, respectivamente, tornando clara a participagao de

fatores tanto genéticos quanto ambientais.



Apesar dos esforgos na identificacdo de genes presentes no genoma
humano responsaveis por diferentes transtornos psiquiatricos, os resultados tém se
mostrado limitados, e uma das razdes para tal dificuldade pode ser a simplificagao
de que um gene e um comportamento possam ser reduzidos/estudados de uma
maneira estritamente linear (HAMER et al., 2002). E importante ressaltar que o
comportamento humano nao é determinado por um unico gene, e sim resultante de
interacbes complexas entre mecanismos genéticos, celulares, anatémicos e
funcionais associados as influéncias de varios fatores ambientais (SKLAR, 2002).
Nesse sentido, a identificagdo de /oci e genes bem como a capacidade de se
avaliar, em conjunto, a participagdo de fatores ambientais na predisposi¢do de
doencas tornam-se imprescindiveis, pois permitirdo o reconhecimento de novos
caminhos na busca de mecanismos moleculares e alvos terapéuticos para os

tratamentos de diferentes transtornos psiquiatricos.

1.2 O Uso de Roedores na Pesquisa Médica

Abordagens genéticas possibilitam um estudo diferencial das variagdes
intraespecificas, sejam elas normais, patolégicas ou baseadas em diferentes
meétodos experimentais (LASSALE, 2007). Nesse sentido, a utilizagdo de modelos
animais é especialmente util para o estudo das interagcées entre gene e ambiente
no desenvolvimento de psicopatologias (BARR et al., 2003). Enquanto os
experimentos com animais permitem o desenvolvimento de linhagens a partir de

critérios especificos, em humanos a abordagem experimental é restrita a



abordagem natural, em que se incluem estudos familiares, de gémeos e de adogao
(LASSALE, 2007).

Os modelos animais representam uma ferramenta valiosa para o
desenvolvimento de novas hipoteses e de novos testes neurobioldgicos, e na
identificacdo de genes candidatos para os transtornos psiquiatricos (LOW; HARDY,
2007; MOY; NADLER, 2008), além de oferecerem um refinamento das bases
genéticas envolvidas e a capacidade de se estabelecer um paralelo com os
aspectos clinicos (KAS; VAN REE, 2004), uma vez que tanto os animais como 0s
humanos compartilham mecanismos fisiolégicos e organicos (TECOTT, 2003) e
determinantes genéticos comuns.

Em particular, ratos (Rattus norvegicus) e camundongos (Mus musculus)
apresentam grande similaridade genética em relacdo as estruturas corporais e
respostas comportamentais dos humanos (RAMOS; MORMEDE, 1998; MURPHY
et al., 2001; RAMOS et al.,, 2003), além de esses animais serem faceis de
manipular e terem um ciclo de vida curto, o que permite rapidamente a producéao de
varias geracdes (LASSALE, 2007). Por esses e outros motivos, discutidos a seguir,
os modelos animais tém sido utilizados ha mais de um século.

A utilizacdo de modelos animais a partir de ratos e de camundongos tem
permitido, em parte, o conhecimento dos fatores genéticos, neurobioldgicos e
ambientais envolvidos em comportamentos relacionados a ansiedade (RAMOS et
al., 1999; HAMEISTER et al., 2008; 1ZIDIO et al., 2005; VENDRUSCOLO et al.,
2006a), a depressao (HINOJOSA et al., 2006), ao consumo de etanol (IZiDIO;
RAMOS, 2007), a sensibilidade a drogas (VENDRUSCOLO et al.,, 2009a) e a

hipertensdo (SIMKO; PECHANOVA, 2009). Entretanto, até o presente momento,



nao ha um modelo animal ideal e completo capaz de refletir todos os aspectos
envolvidos em qualquer transtorno psiquiatrico.

O uso de modelos animais, em particular de linhagens isogénicas, tem uma
vantagem muito importante sobre os estudos em humanos, que consiste na
capacidade de minimizar o problema da heterogeneidade. Isso posto, a utilizagao
de animais isogénicos (animais geneticamente iguais, que apresentam homozigose
acima de 98% apo6s 20 geragbes de cruzamentos consanguineos) permite
comparar duas linhagens contrastantes para determinado fendtipo, cuja diferenca,
quando mantidas sob as mesmas condigbes ambientais (RAMOS et al.,, 1998),
pode ser considerada de origem genética. Ja a diferenga encontrada entre os
animais de uma mesma linhagem isogénica deve ser de origem ambiental. E
interessante notar que, a partir de duas linhagens isogénicas, € possivel produzir
desde geracdes hibridas F1 ou F2 até populagdes altamente complexas, tais como
as linhagens congénicas, consémicas, recombinantes, congénicas recombinantes,
entre outras, para o estudo dos mais variados fendtipos (SINGER et al., 2004;
HORII et al., 2008; RAMOS et al, 1999; TOMIDA et al., 2009; STASSEN et al.,
1996; VENDRUSCOLO et al., 2006). As linhagens isogénicas também séao
utilizadas para o mapeamento e para a identificagdo de genes, além de
proporcionarem um excelente arcaboug¢o genético (background) para o estudo de
epistasias, ou seja, interagdes entre alelos de /oci diferentes (PLOMIN et al., 1997),
e de constituirem em uma poderosa ferramenta para a deteccao de pleiotropismo e
de interagdes entre o gendtipo e o ambiente (FESTING, 1998; SILVER, 1995).

Embora os camundongos tenham se tornado a escolha preferencial para o
delineamento de abordagens genéticas (AITMAN et al., 2008), desde o

desenvolvimento da primeira linhagem isogénica de rato, realizada por King em



1909 (LINDSEY, 1979), mais de 500 linhagens isogénicas deste roedor ja foram
desenvolvidas, o que o tornou um modelo animal para o estudo de diversos
processos biolégicos (JACOB, 1999).

Em 1995, iniciou-se um projeto ambicioso, denominado Projeto Genoma do
Rato que em colaboragdo com outros projetos, permitiu o total sequenciamento do
genoma do rato (AITMAN et al.,, 2008) e, consequentemente, um aumento na
utilizagado desse modelo animal pela comunidade cientifica. A partir desse projeto,
inumeras contribuigdes tornaram-se disponiveis a comunidade cientifica, como a
identificacao inicial de 5 mil marcadores genéticos para milhdes de polimorfismos
de base unica (SNPs) entre diferentes linhagens de ratos e o desenvolvimento de
novas metodologias para a avaliagao do perfil de expressao génica, bem como a
criagcado de bancos de dados como o Rat Genome Database (RGD, 2009). Ressalta-
se que o sequenciamento gendmico do rato foi desenvolvido a partir de uma unica
linhagem, a Brown Norway, por ser uma linhagem pura, bem caracterizada, e por
ser a linhagem fundadora de importantes painéis genéticos, incluindo tanto
linhagens recombinantes (PRAVENEC et al., 1989) quanto linhagens consémicas,
ou seja, linhagens isogénicas com um dos cromossomos substituidos pelo

cromossomo homoélogo de outra linhagem isogénica (COWLEY et al., 2004).

Outra importante contribuicdo do Projeto Genoma do Rato foi a comparagao
detalhada, pela primeira vez, das sequéncias gendmicas do rato, do camundongo e
do homem, proporcionando, dessa forma, novas informagdes sobre os genes e
sobre os processos evolutivos do genoma (AITMAN et al., 2008). Destaca-se que
0s sequenciamentos do genoma humano, no ano de 2000, e do camundongo, em
2002, tinham como objetivos principais conhecer e desenvolver novos mecanismos

para o estudo das diferengas individuais presentes no comportamento, bem como a



identificacdo de genes responsaveis por variagdes ou alteragdes comportamentais
(GREGORY et al, 2002). Dessa forma, € possivel dizer que o conhecimento
biolégico disponibilizado pelo genoma do rato, associado a riqueza de informacodes
obtidas por meio do sequenciamento do genoma humano e dos camundongos
nessa era gendbmica, abre novos caminhos para o desenvolvimento de outros
métodos de diagndstico, de prevencdo e de tratamento para os mais variados

fenotipos (DWINEL et al., 2008).



1.3 Teste do Campo Aberto: o Fenétipo de Interesse

Pelo fato de esta tese estudar alguns aspectos genéticos relacionados a
emocionalidade de roedores, em particular os comportamentos relacionados a
ansiedade, avaliados principalmente no teste do campo aberto (CA), torna-se
importante, nesta secgéo, revisar alguns pontos relevantes sobre esse fenoétipo e
sobre o teste do CA propriamente dito.

Estudar os aspectos genéticos das emocdes, seja em humanos, seja em
modelos animais, € um desafio, pois as emoc¢des sdo dificeis de serem definidas,
medidas e, particularmente, analisadas geneticamente (RAMOS; MORMEDE,
2007). A ansiedade é uma das emogdes mais importantes tanto em humanos
quanto em animais. Ela aparece mediante estimulos potencialmente ameacadores,
formados pela combinagdo de componentes somaticos, cognitivos, emocionais e
comportamentais, normalmente acompanhada do aumento do tébnus muscular, da
frequéncia cardiaca e respiratoria, e da pressao arterial e da dilatacdo de pupila.
Essas reagdes sao evolutivas, adaptativas e altamente conservadas em mamiferos.
No caso de ratos e de camundongos, situagdes inesperadas como ruidos altos,
movimentos bruscos, lugares altos e odores de predadores (BLANCHARD;
BLANCHARD, 1972; KING, 1999) podem desencadear respostas defensivas, tais
como o ato de evitar a ameacga, o estado de congelamento e a avaliagéo de risco,
sinais que aparecem em situagdes de ameaca moderada. Em casos extremos,
como o encontro fisico com o predador, outros comportamentos tornam-se mais
evidentes, como a luta, a ameaca ou o ataque, o que poderia ser considerado um

estado emocional de extrema ansiedade ou panico (BLANCHARD et al., 2003).



Calvin S. Hall (1934) foi o primeiro pesquisador a introduzir um teste
comportamental, o teste do CA, para o estudo da emocionalidade em ratos. Esse
teste consiste em colocar o animal em uma arena desconhecida, normalmente com
forte iluminagéao, cercada por paredes que impedem sua fuga. Durante um periodo
determinado, é permitida a livre exploragdo desse novo ambiente. O numero de
ambulacdes e de defecacbes no CA sao frequentemente avaliadas e se
correlacionam de forma negativa (quanto maior a ambulagdo, menor a quantidade
de defecagdo), consideradas medidas de emocionalidade (HALL, 1934). Outros
parametros comportamentais, tais como o tempo e a locomocéo realizada no centro
do aparato, também sao importantes e nem sempre sao considerados em estudos
de emocionalidade experimental (MORMEDE et al., 1998). A regigo central do CA,
por ser desprotegida, € o local mais aversivo do aparato. Ja a periferia consiste na
area adjacente as paredes, onde o animal pode realizar tigmotaxia, caracterizada
pelo movimento das vibrissas, a fim de receber informagdes sensoriais sobre o
local onde se encontra (ENNANCEUR et al., 2006; RAMOS; MORMEDE, 1998).

O teste do CA é amplamente utilizado na psicologia, na farmacologia e na
genética (TAKAHASHI et al., 2006), bem como no estudo de locomogédo, de
novidade, de memodria e de outras atividades que compreendem o comportamento
exploratério do rato (ENNANCEUR et al., 2005, TAKAHASHI et al., 2006;
WHISHAW; BROOKS, 1999). A validacao desse teste ocorreu principalmente para
ratos (HALL, 1934, 1936; BROADHURST, 1957), embora também seja muito
utilizado para camundongos.

Apesar da ampla utilizacdo do teste do CA na neurociéncia comportamental,
a natureza exata dos padrdes comportamentais envolvidos ainda nao esta

completamente entendida (CALATAYUD et al., 2004; ENNANCEUR et al., 2006;
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TAKAHASHI et al., 2006). No entanto, o fato do teste do CA permitir a medicao de
respostas quantitativas e qualitativas capazes de serem modificadas apds a
administracdo de drogas ansiogénicas e ansioliticas, faz com que ele também seja
aceito como um modelo comportamental de ansiedade (ANGRINI et al., 1998;
NAZAR et al., 1997; TREIT; FUNDYTUS, 1988). Porém, os efeitos de determinadas
drogas nas medidas obtidas no teste do CA devem ser equivalentes aos efeitos
produzidos em humanos para que o modelo possa cumprir o critério de validade
preditiva esperado para os testes comportamentais (FILE, 1987). Assim, drogas
ansioliticas que reduzem a ansiedade em humanos devem ser capazes de fazer os
animais explorarem mais a regido central do aparato, sem alterar sua locomog¢ao
total (PRUT; BELZUNG, 2003). Ja as drogas ansiogénicas, que aumentam a
ansiedade em humanos, devem diminuir a exploragao nessa area aversiva do teste
pelos animais (FILE, 1987).

Em uma ampla revisdo sobre os efeitos de drogas no teste do CA, Prut e
Belzung (2003) observaram que em 31% dos 380 estudos analisados nao foram
registrados efeitos significativos da administracdo aguda de drogas
benzodiazepinicas (BDZ) em relagéo a locomogao do animal no centro do CA e que
em 13% dos trabalhos essa droga exibiu efeito ansiogénico. Esses dados
corroboram outros estudos em que também se tem observado a auséncia de efeito
das BDZ, avaliadas no CA, em especial o diazepam (ENNANCEUR et al., 2008;
PEREIRA et al., 2009 dados n&o publicados). O conjunto desses estudos sugere
que o teste do CA nao parece ser um modelo ideal para o transtorno de ansiedade
generalizada, entretanto pode ser utilizado para medir comportamentos
relacionados a ansiedade nao patoldgica, ou seja, € possivel afirmar que esse teste

pode ser utilizado para medir uma emocionalidade gerada por algum estimulo novo
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relacionado a novidade da situagcédo propriamente dita. Ademais, nota-se que o CA
também é muito utilizado em amplas caracterizacbes farmacoldgicas, visando,
principalmente, a avaliacdo do efeito de diferentes drogas sobre a locomogao geral
dos animais (BROCCO et al., 2002; DIANA et al., 2007; REUS et al., 2008;

WHIRLEY; EINAT, 2008).

Além desses aspectos sobre o CA, ha estudos que destacam a importancia
de se entender o real significado das diferentes medidas avaliadas nos testes
comportamentais (RAMOS 2008; ROY et al., 2009), tendo em vista que cada teste
somente é capaz de avaliar de forma parcial a emocionalidade dos animais
(RAMOS, 2008; RAMOS et al., 2008). Assim, uma versao modificada e integrada
do CA, do LCE e da CBP, denominada teste triplo, foi desenvolvida em nosso
laboratério e tem se mostrado eficaz tanto na avaliacdo simultédnea do perfil
emocional dos animais quanto no screening de drogas farmacoldgicas
administradas de forma crénica (RAMOS et al., 2008). Em fungdo do enorme
volume de resultados gerados a partir de experimentos realizados no teste triplo e a
partir do desenvolvimento da linhagem congénica, optou-se por apresentar neste
trabalho somente os resultados referentes ao projeto dos congénicos, que
permitiram estudar a influéncia de um Jlocus no cromossomo 4 do rato sobre a
emocionalidade avaliada em diferentes testes comportamentais.

A utilizagdo de diferentes abordagens genéticas tem contribuido para a
compreensao das medidas associadas ao CA. Entre elas, estdo as analises de
locus para caracteristicas quantitativas (QTL), linhagens congénicas (discutidas
adiante) e o desenvolvimento de camundongos transgénicos (CT) e nocaute (KO).
Ressalta-se que a diferenga entre uma analise de QTL, a tecnologia nocaute e a

dos transgénicos, por exemplo, consiste no fato da analise de QTL buscar
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variagdes que ocorrem naturalmente ao longo do genoma, capazes de exercer um
efeito sobre um dado fenétipo complexo, ao contrario do que acontece com essas
tecnologias, em que se utilizam manipulagbes genéticas especificas. A partir da
estratégia nocaute, varios genes que influenciam comportamentos no CA tém sido
identificados, como o gene Connexin 31.1, relacionado com a exploragao dos
roedores nesse teste e expresso em neurdnios que participam do desenvolvimento
cerebral e de processos de aprendizado e memoria (DERE et al., 2008); e o gene
ASIC1a (acid sensing ion channel), que pertence a familia dos canais de Na* e esta
expresso em sinapses excitatorias. Camundongos nocaute para este ultimo gene
exibem menos medo em relagdo ao centro do CA, sem alterar a locomogao total
(CORYELL et al., 2007). Nocaute para o gene da subunidade p85 alfa fosfatidil-
inositol 3-quinase (PI3K) exibem maiores velocidade, distancia percorrida e tempo
no centro do CA, quando comparados aos camundongos que expressam o gene
PI3K (TOHDA et al., 2009).

Outra importante abordagem genética é a utilizagdo de animais transgénicos.
Camundongos que expressam diferentes niveis de alfa-sinucleina sugerem a
participacdo dessa proteina em comportamentos associados com a ansiedade
(GEORGE et al., 2008). Camundongos que exibem uma superexpressao neural do
fator de liberagdo de corticotrofina (CRF) demonstram alteragbes de adaptagao
comportamental quando submetidos a um novo ambiente. Esse resultado tem
contribuido para o entendimento das doencgas psiquiatricas relacionadas ao
estresse, uma vez que o CRF é o maior mediador envolvido nessas respostas
(KASAHARA et al.,, 2007). Camundongos que exibem uma hiperexpressao de
quinases do glicogénio-sintase 3 beta (GSK-3 beta) foram utilizados como um

modelo de déficit de atengdo e hiperatividade. Esses animais transgénicos
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apresentaram aumento na locomogao geral do teste do CA e diminuicdo no
comportamento de habituagio, além de apresentarem diminuicdo de imobilidade no
teste do nado forcado (TNF) (PRICKAERTS et al., 2006). O GSK-3 beta é uma
serina treonina quinase e participa de processos celulares como a proliferagao e a
apoptose (KOTLIAROVA et al.,, 2008). Para uma ampla revisdo sobre
camundongos nocaute e transgénicos que afetam medidas comportamentais dos
principais testes relacionados a ansiedade, recomenda-se a revisao de Finn et al.
(2003). O Quadro 1 ilustra um resumo dos genes identificados a partir das
tecnologias nocaute e transgénicos relacionadas com o CA.

Apesar das diferentes metodologias acima citadas permitirem um maior
entendimento da relagéo entre cérebro e comportamento, pesquisadores chamam a
atencdo para conclusdes precipitadas, principalmente quando se trata de genes
candidatos regulando o comportamento (BALABAN et al., 1996), uma vez que este
é influenciado por inumeros fatores (RAMOS; MORMEDE, 1998), discutidos
anteriormente. Entretanto, vale ressaltar que a identificacdo de genes candidatos
auxilia o desenvolvimento de novos tratamentos e de novos métodos para o
diagnéstico de doencgas. Particularmente sobre o teste do CA, a identificacdo de
genes tem contribuido no estudo identificagdo de inumeros mecanismos envolvidos
em diversos comportamentos relacionados a esse aparato.

Por fim, destaca-se que, mesmo diante de um mundo globalizado, onde
informacdes geradas por novas tecnologias surgem a todo instante, profundas
reflexdes sobre as descobertas do passado e do presente envolvendo o teste do
CA sao necessarias, com o intuito de se estabelecer uma “ponte” capaz de

interligar todos os aspectos ja conhecidos e, assim, buscar novas alternativas
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experimentais, sejam elas etoldgicas, farmacoldgicas ou genéticas, para preencher

as lacunas que ainda perduram sobre o comportamento de animais no teste do CA.

Quadro 1 — Exemplos de genes que influenciam comportamentos no teste do
campo aberto, e identificados a partir das tecnologias nocaute e transgénicos.

Exemplos de camundongos nocaute relacionados ao teste do CA

Fenotipos Genes Cromossomos Referéncias
Participa do Connexin 31.1 4 em DERE et al.,
desenvolvimento camundongos, 1 2008
cerebral e em em humanos e 5
processos de em ratos
aprendizado e
memoria
Comportamentos | ASIC1a (acid 15 em CORYELL et
relacionados ao sensing ion camundongos, al., 2007
medo channel) 12 em humanos
e 7 em ratos
Comportamentos Subunidade 13 em TOHDA et al.,
relacionados ao p85 alfa do camundongos, 5 2008
teste do CA PI3K- em humanos e 2
fosfoinositide-3 em ratos
quinase

Exemplos de camundongos transgénicos relacionados
ao teste do CA

Comportamentos | Alfa-sinucleina 6 em GEORGE et
associados a camundongos, 4 al., 2008
ansiedade em ratos € 4 em
humanos
Comportamentos Fator de 3 em KASAHARA et
relacionados ao liberagdo de | camundongos, 2 al., 2007
estresse corticotrofina | em ratos e 8 em
humanos
Atua na glycogen 16 em PRICKAERTS
locomogao do synthase camundongos, et al., 2006

teste do CAena kinase 3 beta 11 emratos e 3
imobilidade do (GSK-3 beta) em humanos
teste do NF




15

1.4 Ratos LEW e SHR: modelo genético para o estudo da emocionalidade

Dentre as linhagens isogénicas e contrastantes utilizadas no estudo da
emocionalidade em roedores, destacam-se, entre outras, as linhagens de ratos
isogénicas LEW (Lewis) e SHR (spontaneously hypertensive rats). A linhagem LEW
foi obtida originalmente a partir de cruzamentos consanguineos de ratos Sprague-
Dawley (BRINBERG et al., 2007); e a linhagem SHR, que desenvolve hipertensao
arterial a partir de certa idade, surgiu a partir de cruzamentos consanguineos e da
selecdo genética da linhagem Wistar (OKAMOTO; AOKI, 1963).

Ramos et al. (1997), ao realizarem um estudo com seis linhagens de ratos
isogénicos, propuseram as linhagens LEW e SHR como um novo modelo genético
para o estudo de comportamentos relacionados a ansiedade, uma vez que ambas
foram contrastantes para as areas mais aversivas de diferentes testes de
emocionalidade tais como no CA, no LCE e na CBP. A linhagem SHR quando
comparada com a linhagem LEW gasta mais tempo no centro do CA, nos bragos
abertos do LCE e no compartimento claro da CBP, porém néao exibe diferengas em
relacdo as medidas consideradas como indices de locomogao geral desses
aparatos. Desta forma, sugere-se que comparativamente, a linhagem SHR exibe
menores indices de emocionalidade em relagéo a linhagem LEW. No ano seguinte,
esse mesmo grupo de pesquisa, ao utilizar animais segregantes F2 a partir dessas
mesmas linhagens, sugeriu que a pressdo arterial ndo estava associada a
comportamentos relacionados a ansiedade (RAMOS et al.,, 1998). Ramos et al.
(1999), a partir de uma analise de QTL (locus para caracteristicas quantitativas)

utilizando ratos LEW e SHR, identificaram um Jlocus no cromossomo 4, com forte



16

influéncia na locomogao central do CA, capaz de influenciar comportamentos
relacionados a ansiedade.

Além desses aspectos, os ratos LEW e SHR ainda exibem outras diferengas
em inumeros testes comportamentais, como o labirinto em cruz elevado (LCE) e a
caixa branca e preta (CBP). Os ratos LEW exploram menos e permanecem menos
tempo nas areas aversivas desses testes em comparagao aos ratos SHR (1ZIDIO et
al., 2005; RAMOS et al., 1998, 2002). Ja no TNF, os ratos LEW apresentam maior
tempo de imobilidade do que os ratos SHR, sugerindo que os LEW exibem um
perfil comportamental relacionado a comportamentos depressivos (HINOJOSA et
al., 2006). Estudos em humanos também tem mostrado comorbidades entre os
transtornos de ansiedade e depressdo (KRISHNAN, 2003;YEREVANIAN et al.,
2001). Em relagéo ao consumo de etanol, estudos mostram que a linhagem SHR é
mais sensivel a hipnose e aos efeitos do etanol, apesar de consumirem mais etanol
em comparagao aos ratos normotensos LEW (Da SILVA et al.,, 2004) e Wistar
Kyoto (KHANNA et al., 1990). Além disso, estudos mostram uma comorbidade
clinica entre o consumo de alcool e a ansiedade (PANDEY et al., 2005). Assim,
com o intuito de compreender melhor os mecanismos envolvidos, estudos tem
demonstrado uma correlagdo positiva entre estes transtornos sugerindo uma
associagcdo genética (SPANAGEL et al., 1995; VENDRUSCOLO et al., 2006a),
entretanto outros estudos ndo corroboram esta hipétese (FERNANDEZ-TERUEL et
al., 2002).

Estudos recentes mostram que a linhagem SHR também é considerada um
bom modelo para estudar o déficit de atencado e a hiperatividade (SAGVOLDEN et
al., 2009; VENDRUSCOLO et al.,, 2009), enquanto os ratos LEW sdo muito

utilizados em pesquisas relacionadas a doengas autoimunes (FANG et al., 2009) e
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ao abuso de drogas como a cocaina (KOSTEN et al., 1994), a morfina (SUZUKI et
al., 1988) e o etanol (SUZUKI et al., 1988).

Devido a enorme variabilidade observada no comportamento emocional de
diferentes linhagens de roedores, estratégias experimentais foram desenvolvidas
para identificar suas possiveis causas. Nesse sentido, abordagens genéticas tais
como selegao artificial de linhagens e outras metodologias, que serdo discutidas
posteriormente, foram desenvolvidas com o intuito de produzir novos modelos
animais. Entre as linhagens selecionadas especialmente para as medidas
comportamentais do teste do CA estdo os camundongos De Fries (De FRIES et al.,
1978), as linhagens de ratos Maudsley (BROADHURST, 1975) e as linhagens
Floripa (RAMOS et al., 2003). Ressalta-se que outras linhagens selecionadas em
outros testes comportamentais também apresentam diferencas em algumas
medidas no teste do CA, como as linhagens de ratos Romanos (Roman high
avoidance — RHA e Roman low avoidance — RLA) (BROADHURST, 1965), HAB
(high anxiety-related behavior) e LAB (low anxiety-related behavior) (LANDGRAF,
2003) e Tsukuba (Tsukuba low-emotional e Tsukuba high-emotional) (FUJITA,
1984). A utilizagdo desses modelos, associada a outras estratégias genéticas,
como a tecnologia de animais nocaute, trangénicos, congénicos e consémicos, tem
permitido novas descobertas na relagado entre cérebro e comportamento, e nos
processos neuropatologicos envolvidos em transtornos  psiquiatricos e

neurodegenerativos (CRYAN; HOLMES, 2005).
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1.5 Analise de QTL e a Historia do Locus Ofil1

Loci para caracteristicas quantitativas podem ser definidos como regiées ao
longo do genoma que contém genes capazes de influenciar determinadas
caracteristicas quantitativas, que variam de maneira continua na populagdo, como
peso, altura, hipertensdo, agressividade, entre outros. E importante salientar que,
além dessas caracteristicas serem afetadas por varios genes e,
consequentemente, por diferentes mecanismos moleculares, elas também séao
fortemente afetadas por fatores ambientais (BRODKIN; NESTLER, 1998).

Os animais normalmente utilizados nas analises de QTL s&o oriundos de
geragbes segregantes (F2 ou retrocruzamentos) derivadas de duas linhagens
isogénicas, que apresentam caracteristicas fenotipicas contrastantes entre si.
Marcadores genéticos polimérficos entre as linhagens parentais sao utilizados ao
longo de todo o genoma, a fim de caracterizar os animais F2 do ponto de vista de
seu DNA (para revisao ver DARVASI,1998; LANDER; KRUGLYAK., 1995; ZHENG
et al.,, 1999). Posteriormente, analises estatisticas correlacionam os niveis das
caracteristicas estudadas e a presencga ou auséncia de determinada forma variante
de um marcador genético em particular. Esse procedimento permite a identificagao
de loci que provavelmente contém genes responsaveis por alterar fendtipos
complexos (BRODKIN; NESTLER, 1998), como a hipertensdo (GARRETT et al.,
1998; NABICA et al., 2000; PRAVENEC et al., 2003; RAPP, 2000), as doengas
autoimunes (JOHANNESSON, 2005), os tumores de pulmio (ZHANG, 2003), a
hiperatividade comportamental com déficit de atengdo (MORMEDE et al., 2002), a

sensibilidade a drogas (BERRETINI et al., 1994; CRABBE et al., 1999), o consumo
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de alcool (CARR et al., 1998; RAMOS et al., 1999; TERENINA-RIGALDIE et al.,
2003a) e a emocionalidade (RAMOS et al.,, 1999). A partir dessa estratégia
genética, torna-se possivel a identificagdo de loci que exibem comportamentos
pleiotrépicos, ou seja, capazes de influenciar simultaneamente varios
comportamentos (TERENINA-RIGALDIE et al., 2003b; VENDRUSCOLO et al.,
2006a), ou mesmo outros /loci que afetam comportamentos especificos (RAMOS et
al., 1999).

Nesse contexto, varios estudos tém mapeado QTL associados com o
comportamento de roedores, tendo sido FLINT et al. (1995) os primeiros autores a
verificar QTL associados a comportamentos emocionais em camundongos. Ja, os
primeiros QTL para a emocionalidade em ratos foram mapeados por RAMOS et al
(1999), que utilizaram as linhagens isogénicas LEW e SHR.

Ramos et al. (1999), como mencionado acima, utilizando uma geragao F2
proveniente de um intercruzamento entre linhagens isogénicas, de ratos
LEW/CRLIFO e SHR/CRL, que diferem para tragos relacionados a emocionalidade,
identificaram e mapearam um QTL localizado no cromossomo 4, com forte
influéncia na locomogéao central do CA (medida potencial de ansiedade). Entretanto,
esse efeito sobre a medida de locomogao central, além de ter sido observado
somente em fémeas F2, netas de avos LEW, também exibia um efeito oposto do
esperado, ou seja, a presencga de alelos LEW no locus Ofil1 promovia um aumento
dessa medida, ao invés de uma diminuigao (efeito transgressivo/efeito contrario do
esperado). A identificagdo de QTL que exibem efeitos opostos ao esperado é um
fendmeno freqiientemente encontrado, ja descrito por diferentes autores (KOVACS
et al.,, 1997; SILVA et al., 2007), principalmente por se tratar de caracteristicas

quantitativas em que ha participagdo de muitos genes.



20

A existéncia desse QTL no cromossomo 4, chamado Ofil1 (open field inner
locomotion 1), foi corroborada por um segundo estudo que envolvia as mesmas
linhagens (MORMEDE et al., 2002). Posteriormente, algumas analises de QTL
baseadas no intercruzamento de outros pares de linhagens contrastantes quanto
ao consumo de etanol levaram a identificagdo de regides, também no cromossomo
4, capazes de influenciar a preferéncia ao etanol (CARR et al., 1998; TERENINA-
RIGALDIE, 2003a; VENDRUSCOLO et al., 2006a). Considerando que a ansiedade
parece ser um dos fatores preditivos envolvidos no consumo de alcool (PANDEY,
2003), a combinagcdo dos estudos descritos acima, em fungdo da localizagao
aproximada dessas regides, levanta a hipétese de que a regidao cromossdmica do
locus Ofil1 exibe um efeito pleiotropico, ou seja, capaz de influenciar
simultaneamente comportamentos relacionados tanto a ansiedade quanto ao
consumo do alcool. Em contrapartida, estudos recentes em nosso laboratério, a
partir de uma analise de QTL utilizando as linhagens brasileiras LEW e SHR, nao
conseguiram provar a existéncia desse efeito pleiotropico pelo locus Ofilt,
sugerindo que, pelo menos em animais segregantes (F2) a partir dessas linhagens,
os comportamentos relacionados tanto a ansiedade quanto ao consumo de etanol
atuam de forma independente (1ZiDIO et al., 2009).

Ainda em relacdo ao QTL Ofil1, vale destacar que, atualmente, esse locus
possui um sinénimo, Anxrr16, definido pelo banco de dados RGD. A partir de uma
busca realizada no RGD em outubro de 2009, foi possivel localizar vinte e um QTL,
incluindo o Anxrr16, ja identificados no genoma do rato para comportamentos
relacionados a ansiedade, que se encontram distribuidos em diferentes
cromossomos: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10 e 18. Destaca-se que o Anxrr16 possui o

segundo maior lod score (7,2) entre os QTL pesquisados. Outro fato interessante &
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que, a partir dessa busca, pode-se observar que 11 QTL exibem efeitos sobre a
locomocgao central do teste do CA e encontram-se localizados nos cromossomos 1,
2,3,4,5,6,7,8¢e 18. Ja em relagao a preferéncia e aos efeitos do etanol (perda do
reflexo postural e concentragéo de etanol no sangue), 37 QTL ja foram identificados
na maioria dos cromossomos, exceto no 17,18,19, 21, X e Y)._E importante
ressaltar que no RGD ndo ha QTL cadastrados, até o presente momento,
associados a depressdo, embora haja estudos publicados sobre o assunto
(TOMIDA et al., 2009). Esse fato acaba por dificultar o acompanhamento das novas
descobertas, no genoma do rato, relacionadas a identificagédo de loci envolvidos
com esse fendtipo. Ja no Mouse Genome Database (MGD, 2009), ha dez QTLs
descritos e associados a depressdo que se encontram localizados nos
cromossomos 8, 11, 15 e 19 dos camundongos.

A partir do exposto acima, é possivel compreender a complexidade que
envolve as caracteristicas poligénicas e a dificuldade na identificagcdo de genes
candidatos, bem como dos mecanismos envolvidos na interacédo entre esses genes
e o restante do genoma. Além disso, novas abordagens genéticas mais eficientes e

precisas tornam-se imprescindiveis.

1.6 Linhagens Congénicas (do QTL ao Gene)

Os métodos classicos para a identificacdo de QTL, envolvendo fenotipagem
e genotipagem de animais segregantes, apresentam baixo poder de resolugédo e

acabam por mapear loci que correspondem a regides cromossdémicas muito
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extensas (acima de 30 milhdes de pares de bases). Como mencionado,
caracteristicas quantitativas sao resultantes da participacdo de multiplos genes que
possuem efeitos individuais pequenos. Mesmo utilizando um maior numero de
individuos F2, com a finalidade de aumentar o poder estatistico na deteccado do
QTL, ndo é possivel refinar o mapeamento a ponto de identificar importantes
componentes genéticos envolvidos com o fenétipo em estudo, principalmente se no
intervalo do QTL identificado ha mais de um gene contribuindo para o efeito geral
do locus (MOORE; NAGLE 2000). Portanto, apds as analises iniciais de QTL, outra
estratégia tem sido aplicada na tentativa de se refinar o mapa do Jlocus de
interesse, sendo esta baseada na construgao de linhagens congénicas.

As linhagens congénicas s&o desenvolvidas, inicialmente, mediante o
cruzamento de duas linhagens isogénicas contrastantes para um fendtipo ja
conhecido, sendo uma linhagem doadora e a outra receptora (aquela que recebe a
regiao cromossOmica de interesse), 0 que gera uma populagao hibrida F1. Essas
linhagens sao normalmente as mesmas utilizadas nas analises de QTL
precedentes. A geragcao F1 é entéo retrocruzada (cruzamento realizado com uma
das linhagens parentais) com a linhagem receptora, dando origem a geragao N2 (N,
nomenclatura utilizada para indicar o numero de retrocruzamentos). A seguir, esses
animais sao genotipados com marcadores moleculares que flanqueiam o QTL em
questdo. Aqueles animais que estiverem carregando o QTL de interesse da
linhagem doadora serdo selecionados para o proximo retrocruzamento, novamente
com a linhagem receptora, e assim sucessivamente. Normalmente, os
retrocruzamentos sao repetidos de 8 a 10 vezes (BRODKIN, 1998).

E importante salientar que cada retrocruzamento resulta, em média, na

perda de 50% do material genético da linhagem doadora, fazendo com que,



23

progressivamente, o genoma da linhagem que esta sendo construida se torne
semelhante ao da linhagem receptora, exceto pelo locus de interesse, proveniente
da linhagem doadora parental, que se apresentara em heterozigose. A
porcentagem do genoma proveniente da linhagem receptora ao longo das geragoes

esta ilustrada no Quadro 2.

Quadro 2 — Porcentagem do genoma proveniente da linhagem receptora ao longo
do desenvolvimento de uma linhagem congénica.

Genoma ao longo dos
retrocruzamentos
% Linhagem receptora
P 100
F1 50
N2 75
N3 87,5
N4 93,8
N5 96,9
N6 98,45
N7 99,2
N8 99,6
N9 99,8
N10 99,9

Fonte - Jackson Laboratory
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Entretanto, ao final do processo, torna-se necessario o desenvolvimento de
linhagens congénicas homozigotas para o locus em estudo, por meio de um
intercruzamento entre animais heterozigotos (irmao/irma), pelo qual se espera que
aproximadamente 25% (1/4) dos descendentes sejam homozigotos para o locus de
interesse (COWLEY et al.,, 2004a). A partir dessa etapa, a linhagem congénica
podera ser mantida indefinidamente. Apds a obtengcdo de animais homozigotos, a
nomenclatura utilizada para identificar a linhagem congénica sera: [linhagem
receptora . linhagem doadora - nome do Jocus de interesse (numero de
retrocruzamentos seguido do numero de cruzamentos consangulineos (irmao e
irma)] (Mouse Genome Database, 2010). A Figura 1 ilustra o desenvolvimento de
uma linhagem congénica, utilizando marcadores microssatélites que flanqueiam o

locus de interesse.
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Figura 1: Esquema representativo dos cruzamentos realizados durante o desenvolvimento
da linhagem congénica. As linhagens parentais inicialmente foram intercruzadas e
originaram uma geracgéao hibrida F1 heterozigota. Esses animais foram ent&o retrocruzados
com a linhagem receptora, originando a geragcdo N2 e genotipada para marcadores
moleculares no locus de interesse, sendo o0s animais heterozigotos novamente
retrocruzados com a linhagem receptora, dando origem a geracdo N3, e assim
sucessivamente, até a geracdo N10. Individuos heterozigotos da geragdao N10 foram
novamente genotipados e posteriormente intercruzados, sendo seus descendentes
homozigotos para o locus de interesse. Adaptado de Cowley et al. (2004).
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Destaca-se que, através das diferencas fenotipicas encontradas entre a
linhagem congénica final e a linhagem parental receptora, torna-se possivel
confirmar o efeito exibido pelo QTL, previamente identificado (ARMSTRONG et al.,
2006).

Outro aspecto importante em relagao a produ¢ao de animais congénicos é a
qualidade da linhagem congénica final, sendo esta avaliada em relacdo a
probabilidade de gaps (regides de heterozigose provenientes de eventos
recombinantes presentes em qualquer cromossomo da linhagem congénica final)
nao detectados no genoma. Por esse motivo, ha a necessidade de se inserir um
maior numero de marcadores polimoérficos entre os marcadores inicialmente
utilizados para delimitar a regido de interesse inicial e de se detectarem e
eliminarem os alelos “contaminantes” provenientes da linhagem doadora
(ARMSTRONG et al., 2006).

Inimeros trabalhos tém utilizado, com sucesso, linhagens congénicas para
estudar varias doengas poligénicas, relacionadas a ansiedade (KIM et al., 2009); ao
consumo de alcool e a outras drogas (BENNET, 2000; BERRETTINI et al., 1994;
CARR et al., 2006; MARKEL et al., 1997; PATEL et al., 1999; RODRIGUEZ et al.,
1995; SIMPSON et al.,, 1998), a abstinéncia e aos efeitos sedativos do alcool
(BENNETT; JOHNSON, 1998; BUCK et al., 1997), a depressdo (CROWLEY et al.,
2006; LAD et al., 2007; LIU et al., 2007; TURRI et al., 2001; YOSHIKAWA et al.,
2002); a hipertensdo (ISHIKAMA et al., 2008); a responsividade ao estresse
(JAWAHAR et al., 2008), a diabetes mellitus (LORD et al., 1995), a epilepsia
(FRANKEL et al., 1995), a susceptibilidade a tumores (FIUNEMAN et al., 1996), ao
lUpus eritematoso sistémico (MOREL et al., 1996) e as sindromes metabdlicas

(KLOTING et al.,, 2004). A partir desses trabalhos, é possivel perceber que a



27

producdo de linhagens congénicas vem sendo muito utilizada pela comunidade
cientifica, haja vista que, a partir de uma rapida busca no site RGD, & possivel
encontrar 422 linhagens congénicas cadastradas a partir de diferentes linhagens de
ratos. Algumas linhagens congénicas desenvolvidas para o cromossomo 4 do rato,

encontram-se descritas no Quadro 3.

Quadro 3 — Exemplos de linhagens congénicas desenvolvidas para o cromossomo

4 do rato.

Fendtipos Genes Cromossomo Linhagens Referéncias
congénicas
Sindrome metabdlica/ Perk 4 BB.SHR KLOTING et al.,
Intolerancia a glicose 2004
Sindrome metabdlica Repin1 4 BB.SHR KLOTING et al.,
2007
Resisténcia a insulina Cd36 4 SHR. BN AITMAN et al.,
1999
Hipertensdo Cd36 4 SHR. BN PRAVENEC et
al., 2008
Preferéncia ao etanol Alc22 4 P.NP CARR et al.,2007
Diabetes TCR Vbeta, 4 **) FULLER et al.,
Znf467 e BBDR.BBDP 2006
Atp6v0 e 2
Resisténcia a gimap5 4 BBDR.BBDP FULLER et al.,
diabetes 2009
Desenvolvimento de X 4 DA.PVG.1AV1 BACKDAHL
artrite etal., 2004
Dislipidemia X 4 BB.SHR KOVACS et al.,
2001
Hipertensao X 4 SHR.BN ANEAS et al
2009
Susceptibilidade a X 4 WF.BBDR (*) MORDES et al
diabetes autoimune 2002
Peso corporal X 4 BB.WOKW KLOTING et al.,
2005

Fonte: RGD (2009). BN, ratos da linhagem Brown Norway; BB/OK (BB), ratos

espontaneamente diabéticos; BBDR (*), ratos que desenvolvem diabetes autoimune apds
alteragdes do sistema imunoldgico; WF, ratos que ndo desenvolvem espontaneamente a
diabetes; DA, ratos susceptiveis ao desenvolvimento de artrite reumatoide; PVG.1AV1,
ratos resistentes a artrite reumatoide; SHR, ratos espontaneamente hipertensos; WOKW
(Wistar Ottawa Karlsburg RT1), ratos que desenvolvem sindrome metabdlica com
obesidade; BBDP, ratos espontaneamente diabéticos; BBDR (**), ratos resistentes a
diabetes; P, ratos que preferem consumir alcool; e NP, ratos que preferem nao ingerir
alcool.
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A anadlise de QTL tradicional, associada com a construgdo de linhagens
congénicas, abre caminho para outra metodologia, as linhagens congénicas
intervalo-especificas (ISCS), saturadas com marcadores polimorficos em pequenos
intervalos, gerados a partir do cruzamento da linhagem congénica original com a
linhagem parental receptora (CICILA et al., 2001; DARVASI 1997, 1998; FEHR et
al., 2002; KOZELL et al., 2008; SHIRLEY et al., 2004). Nessa etapa, a manutengao
do efeito fenotipico nas linhagens subcongénicas permitira um refinamento ainda
maior do /ocus em estudo (ARMSTRONG et al., 2006), em diregédo a identificagao
de genes responsaveis pela caracteristica de interesse a partir de um QTL
previamente identificado ou de potenciais efeitos pleiotrépicos atuando em
comportamentos adicionais (BRODKIN; NESTLER, 1998; McBRIDE et al., 2004).
Dessa forma, € compreensivel a importancia do desenvolvimento de linhagens
congénicas, por permitir comparagdes fenotipicas rigorosas entre as linhagens e
por tornar possivel o estudo da influéncia do QTL de maneira isolada do restante do
genoma em relagao a perda ou ao ganho do fenétipo (COWLEY et al., 2004b).

Entre os genes identificados a partir da utilizagdo de linhagens congénicas
em associagao a outras abordagens moleculares, € possivel destacar Fehr et al.
(2002), que mapearam um locus no cromossomo 4 de camundongo associado a
abstinéncia aguda ao alcool e ao fenobarbital. Por meio de linhagens ISCS, os
autores delimitaram ainda mais o intervalo do locus em estudo (regido<1cM = 1,8
Mb, que contém aproximadamente 20 genes). Nesse estudo, cerca de 12 genes
foram sequenciados para se identificarem polimorfismos entre as linhagens
parentais, tornando possivel a identificagdo do gene da proteina Mpdz, que exibiu
um alto grau de polimorfismo, com 18 SNPs, capaz de influenciar a predisposi¢cao a

dependéncia fisioldgica tanto ao alcool quanto a um barbiturico.
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Outros estudos também conseguiram reduzir o QTL de interesse, a partir de
linhagens ISCS a um intervalo de 0,5 Mb, e identificar o gene Usp46 no
cromossomo 5 de camundongos, capaz de influenciar a imobilidade tanto no teste
de suspensao da cauda quanto no teste do nado forgado (TOMIDA et al., 2009). Ja
o gene Oprm, responsavel por codificar o receptor u-opidide, no cromossomo 10,
também foi identificado a partir do mapeamento prévio do QTL Mop2, associado a
preferéncia pela morfina (CRABBE et al., 1999). Em relagédo a hipertensao, varios
genes candidatos também tém sido identificados a partir de linhagens congénicas
(GRAHAM et al., 2007), tais como o gene candidato Hao2 (L-2 hydroxy acid
oxidase), localizado no cromossomo 2 de ratos, possivelmente relacionado a
pressao arterial sanguinea (LEE et al., 2003).

Recentemente, a partir de um QTL identificado no cromossomo 4 de ratos
que preferem (P) e que nao preferem (NP) o etanol, foram desenvolvidas linhagens
congénicas que, em associagdo a outras abordagens genéticas tais como a
expressao génica diferencial (real time PCR) e a global (microarray), permitiram a
identificacdo de genes candidatos para o consumo de etanol, tais como o Alc22,
relacionado particularmente a preferéncia ao etanol (CARR et al.,, 2007). Ainda
sobre o cromossomo 4 do rato, outros genes também tém sido identificados,

conforme ilustrado no Quadro 3 (pagina 27).
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1.7 Justificativa e Hipoéteses

Considerando a alta prevaléncia de doencas complexas, como a ansiedade,
a depressao e o consumo de alcool e o importante papel da interacdo entre os
fatores ambientais e genéticos na predisposicdo dos individuos a esses
transtornos, o conhecimento dos mecanismos geneéticos envolvidos a partir de
diferentes estratégias experimentais torna-se imprescindivel.

Apdés o advento dos métodos classicos (DARVASI,1998; LANDER;
KRUGLYAK., 1995) a identificacdo de loci (analise de QTL) envolvidos com
comportamentos emocionais, Ramos et al. (1999) identificaram uma regido no
cromossomo 4 do rato, denominada Ofil1, que influencia comportamentos
relacionados a ansiedade. Entretanto, novas abordagens genéticas, como o
desenvolvimento de linhagens semicongénicas e posteriormente congénicas
tornam-se necessarias, para confirmar a localizacdo desse QTL, analisar
isoladamente sua influéncia sobre o fendtipo de interesse, verificar possiveis efeitos
pleiotrépicos, delimitar o tamanho da regido de interesse e, finalmente, auxiliar na
busca de genes responsaveis.

Isso posto, algumas hipéteses foram estabelecidas:

a) o efeito do locus Ofil1, de fato, esta presente no cromossomo 4 do rato e

influencia a locomocgéo central no CA;

b) a diferenga fenotipica de interesse, entre os animais heterozigotos e os

SHR parental (ou seja, a linhagem isogénica pura), pode exibir variagdes

ao longo das geragdes, devido a insergao progressiva de alelos SHR e a
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perda progressiva de alelos LEW nas demais regides do genoma, ao
longo das geracdes;

o locus Ofil1 é capaz de influenciar comportamentos em outros testes
comportamentais relacionados a ansiedade, como a CBP, além de outros
fenotipos, como comportamentos relacionados a depressdo e ao
consumo de alcool, tendo, dessa forma, um efeito pleiotropico;

o efeito do Jlocus Ofil1 pode ser observado ja nas linhagens
semicongénicas N3 e N6, em que os animais serdo homozigotos para o
alelo LEW no QTL em questao, levando a um aumento na locomogao
central do CA, em comparagéao as linhagens controle;

os fatores ambientais podem interagir com o locus Ofil1 e alterar o efeito

do gendtipo nos testes do CA e da CBP.
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1.8 Objetivos

1.8.1 Objetivo geral

Desenvolver uma linhagem congénica a partir das linhagens isogénicas LEW
e SHR, a fim de produzir futuramente um mapa de alta resolugdo do QTL Ofil1
(open field inner locomotion1) localizado no cromossomo 4 do rato para estudar as
influéncias desse locus em diversos fenétipos associados com a emocionalidade e

com o consumo de etanol.

1.8.2 Objetivos especificos

a) Construir uma linhagem congénica para o locus Ofil1 utilizando a
linhagem LEW como doadora e a linhagem SHR como receptora, para
confirmar a exata localizagdo desse QTL, sua interagdo com um
arcabougo genético SHR e sua influéncia sobre fendtipos associados

com a emocionalidade/ansiedade;

b) caracterizar o fendtipo de todas as geragdes (N3 a N10) nos testes

comportamentais do CA e da CBP;
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produzir linhagens semicongénicas a partir das geracdes N3 e N6, para
acompanhar a influéncia do locus Ofil1, durante o desenvolvimento da
linhagem congénica nos testes do CA, LCE, TNF, CBP e consumo de

alcool;

produzir animais totalmente congénicos, a partir do cruzamento de
animais heterozigotos da geragdo N10 e caracteriza-los nos testes do CA

e da CBP.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

A linhagem congénica produzida e apresentada no presente trabalho foi
desenvolvida a partir do cruzamento inicial das linhagens isogénicas LEW e SHR,
as quais sao mantidas em nosso laboratério sob um sistema de acasalamento
consanguineo (irm&o/irma) ha mais de vinte geragcbes. A matriz da linhagem SHR
foi obtida na Universidade Federal do Espirito Santo, em Vitdria, que por sua vez a
obteve na Universidade Estadual Paulista (Unesp), em Botucatu, SP, e é originaria
da Universidade de Harvard (Boston, MA), enquanto a linhagem LEW, originaria da
Harlan Spreague Dowley Inc. (Indianapolis, IN), foi obtida na Universidade Estadual
de Campinas, SP. Os filhotes provenientes de cada retrocruzamento realizado
durante o desenvolvimento da linhagem congénica (SHR.LEW-Ofil1) foram
desmamados e separados com 28 dias de idade, sendo mantidos em gaiolas de
polipropileno (41 cm x 34 cm x 16 cm) com populagdo de 5 ratos por gaiola.
Durante o experimento realizado para medir o consumo de etanol e de outras
solugdes, os ratos permaneceram em gaiolas individuais. Todos os animais foram
mantidos em um biotério que possui temperatura controlada (22 + 2 °C) e ciclo
claro/escuro de 12 h (luzes acessas as 7h00), com acesso a agua e ragao ad
libitum.

Os experimentos foram desenvolvidos de acordo com as normas locais da

Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA), sob o protocolo N° PP0029/CEUA.
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2.2 Estratégia para o Desenvolvimento da Linhagem Congénica: escolha das

linhagens doadora e receptora

Antes de se iniciar a producdo da linhagem congénica, era necessario
escolher, entre as linhagens LEW e SHR, qual seria a linhagem receptora, aquela
responsavel pelo fornecimento do arcabougo genético, e a doadora, aquela
responsavel por fornecer o locus diferencial (regido de interesse) a ser estudado.

A partir de estudos anteriores, Ramos et al. (1999), ao utilizarem uma analise
de QTL, identificaram o locus Ofil1 que na presenga de alelos LEW, produzia um
aumento da locomogéao central do teste do CA em uma geragao segregante (F2),
oriunda de um cruzamento entre as linhagens LEW e SHR.

Originalmente, a linhagem LEW exibe baixa locomogao central no teste do
CA, quando comparada com a linhagem SHR (HINOJOSA et al., 2006; RAMOS et
al., 1997, 1998). Portanto, seria esperado que alelos LEW no locus Ofil1 ao serem
inseridos em um arcabougo genético SHR produzissem escores ainda mais altos
de locomogao central em comparagao a linhagem receptora pura SHR, caso o
locus Ofil1, de fato, fosse responsavel por esse fenétipo.

A possibilidade alternativa seria a linhagem SHR ser a doadora e a linhagem
LEW a receptora. Entretanto, ao serem inseridos em um arcabougo genético LEW,
que exibe normalmente taxas muito baixas de locomocédo central no CA, se
esperaria que os alelos SHR diminuissem ainda mais a locomocao central o que

poderia ser impossivel caso ocorresse um fenédmeno de “piso.”
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Com base nos argumentos acima, optou-se por desenvolver os
retrocruzamentos conforme a primeira possibilidade, ou seja, a linhagem LEW foi

escolhida para ser a doadora, e a linhagem SHR, a receptora.

2.3 Desenvolvimento da Linhagem Congénica

Iniciou-se o desenvolvimento da linhagem congénica a partir do cruzamento
de fémeas provenientes da linhagem LEW (doadora) e machos da linhagem SHR
(receptora), gerando animais hibridos F1, que foram entdo retrocruzados com a
linhagem receptora SHR, que originou a geragcédo N2 (NX representando o numero
de retrocruzamentos, incluindo o cruzamento inicial (JAX, 2009). A partir desta
geragao, os ratos foram genotipados com trés marcadores moleculares, D4Mgh6,
135 Mb; D4Rat76, 85 Mb; e D4Mgh11, 171 Mb para regides microssatélites
polimorficas que flanqueiam o locus Ofil1 (selegdo positiva), a fim de selecionar
animais heterozigotos para a regido de interesse, Ofil1. Machos e fémeas
heterozigotos da geracdo N2 foram retrocruzados com ratos da linhagem parental
SHR, dando origem a geragédo N3, que, além de ser submetida a selegéo positiva,
também passou por uma selegdo negativa, ou seja, marcadores moleculares
distribuidos ao longo do genoma, um marcador para cada cromossomo, foram
utilizados para selecionar os animais com a maior porcentagem do genoma
proveniente da linhagem receptora (SHR), exceto para o locus diferencial.
Utilizaram-se os marcadores D1Mgh2, D2Wox8, D3Mgh9, D5Mgh2, D6Mit1,

D7Rat32, D8Mgh4, D9Mghb5, D10Mgh13, D11Mit4, D12Mgh5, D13Mit4, D14Mgh1,
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D16Mit3, D17Mgh5, D18Mgh4, D19Mgh3 e D20Mhg2 para a selegéo negativa. Em
seguida, machos e fémeas da geracdo N3, heterozigotos para o locus Ofil1
(selecao positiva) e com porcentagem de homozigose (SHR) acima de 70% no
restante do genoma (selegdo negativa), foram retrocruzados com ratos SHR,
originando a geragdao N4, que também foi submetida as selegdes positiva e
negativa, com os mesmos marcadores utilizados na geracdo anterior, sendo
selecionados machos e fémeas com porcentagem de homozigose acima de 90%
no restante do genoma e, em seguida, retrocruzados com ratos SHR, dando origem
a geracdo N5. A partir desta geracdo até a obtencido da geragcdo N10, somente a
selecao positiva continuou a ser aplicada, ndo sendo mais realizada a negativa.

A cada geracao (N3 a N10), animais heterozigotos e homozigotos SHR
foram avaliados nos testes do CA e da CBP com idades entre 11 e 12 semanas.

Na geragcdo N10, os animais heterozigotos para o locus Ofil1 foram
intercruzados, a fim de se obter a primeira geragao de animais N10F1 homozigotos
(animais que possuem um arcabougo genético de aproximadamente 99,9% de
alelos SHR e apenas a regido de Ofil1T em homozigose, proveniente da linhagem
doadora LEW). Esses animais foram submetidos a selegéo positiva, agora com os
marcadores D4Rat76, D4Mgh6 e D4Rat59. Em fungdo do aparecimento de
inumeras dificuldades metodolégicas quanto a genotipagem tanto em gel de
agarose quanto em gel de poliacrilamida, o marcador D4Mh11 foi substituido pelo
D4Rat59, porque este era o unico marcador polimoérfico que se localizava no
intervalo entre os marcadores D4Mgh6 e D4Mh11 disponivel em nosso laboratério.

Devido ao baixo numero de animais N10F1 homozigotos LEW para os trés
marcadores citados, tornou-se inviavel a avaliagdo deles em qualquer teste

comportamental e, por esse motivo, optou-se por testar apenas os animais N10F1
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homozigotos LEW para o marcador D4Mgh6, que localiza-se no pico do QTL Ofilt,
previamente identificado por Ramos et al.(1999) (Figura 2). Estes animais foram
entdo avaliados no teste do CA e da CBP com 11 semanas de idade e um intervalo
de 24 h foi mantido entre os testes comportamentais. A Figura 3 ilustra um
esquema representativo das etapas de produgdo da linhagem congénica

(SHR.LEW-Ofil1), e o Quadro 4 ilustra o numero de casais utilizados em cada

retrocruzamento.
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Figura 2: QTL significativo para a locomog¢ao central do campo aberto identificado
por Ramos et al. (1999). Este locus foi denominado Ofil1 (open field inner
locomotion) e o marcador molecular D4Mgh6 representa o pico deste QTL.
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Figura 3 — Esquema representativo dos cruzamentos realizados durante o
desenvolvimento da linhagem congénica. As linhagens LEW e SHR inicialmente foram
intercruzadas e originaram uma geracao hibrida F1 heterozigota. Esses animais foram
entdo retrocruzados com a linhagem receptora (SHR), originando a geragcdo N2 e
genotipada para trés marcadores moleculares na regido de Ofil1, sendo os animais
heterozigotos novamente retrocruzados com a linhagem receptora, dando origem a
geracao N3, e assim sucessivamente, até a geragdo N10. Ratos heterozigotos da geragao
N10 foram novamente genotipados e posteriormente intercruzados, sendo seus
descendentes homozigotos LEW para o locus Ofil1 (N10F1) e fenotipados em diferentes
testes comportamentais. As regiées cromossOmicas representadas em cinza referem-se a
regides do cromossomo 4, nas quais ndo houve um controle genotipico, além de ainda
poder haver alguns alelos LEW devido a possiveis recombinacgdes.
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Quadro 4 — Quadro referente ao numero de casais formados por animais
heterozigotos e SHR, utilizados a cada geragcdo do desenvolvimento da linhagem
congénica.

Geragdo | Cruzamentos N° Casais

Parentais LEW x SHR (*) 8
F1 LS x SHR 16
N2 LS x SHR 12
N3 LS x SHR 15
N4 LS x SHR 17
N5 LS x SHR 19
N6 LS x SHR 16
N7 LS x SHR 20
N8 LS x SHR 23
N9 LS x SHR 20
N10 LS x LS 10

(*) Para o cruzamento inicial entre as linhagens parentais LEW e SHR utilizaram-se 8
fémeas LEW e 8 machos SHR. Nos demais cruzamentos, o nimero de casais representa o
numero de animais heterozigotos (sendo a metade dos animais machos, e a outra metade,
fémeas) retrocruzados com animais SHR parental.
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2.4 Producao de Linhagens Semicongénicas a partir da Geragcao N3 e da

Geragao N6

Em paralelo ao desenvolvimento da linhagem congénica descrito no item 2.3,
duas linhagens semicongénicas a partir da geragcado N3 e duas a partir de N6 foram
produzidas.

Animais heterozigotos da geracdo N3 (selecédo positiva) que possuiam uma
porcentagem de homozigose de alelos SHR no restante do genoma acima de 70%
(selegcao negativa) foram, entéo, os fundadores de duas linhagens semicongénicas,
sendo uma homozigota para o alelo LEW e a outra homozigota para o alelo SHR
para os marcadores D4Mgh6 e D4Rat76. No periodo inicial da produgcdo das
linhagens semicongénicas N3, a genotipagem nao foi realizada para o D4Rat59,
entretanto, ao final da terceira geragdo de intercruzamentos necessarios para a
obtencdo de um numero suficiente de animais optou-se por verificar o genétipo
desses ratos para o referido marcador. Infelizmente, nessa fase, como a maioria do
DNA armazenado apresentava sinais de degradacdo, houve dificuldade na
obtencdo de um produto de PCR adequado, o que prejudicou o processo de
genotipagem. Por esse motivo, a produgao das duas linhagens semicongénicas N3
limitou-se a obtencdo de animais homozigotos somente para os marcadores
D4Mgh6 e D4Rat76.

Em seguida, trés sucessivas geragdes N3F1, N3F2 e N3F3 provenientes de
intercruzamentos entre animais homozigotos LEW, para o locus Ofil1, foram
produzidas e utilizadas nos testes comportamentais. Os mesmos intercruzamentos
aconteceram para a linhagem homozigota SHR. Animais de todos os grupos foram

testados com idades entre 9-11 semanas. A primeira geragao N3F1 foi avaliada no
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teste do CA (baixa iluminagéo - 10 lux), no LCE, na CBP e no TNF, nessa ordem,
com um intervalo de 24 h entre os testes. Todos esses testes foram realizados
entre 13h30 e 18h00. A segunda geragao N3F2 foi testada em um protocolo de
sacarina, quinino e consumo de alcool, e a terceira N3F3 foi submetida ao teste do
CA com alta iluminagao (530 lux), tanto as 10h00 (fase clara), quanto a 1h00 (fase
escura).

Em relacdo a linhagem semicongénica desenvolvida a partir da geragao N6, é
importante dizer que durante a genotipagem desses animais, o marcador D4Mgh11
foi substituido pelo D4Rat59, pelos motivos explicados anteriormente. Assim, todos
os animais homozigotos LEW (N6) foram genotipados para os marcadores D4Mgh6,
D4Rat76 e D4Rat59. Devido a problemas de fertilidade, cerca de quatro geracdes
(N6F1, N6F2, N6F3 e N6F4) foram necessarias para a obtencdo de um numero
suficiente de animais homozigotos, para os trés marcadores, para que os testes
comportamentais pudessem ser realizados. Entretanto, os testes comportamentais
CA, LCE e CBP foram realizados somente com animais N6F4 homozigotos LEW
resultantes da quarta geragédo. Simultaneamente a produgdo dos N6F4, animais
das linhagens parentais LEW e SHR foram produzidos e utilizados como grupos
controle. Os ratos de todos os grupos (10-11 semanas de idade) foram submetidos
ao teste do CA (iluminagéo de 10 lux), ao LCE e a CBP, consecutivamente, com um
intervalo de 24 h entre os testes. Entre cada geracao de animais homozigotos N6F1,
N6F2, N6F3 e N6F4, houve um intervalo de 3 a 4 meses. O numero de animais
homozigotos LEW produzidos a partir das geragdes N3 e N6 e de seus respectivos
controles, avaliados nos diferentes testes comportamentais, encontra-se descrito na

sessao de resultados.
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2.5 Extracdo de DNA e Genotipagem

A extracdo de DNA foi realizada a partir de um pequeno fragmento tissular
da cauda de cada rato (cerca de 5 mm), seccionada por volta de 28 a 30 dias de
idade, com uma tesoura cirurgica, sendo essa extragao realizada com o auxilio de
um kit comercial (DirectPCR Lysis Reagent (tail), Viagem Biotech Inc.), conforme
instrugdes do fabricante. Utilizou-se um spray antisséptico contendo 21 mg/mL de
cloridrato de lidocaina e 1,33 mg/mL de cloreto de benzeténio (Salvelox, Sdo Paulo,
Brasil) para profilaxia. O DNA extraido foi submetido a reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR), realizada no termociclador Px2 Thermo Cycler (Hybaid, EUA),
utilizando-se primers para cada um dos marcadores moleculares polimoérficos
usados (ver sessbes anteriores). As sequéncias nucleotidicas dos pares de
primers, para cada um dos marcadores, estdo descritas no Quadro 5. As
temperaturas de anelamento dos primers encontram-se disponiveis no site Rat

Genome Database (RGD, 2009).
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Quadro 5 — Sequéncias nucleotidicas (5’-3’) dos pares de primers (Forward e
Reverse) para cada um dos 22 marcadores polimérficos utilizados na selecao
positiva (*) e negativa durante o desenvolvimento da linhagem congénica
(SHR.LEW-O¥fil1)

Marcadores Sequéncias nucleotidicas Cromossomos

D1Mah2 Forward: ACCTGGATGGGCCTCTGT 1
g Reverse: TGCATCAATAAAACCCTAACTGG

D2Wox8 Forward: GGACTATTCAGAGAGACCTGTC 5
Reverse: CTCCCAATCTCTAAATCTCCC

Forward: GTATCTCTTATTCTGTGGGCTGG

D3Mgh9 | peverse: CCCCTATGAGTTTTAATGATCCC

D4Mah6* Forward: GACATTTGGCGGAGCCTAAC 4
g Reverse: TAACTCCAGCAGGGTGACACAG

Reverse: GTATGTTTCCTTCCTGCCCC

Dalfohi1+ | Forward: CTCAACGAACAGGTTTCATTATG .
g Reverse: AGAAGGGATGACAATTGGTACG

D4Rat59* Forward: GCGGAATGATAGTTACTACGGC 4
Reverse: GCAGTGTGTTTGGGGTAGCT

Forward: TACCTAGGAAGCGCAAGGC

D5Mgh2 | o everse: AGCTTGGCTACAGCATGGTT

Forward: TAGGAGAGAACTGAAAGTTGTCC

D6Mit1 | Reverse: ATGGTGCACTATGGTGGTCA

D7Rat32 Forward: TTCATTGTATCTCCTCCCGG ;
Reverse: CAGAGTGGAATGCAGGTGAA

Forward: AGTTAACCCAACAACTCTAAGCC

DéMgh4 | peverse: CCCAAATGCAGCAGTCTACA

D9Mah5 Forward: CAAGGCAAAACTAAATGAACTCA 9
g Reverse: TTGTTGATTTGAAAGGTCATTCC

Forward: TGTTCTCAGGTGGGACTGAA
D10Mgh13 | oy erse: TGTGAGCACAGGAACACACA 10

Forward: CATCATATTAACTGCAGGTGGTG

DTTMit4 | Reverse: ATAAATTCCAAACAATCGAGAGAA

11

D12Mah5 Forward: CCACCCCTCAATACTTGTGG 12
g Reverse: TGAAGAGTTTAAAGCACAGGAGG

D13Mit4 Forward: CACACATATTCACAAAGAAACACA 13
Reverse: AGAAGGGAGACTCACTGATTACC

D14Mah1 Forward: GAAGGTTTTTTGATCGTTCTGG 14
g Reverse: CCTTGTGGTGAACAGCACC

D16Mit3 Forward: ATAAATATCCACACACGCATGG 16
Reverse: GTGACGTTCACAGAAGCAACA

D17Mah5 Forward: ATGGAGTGTGGACTGAAAATTG -
g Reverse: CACCATGGTACAACCCCAG

D18Mah4 Forward: CCTAGGCAGTAGTTACCATGTGC 18
g Reverse: TGTTTCTGTTGCCCTCGAG

D19Mgh3 Forward: TAAGAGAAGCAAGGCAAGGC 19
Reverse: CCCTTGAGCATGCACACATA

D20Mha2 Forward: CCTAGGCAGTAGTTACCATGTGC 20
g Reverse:TGTTTCTGTTGCCCTCGAG

Fonte:Rat Genome Database
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Os marcadores D4Rat76, D4Rat59 e D4Mgh11 flanqueiam a regido do
locus Ofil1 (locus diferencial), enquanto o D4Mgh6 localiza-se no pico deste QTL.
Os demais marcadores da selegao negativa encontram-se distribuidos por todos os
demais cromossomos. A Figura 4 ilustra os marcadores utilizados nas diferentes
abordagens genéticas: desenvolvimento da linhagem congénica através de
retrocruzamentos (N3 a N10), linhagens semicongénicas N3 (N3F1, N3F2 e N3F3)
e linhagem semicongénica N6 (N6F4).

A solucdo submetida a PCR continha um volume de 20 uL, sendo 0,4 uL de
DNA genbmico, 4,6 yL de agua Milli-Q, 5 yL (66 pM) de cada mix de primers e
0,076 uL (0,038 unidade) de enzima Taq polimerase (Promega, Charbonniere,
Franca), em 10 pL de tampdao PCR 2x (Promega Green Gotac, Charbonniére,
Franca). A amplificacao foi realizada com a seguinte programacéao: (a) um ciclo a
96 °C por 5 min; (b) trinta e cinco ciclos a 92 °C por 30 s, 58-60 °C (conforme o
marcador) por 1 min e 72 °C por 31 s; e (c) um ciclo a 72 °C por 2 min. Por fim, as
bandas resultantes dos produtos da PCR, formadas por variantes de tamanhos ja
conhecidos para os diferentes marcadores, foram separadas em eletroforese em
gel de agarose a 3%, visualizados com brometo de etidio sob luz ultravioleta,
genotipadas e fotodocumentadas. A Figura 5 ilustra todas as etapas metodolégicas,
desde a obtengdo do tecido da cauda até o resultado em gel de agarose a 3%.

Destaca-se que, devido a metodologia dos retrocruzamentos, durante a
genotipagem das geragées N3 a N10, ndo existiram animais homozigotos para o
alelo LEW, sendo somente encontrados no /ocus diferencial animais homozigotos
SHR ou animais heterozigotos (Figura 6). Ja durante a produgdo de animais
homozigotos provenientes das geragdes N3, N6 e N10, era possivel encontrar trés
genotipos: homozigotos LEW, homozigotos SHR ou heterozigotos LEW-SHR
(Figura 7).
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Figura 4 — Mapa genético do cromossomo 4 do rato com os marcadores utilizados
na selegdo positiva das diferentes abordagens genéticas utilizadas:
desenvolvimento da linhagem congénica através de retrocruzamentos (N3 a N10),
linhagens semicongénicas N3 (N3F1, N3F2, N3F3) e linhagem semicongénica N6
(N3F4). A distancia dos marcadores esta representada em megabases (Mb) de
acordo com o RGD (2009).
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A Figura 5 ilustra todas as etapas metodologicas, desde a obtengdo do

tecido da cauda até o resultado em gel de agarose a 3%.
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Figura 5 — Esquema dos procedimentos realizados desde a extragdo de DNA até a
genotipagem das bandas polimérficas. DNA extraido a partir de um fragmento tissular da
cauda do rato e amplificado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para diferentes
marcadores moleculares, separados em gel de agarose a 3%, por eletroforese, e
visualizados com brometo de etideo sob luz ultravioleta.
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Figura 6 — Diferentes gendtipos obtidos durante os retrocruzamentos entre ratos
heterozigotos e a linhagem receptora SHR (N3 a N10). Genotipagem de ratos
heterozigotos provenientes da geragdo N6. Os dois primeiros pogos possuem
produtos de PCR controle, resultantes das linhagens parentais LEW (homozigotos
LEW-banda alta) e SHR (homozigotos SHR-banda baixa) respectivamente, para o
marcador D4Mgh6 localizado no pico do QTL Ofil1. Os demais pogos referem-se
aos produtos de PCR dos animais cujo gendtipo esta sendo analisado, neste caso
animais com alelos heterozigotos (duas bandas) ou homozigotos SHR. (banda
baixa).
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Figura 7 — Diferentes gendtipos obtidos a partir do intercruzamento de animais
heterozigotos da geragcao N10 para o marcador D4Mgh6. Os dois primeiros pogos
possuem produtos de PCR controle, resultantes das linhagens parentais LEW
(homozigotos LEW-banda alta) e SHR (homozigotos SHR-banda baixa)
respectivamente, para o marcador D4Mgh6 localizado no pico do QTL Ofil1. Os
demais pogos referem -se aos produtos de PCR dos animais cujo gendtipo esta
sendo analisado, neste caso animais com alelos heterozigotos (duas bandas),
homozigotos SHR (banda baixa) e homozigotos LEW (banda alta).
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2.6 Testes Comportamentais

2.6.1 Teste do campo aberto

O teste do CA, desenvolvido em 1934 por Calvin Hall (WEISS;
GREENBERG, 1998), é considerado um teste classico para medidas de
emocionalidade em roedores (RAMOS; MORMEDE, 1998) e um dos mais
populares do mundo (RAMOS, 2008). O aparato, ilustrado na Figura 8, consiste em
uma arena de paredes e fundo brancos, medindo 1,0 m x 1,0 m de area, com 40
cm de altura. O fundo da arena é dividido em vinte e cinco quadrados de 20 cm x
20 cm delimitados por linhas pretas, sendo os quadrados adjacentes as paredes
considerados a regiao periférica do aparato, e os demais, a regiao central. Cada
animal foi posicionado no centro do aparato (10 lux), e o numero de cruzamentos
realizados na regiao periférica e central e o tempo gasto na regido central foram
quantificados durante 5 min. Entre essas medidas, a locomogéao e a defecagéo sao
consideradas classicas de emocionalidade (quanto maiores o0s escores de
locomogéao, menores os escores da defecagdo) em roedores, uma vez que o animal

€ submetido a um ambiente desconhecido (GRAY, 1979).

Figura 8 — Teste do campo aberto
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2.6.2 Teste da caixa branca e preta

O teste da CBP é um aparato composto de dois compartimentos separados
por uma parede: um branco, fortemente iluminado (660 lux), medindo 27 cm x 27
cm, cujo chéo é dividido em nove quadrados (9 cm x 9 cm); e outro preto, iluminado
por uma lampada vermelha (20 lux), medindo 27 cm x 18 cm, cujo ch&o é dividido
em seis quadrados (9 cm x 9 cm), ambos cercados por paredes de 27 cm de altura,
conforme ilustrado na Figura 9. A parede que divide os dois compartimentos e
possui uma pequena abertura de 7 m x 7 cm no centro.

Nesse teste, cada rato foi inicialmente posicionado no compartimento branco
e observado por 5 min, sendo registrados os seguintes comportamentos:
locomogéo no compartimento branco, tempo no compartimento branco e no preto e
o numero de transicbes realizadas entre os compartimentos branco e preto.
Considera-se que o nivel de exploragdo no compartimento branco e o numero de
transicdes entre os compartimentos sejam dependentes do nivel de “ansiedade” do

animal (CRAWLEY, 1981).

Figura 9 — Teste da caixa branca e preta
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2.6.3 Teste do labirinto em cruz elevado

O teste do LCE consiste em um labirinto em cruz com quatro bracos
dispostos perpendicularmente: dois bragcos opostos fechados por paredes de 40 cm
de altura e dois bragos abertos. Na intersec¢cao dos bracos fechados e abertos, ha
uma plataforma central (10 cm x 13,5 cm), com uma iluminagdo de 10 lux, que
oferece acesso a qualquer um dos quatro bracos. Cada animal foi colocado na
plataforma central com a face voltada para um brago aberto. Em seguida, alguns
comportamentos foram registrados por 5 min, tais como a porcentagem de entradas
e a porcentagem de tempo nos bragos abertos, 0 numero de entradas e o tempo
gasto (com as quatro patas) dentro dos bragos fechados. Assim, os animais que
permanecerem menos tempo ou que frequentarem menos vezes os bragos abertos

do LCE seréo considerados mais “ansiosos” (PELOW et al., 1985).

Figura 10 — Teste do labirinto em cruz elevado
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2.6.4 Teste do nado forgado

O TNF consiste em colocar os ratos, individualmente, em um cilindro de vidro
de 40 cm de altura e 18 cm de didmetro, com 30 cm de agua, a temperatura de 24-
26 °C, por 15 min (pré-teste). Vinte e quatro horas mais tarde, esses mesmos
animais sdo submetidos novamente ao teste, por mais 5 min, durante os quais sao
medidos o tempo de imobilidade (tempo que o animal permanece flutuando e/ou
apenas com movimentos estritamente necessarios para manter a cabega fora da
agua) e o numero de defecagbes. Entre essas medidas, o tempo de imobilidade
parece ser a melhor medida comportamental para avaliar comportamentos
relacionados a depressao. A iluminagao da sala de testes, durante o experimento,
era de 10 lux. O TNF tem por finalidade validar o efeito antidepressivo de drogas,
uma vez que estas reduzem o tempo de imobilidade dos animais (HINOJOSA et al.,

2006; PORSOLT et al., 1978).

Figura 11 — Teste do nado forgado
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2.6.5 Testes de consumo

O protocolo utilizado para avaliar o consumo de alcool, quinino e sacarina foi
padronizado e adaptado a partir de trabalhos anteriores (CHIAVEGATTO et al.,
2009; TERENINA-RIGALDIE et al., 2003a, 2003b; VENDRUSCOLO et al., 2006a),
com uma duragédo total de 22 dias. Iniciaram-se os testes de consumo apdés um
periodo de 2 dias de adaptagdo, em que estava disponivel somente uma garrafa de
agua. Os animais estavam alojados individualmente em gaiolas de polipropileno (21
cm x 28 cm x 19 cm), com maravalhas distribuidas no chdo e tampa de ago inox.

Apéds o periodo de habituagéo, os animais tiveram livre escolha entre duas
garrafas, uma com agua e outra com quinino (2 umol/L, quinino, ICN Biomedicals,
Solon, Ohio, EUA) durante dois dias consecutivos. O consumo diario de cada
solugao foi medido sempre a partir das 15h00, por meio da pesagem das garrafas,
que, em seguida, eram alternadas. A troca de posi¢ao das garrafas era realizada
para que nao houvesse influéncia da posi¢cao delas no consumo da solugdo. Os
dados foram expressos em relagao a preferéncia do animal pela solugdo em
relagcdo ao consumo total de fluido [(consumo da solugado dividido pela consumo
total de fluido) multiplicado por 100]. O mesmo protocolo foi utilizado para avaliar o
consumo de livre escolha entre a agua e a sacarina (7,5 mmol/L, sal sddico, Vetec
Laboratérios, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). O consumo de sacarina e quinino
(controles gustativos) foi avaliado para investigar a preferéncia dos animais por
liquidos novos (busca pela novidade).

As solugdes de etanol utilizadas neste protocolo foram preparadas a partir de

etanol PA a 95% (Laboratério Nuclear, Sdo Paulo, SP, Brasil). Apds a exposi¢cao
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dos animais ao consumo de sacarina, eles foram avaliados durante 10 dias quanto
ao consumo de livre escolha entre o etanol a 10% (v/v) e a agua. Imediatamente
apos esse periodo, os animais foram expostos a 6 dias de livre escolha entre o
etanol (5%, 10% e 15%) e a agua (2 dias para cada concentragdo). O consumo
total de cada solucédo foi medido a cada 2 dias, a partir das 15h00, por meio da
pesagem das garrafas. Durante a pesagem, os animais permaneceram sem
nenhum tipo de liquido para consumo. Para evitar qualquer tipo de efeito quanto a
posicdo das garrafas, estas foram trocados cuidadosamente a cada 2 dias. Os
pesos corporais foram registrados a cada 4 dias, e os dados foram apresentados
como a média de consumo de alcool durante 2 dias em gramas de alcool por dia

por quilograma de peso corporal.

Ratos colocados em
Gaiolas individuais Consumo de Quinino |:> Consumo de Sacarina
(Periodo de Adaptagio) 2 ymol/ e agua 7,5 mmol/L e agua
(2 dias) (2 dias) (2 dias)
Consumo de Alcool <:| Consumo de Alcool
5%, 10%, 15% e agua 10% e agua
(6 dias) (10 dias)

Figura 12 — Sequéncia do protocolo experimental para os testes de consumo de
quinino, sacarina e alcool.
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2.7 Analise Estatistica

Os dados comportamentais obtidos a partir dos testes do CA e da CBP nas
geragdes N3 a N10 foram submetidos a uma analise de variancia (ANOVA) de duas
vias para os fatores sexo e gendtipo (para cada geragdo separadamente), sendo
calculados a média e o erro padrao da média dos animais de cada gendtipo,
heterozigotos (LS) ou homozigotos SHR, de ambos os sexos. Também se aplicou a
ANOVA de duas vias para os mesmos fatores, acima citados, para as linhagens
semicongénicas obtidas a partir da geragdo N3 para os testes do CA (10 lux), da
CBP, do LCE e do TNF. Ja no teste do CA (530 lux), a analise foi realizada
separadamente para machos e fémeas, sendo aplicada a ANOVA de duas vias
para os fatores gendtipo e hora do teste (10h00 vs. 01h00). No teste de livre
escolha entre alcool e agua em diferentes concentragdes, compararam-se os dados
entre as linhagens utilizando uma ANOVA de duas vias (sexo e genotipo) para
medidas repetidas. Na linhagem semicongénica N6 e nos animais homozigotos
obtidos a partir da geragao N10, novamente foi aplicada uma ANOVA de duas vias
(fatores sexo e gendtipo), seguida do teste de comparagdo de médias (post hoc)
Newman-Keuls, uma vez que, nesses animais, duas outras linhagens controle LEW
e SHR também foram analisadas. Consideraram-se significativos valores de p
menores que 0,05. Todas as andlises foram realizadas com o software Statistica

6.0 (Statsoft, Franga, 2006).
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3 RESULTADOS

3.1 Desenvolvimento de uma Linhagem Congénica

Como ja explicado anteriormente, a cada geracdo (N3 a N10), animais
heterozigotos para o locus Ofil1 foram retrocruzados com animais SHR parental. O
Quadro 6 ilustra o numero de filhotes machos e fémeas obtidos a cada geragéo. O
Quadro 7 ilustra um numero aproximado de genotipagens realizadas nas diferentes

estratégias genéticas desenvolvidas neste trabalho.

Quadro 6 — Numero de filhotes machos e fémeas obtidos a cada retrocruzamento.

Geragao | Cruzamentos f_TotaI Machos | Fémeas
ilhotes

Parentais LEW x SHR 100 (F1) 53 47
F1 LS x SHR 120 (N2) 58 62
N2 LS x SHR 126 (N3) 61 65
N3 LS x SHR 101 (N4) 48 53
N4 LS x SHR 116 (N5) 57 59
N5 LS x SHR 139 (N6) 84 55
N6 LS x SHR 114 (N7) 50 64
N7 LS x SHR 117 (N8) 64 53
N8 LS x SHR 101 (N9) 48 53
N9 LS x SHR 160 (N10) 85 75
N10 LS xLS 80 35 45
TOTAL 1.274 643 631

LS: Animais heterozigotos para o locus Ofil1.
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Quatro 7: Numero de genotipagens realizadas durante as diferentes abordagens
genéticas.

NUMERO DE GENOTIPAGENS
Desenvolvimento da 7.728
linhagem congénica

(N3 a N10)
Linhagens 510
semicongénicas N3
Linhagens 450
semicongénicas N6
Animais 240
Homozigotos N10
TOTAL 8.928

3.2 Resultados Comportamentais

3.2.1 Geragoes N3 a N10

Os resultados apresentados nas Figuras 13 a 16 referem-se as variaveis
comportamentais no CA e CBP provenientes de animais heterozigotos e
homozigotos SHR, para o locus Ofil1, selecionados a cada retrocruzamento
(geracdo N3 a N10). As medidas comportamentais do teste do CA estao ilustradas
nas Figuras 13 a 14, e as da CBP, nas Figuras 15 a 16. Ja a Figura 17 refere-se as
medidas de locomogéao central e tempo gasto no centro do CA obtidas a partir de

uma analise estatistica realizada com todos os animais de todas as geragdes. O
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Quadro 8 ilustra o numero de animais heterozigotos e homozigotos SHR para o
locus Ofil1 utilizado nos testes comportamentais do CA e da CBP das geragbes N3

a N10.

Quadro 8 — Numero de animais heterozigotos e homozigotos SHR para o locus
Ofil1 utilizado nos testes comportamentais do CA e da CBP das geragcbes N3 a
N10.

Geragao Machos Fémeas
LS SS LS SS
N3 6 9 10 10
N4 13 14 14 12
N5 17 11 20 16
N6 19 20 14 14
N7 10 10 11 11
N8 11-12 16 10 11
N9 18 10 8 9
N10 21 14 16 6
TOTAL 412 animais
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A ANOVA de duas vias revelou efeitos significativos para o fator sexo. As
fémeas de ambos os gendtipos exibiram maiores escores em comparagao aos
machos para as medidas de locomogdo central nas geragées N4 [F(49=21,84;
p<0,001], N5 [F(1,60=20,0; p<0,001], N6 [F(163=36,74; p<0,001], N7 [F(138=24,72;
p<0,001], N8 [F(1.45=28,92; p<0,001], N9 [F(141=14,83; p<0,001] e N10 [F153=5,42;
p<0,05]; e periférica nas geracdes N3 [F(131)=8,63; p<0,01], N4 [F(149=30,10;
p<0,001], N5 [F1,60=12,09, p<0,001], N6 [F(163=40,01; p<0,001], N7 [F(1,38=60,78;
p<0,001], N8 [F(145=17,02, p<0,001], N9 [F4141)=17,94; p<0,001] e N10
[F(153=12,79; p<0,001].

Em relacdo ao fator gendtipo, diferengas significativas e marginalmente
significativas foram encontradas somente para as geragdes N6 [F(1 63)=6,37; p<0,05]
e N10 [F1,53=3,52; p=0,065] respectivamente, para a medida de locomogé&o central
do CA. Nenhum efeito significativo para esse fator foi detectado para a locomogao
periférica em qualquer geragao.

Ja em relagdo ao tempo em que o0s animais permaneceram no centro do
aparato, a ANOVA detectou diferengas em relacdo ao sexo: os machos exibiram
maiores escores do que as fémeas nas geragdes N4 [F(149=4,74; p<0,05] e N10
[F1,53=4,36; p<0,05]; na geragdo N6 [F(161)=3,70, p=0,050], as fémeas
permaneceram mais tempo no centro do aparato do que os machos. Em relagdo ao
fator gendtipo, detectaram-se um efeito marginalmente significativo na geragdo N3
para o fator gendtipo [F(131)=3,77; p=0,061] e um efeito significativo na geragéo N6
[F1,61=4,40; p<0,05], tendo os animais heterozigotos de ambas as geracdes
passado mais tempo na area aversiva do CA em comparacdo aos animais

homozigotos SHR para o locus Ofil1.
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Figura 13 — Variaveis comportamentais do teste do campo aberto (10 lux) obtidas a partir
das geracdes N3 a N10. Locomogao central (A) e periférica (B) de machos e fémeas de
ambos os genotipos, heterozigotos e homozigotos SHR para o locus Ofil1. Barras e linhas
verticais representam as médias e o erro padrao da média. (*), (**) e (***) representam
diferengas significativas entre os sexos, p<0,05, p<0,01 e p<0,001 respectivamente. (#)
representa diferencas significativas entre os gendtipos, p<0,05. ANOVA de duas vias
(fatores sexo e gendtipo) para cada geragdo separadamente.
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Figura 14 — Variaveis comportamentais do teste do campo aberto (10 lux) obtidas a partir
das geragbes N3 a N10. Tempo gasto no centro do aparato de machos e fémeas (A) de
ambos os gendtipos, heterozigotos e homozigotos SHR para o locus Ofil1. Barras e linhas
verticais representam as médias € o erro padrdo da média. (*) representa diferencas
significativas entre os sexos (p<0,05). (#) representa diferengas significativas entre os
gendtipos (p<0,05). ANOVA de duas vias (fatores sexo e gendtipo) para cada geragao
separadamente.
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Na CBP, a ANOVA de duas vias revelou efeitos significativos do fator sexo.
As fémeas de ambos os gendtipos realizaram maior numero de transicdes (Figura
15 A) entre os compartimentos do teste em comparagao aos machos nas geragdes
N3 [(131)=19,53; p<0,001], N5 [F(160=7,70; p<0,01], N7 [F(138=5,64; p<0,05], N8
[F(145=8,93; p<0,05] e N10 [F(153=17,26; p<0,001]. Na geragdo N9, a ANOVA
detectou uma interacdo gendétipo vs. sexo para o numero de transicdes realizadas
na CBP [F(141)=6,44; p<0,05], tendo o teste post hoc revelado que as fémeas
heterozigotas realizaram maior numero de cruzamentos entre os compartimentos
em comparagao as fémeas homozigotas SHR.

Ja em relagao ao tempo gasto no compartimento branco (Figura 15 B), a
ANOVA detectou diferengas no fator sexo somente na geragdao N9, sendo que os
machos exibiram maiores escores do que as fémeas [F(141)=6,34; p=0,05]. Em
relacdo ao fator gendtipo, uma diferenga significativa foi encontrada somente na
geracdo N8: os ratos heterozigotos permaneceram mais tempo no compartimento
branco e aversivo [F(1.45=5,52; p<0,05] do que ratos homozigotos SHR.

Em relagdo ao tempo gasto no compartimento preto (Figura 16), diferencas
sexuais foram encontradas nas geragdes N3 [F(131)=5,41; p<0,05] e N9 [F(1 41)=4,85;
p<0,05], sendo que na N3 os machos exibiram maiores escores que as fémeas; e
na N9, as fémeas permaneceram mais tempo no compartimento preto em

comparacao aos machos.
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Figura 15 — Variaveis comportamentais da caixa branca e preta obtidas a partir das
geracdes N3 a N10. Numero de transi¢des entre os compartimentos (A) e tempo gasto no
compartimento branco (B) de machos e fémeas de ambos os gendtipos, heterozigotos e
homozigotos SHR para o locus Ofil1. Barras e linhas verticais representam as médias e o
erro padrao da média. (*), (**) e (***) representam diferencas significativas entre os sexos,
p<0,05, p<0,01 e p<0,001 respectivamente. (#) representa diferengas significativas entre os
gendtipos (p<0,05). (&) representa diferenca significativa entre fémeas heterozigotas e
homozigotas SHR e entre fémeas heterozigotas e machos heterozigotos, p<0,05. ANOVA
de duas vias (fatores sexo e gendtipo) para cada geragao separadamente.
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Figura 16 — Variaveis comportamentais da caixa branca e preta obtidas a partir das
geragbes N3 a N10. Tempo gasto no compartimento preto de machos e fémeas (A) de
ambos os genotipos, heterozigotos e homozigotos SHR para o locus Ofil1. Barras e linhas
verticais representam as médias e o erro padrao da média. (*) representa diferencas
significativas entre os sexos, p<0,05. ANOVA de duas vias (fatores sexo e genotipo) para
cada geragdo separadamente.
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A ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo para o fator sexo,
sendo que as fémeas realizaram maior numero de cruzamentos no centro do
aparato [F(1408=128,32; p<0,001], porém gastaram menos tempo nessa regido
aversiva do CA [F(, 408=8,54; p<0,01] em comparac¢do aos machos. Em relagéo ao
fator gendtipo, os heterozigotos de todas as geracdes (N3 a N10) exibiram maiores
escores de locomogéo central [F(1, 408=9,12; p<0,01;] e tempo gasto no centro do

CA [F(1, 408=4,35; p<0,05] do que os homozigotos SHR.

I Efeito sexo: [F(1,408)=128,32; p<0,001] | I Efeito sexo: [F(1, 408)=8,54; p<0,01]
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Figura 17 — Variaveis comportamentais do teste do campo aberto (10 lux) obtidas a partir
de uma analise estatistica realizada com todos os animais heterozigotos e homozigotos
SHR de todas as geragdes (N3 a N10). Locomocgao central (A) e tempo gasto no centro do
aparato de machos e fémeas (B) de ambos os genotipos, heterozigotos e homozigotos
SHR para o locus Ofil1. Barras e linhas verticais representam as médias e o erro padrao da
meédia. (¢), indica o efeito de Ofil1 (diferengas significativas entre os gendtipos
heterozigotos e homozigotos SHR), p<0,05. ANOVA de trés vias (fatores sexo, gendétipo e
geragao).
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3.2.2 Resultados Comportamentais das Linhagens Semicongénicas N3

3.2.2.1 Testes de emocionalidade (CA, CBP, LCE e TNF)

O Quadro 9 mostra o numero de animais homozigotos LEW e homozigotos
SHR (N3F1 e N3F2) utilizado nos testes comportamentais do CA (10 lux), da CBP,

do LCE, do TNF e do consumo de alcool e o Quadro 10, refere-se ao nUmero de

animais N3F3 utilizados no teste do CA (530 lux).

Quadro 9 — Numero de animais homozigotos LEW e homozigotos SHR utilizado

nos testes comportamentais das linhagens semicongénicas N3F1 e N3F2.

Machos Fémeas
GeragoOes | Testes Homozigoto | Homozigoto | Homozigoto | Homozigoto
LEW SHR LEW SHR
N3F1 CA 13 9 19 13
(10 lux)
CBP 12 9 19 13
LCE 12 9 19 13
TNF 12 9 19 13
N3F2 Consumo 10 10 8 10
de alcool




Quadro 10 — Numero de animais homozigotos LEW e homozigotos SHR, da
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linhagem semicongénica N3F3 utilizado no teste do CA com alta iluminacgéo.

Machos Fémeas
Teste Homozigoto | Homozigoto | Homozigoto | Homozigoto
Geragdo | do CA LEW SHR LEW SHR
N3F3 (530 lux)
10:00h 10 10 10 9
01:00h 10 10 10 10

No CA com baixa iluminacg&o (10 lux), os resultados da locomogé&o central (A)
e periférica (B) no teste do CA sao referentes a geracdo N3F1 e estdo ilustrados na
Figura 18. A ANOVA de duas vias demonstrou que ratos homozigotos LEW
exibiram maior locomog¢é&o tanto no centro [F150=7,95; p<0,01] quanto na periferia
[F(1,50=5,96; p<0,05] do aparato, em comparagdo aos ratos controle homozigotos
SHR. Além disso, um efeito geral para o fator sexo também foi observado tanto
para a locomogéo central [F150=9,37; p<0,01] quanto para a locomog&o periférica
[F150=11,98; p<0,01], com as fémeas apresentando maiores escores em

comparagao aos machos.



68

*%

A)
401 4
I —_——
‘g 304 44
o
3 204
O
o
£
S 10-
-
0-
Machos Fémeas
I N3 F1 Homozigotos LEW
= N3 F1 Homozigotos SHR
B) -
120-
©
2 1004
o
g so4 __ | #
#
) 60+
g
E 404
o
8 204
|
0-
Machos Fémeas

Figura 18 — Variaveis comportamentais do teste do campo aberto com baixa luminosidade
(10 lux) das linhagens semicongénicas N3F1. Locomogao central (A) e locomogao periférica
(B) de machos e fémeas de ambos os gendtipos (homozigotos LEW e homozigotos SHR)
para o locus Ofil1 (n=9-10 animais/sexo/gendtipo). Barras e linhas verticais representam as
médias e o erro padrao da média. (**) representa diferencas significativas entre os sexos,
p<0,01. (#) e (# #) representam diferengas significativas entre os gendétipos, p<0,05 e
p<0,01 respectivamente. ANOVA de duas vias para os fatores sexo e gendtipo.
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No CA com alta iluminagdo e em diferentes horarios (10h00 e 1h00), os
resultados da locomogao central e periférica estdo ilustrados na Figura 19 e
referem-se a geragédo N3F3. Em machos, a ANOVA de duas vias revelou um efeito
significativo para o fator gendtipo, tendo homozigotos LEW exibido maior
locomocgéo central [F(136=5,42; p<0,05] nos dois periodos (10h00 e 1h00) quando
comparados com os homozigotos SHR. Para as fémeas, a ANOVA revelou uma
interag&o significativa entre os fatores genotipo e periodo [F(1,34=8,80; p<0,01], na
qual as ratas homozigotas LEW exibiram maior locomog¢éo central as 10h00 tanto
em comparagao as ratas homozigotas LEW a 1h00 quanto em relagéo as ratas
homozigotas SHR as 10h00.

Em relagcdo a locomocgéo periférica, a ANOVA revelou uma interagéo entre
os dois fatores [F(1,36=5,84; p<0,05], com os machos homozigotos LEW testados a
1h00 exibindo maiores escores em comparagao aos machos homozigotos LEW
testados as 10h00 e também em relagdo aos machos homozigotos SHR testados a
1h00. Para as fémeas, a ANOVA detectou um efeito significativo para o fator
gendtipo, sendo que as ratas homozigotas LEW apresentaram maiores escores nos

dois periodos (10h00 e 1h00) quando comparadas com as ratas homozigotas SHR.
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Figura 19 - Variaveis comportamentais do teste do campo aberto com alta
luminosidade (530 lux) das linhagens semicongénicas N3F3. Locomogdo central e
locomogéo periférica de machos (A e B) e fémeas (C e D) com gendtipos homozigotos
LEW e homozigotos SHR para o locus Ofil1. Os animais foram divididos em dois grupos,
sendo um grupo testado as 10h00, e o outro testado a 1h00 (n=9-10
animais/sexo/gendtipo/periodo). Barras e linhas verticais representam as médias e o
erro padrao da média. (#) e (###) representam diferengas significativas entre os
gendtipos, p<0,05 e p<0,001 respectivamente. (&&) e (&&&) representam diferengas
significativas entre os subgrupos, p<0,01 e p<0,001 respectivamente. ANOVA de duas
vias seguida de teste post hoc Newman-Keuls.
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A Figura 20 ilustra os resultados dos animais N3F1 para o tempo gasto no
compartimento branco (A), numero de transi¢cdes totais (B) e locomogao no
compartimento branco (C) da CBP. A ANOVA revelou um efeito geral para o fator
genotipo, tendo os ratos homozigotos LEW exibido maior numero de transi¢cbes
[F(1,49=4,80; p<0,05] e passado mais tempo no compartimento branco [F 1 49=3,92;
p=0,05] quando comparados aos ratos homozigotos SHR. Também se observou
um efeito marginalmente significativo na locomogdo no compartimento branco
[F(1,49=3,59; p=0,06]. A ANOVA revelou ainda um efeito geral para o fator sexo: as
fémeas exibiram maior numero de transi¢cdes totais [F(149=21,86; p<0,001] e
locomogéao no compartimento branco [F149=18,43; p<0,001] em comparagdo aos

machos.
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Figura 20 — Variaveis comportamentais do teste da caixa branca e preta das linhagens
semicongénicas N3F1. Tempo gasto (A) e locomogado no compartimento branco (C),
numero total de transigbes (B) de ratos machos e fémeas, dos genétipos homozigotos
LEW e homozigotos SHR para o locus Ofil1 (n=9-19 animais/sexo/gendtipo). Barras
verticais representam as médias e erro padrdo da média. (***) representa diferenca
significativa entre os sexos, p<0,001. (#) representa diferenga significativa entre os
genotipos, p<0,05. ANOVA de duas vias para os fatores sexo e genotipo.
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Os resultados referentes a porcentagem de entradas nos bragos abertos (A),
ao tempo gasto nos bragos abertos (B) e ao numero total de entradas nos bragos
fechados (C), da geracdo N3F1, avaliada no LCE estéo ilustrados na Figura 21. A
ANOVA de duas vias nao revelou diferencas genotipicas entre os homozigotos
LEW e os homozigotos SHR na porcentagem de entradas nos bragos abertos
(F(1,49=0,18; p=0,66), no tempo gasto nos bragos abertos [F149=0,42; p=0,51] e no
tempo gasto nos bragos fechados [F(1,49=0,39; p=0,53]. Alem disso, um efeito geral
para o fator sexo foi observado em relagdo ao numero de entradas dos bragos
fechados: as fémeas exibiram maiores indices em comparacdo aos machos

[F(1.49=8,49; p<0,01].
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Figura 21 — Variaveis comportamentais do teste do labirinto em cruz elevado das
linhagens semicongénicas N3F1. Porcentagem de entradas (A) e porcentagem de
tempo nos bragos abertos (B) e niumero total de entradas nos bracos fechados (C) de
ratos machos e fémeas dos genotipos homozigotos LEW e homozigotos SHR para o
locus Ofil1 (n=9-19 animais/sexo/gendtipo). Barras e linhas verticais representam as
médias e erro padrdo da média. (**) representa diferenga significativa entre os sexos,
p<0,01. ANOVA de duas vias para os fatores sexo e gendtipo.
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Os resultados da geracdo N3F1 para o tempo de imobilidade em segundos
(A) e o numero de defecagdes (B) no TNF estao ilustrados na Figura 22. A ANOVA
de duas vias revelou diferengcas entre os sexos em ambas as variaveis, com 0s
machos exibindo maior tempo de imobilidade [F(149=10,79, p<0,01] e maior numero
de bolos fecais [F(149=11,39, p<0,01] em comparagcdo as fémeas. Diferencas

significativas entre os genoétipos homozigotos LEW e homozigotos SHR n&o foram

encontradas.
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Figura 22 — Variaveis comportamentais relacionadas ao teste do nado forgado das
linhagens semicongénicas N3F1. Tempo de imobilidade em segundos (A) e niumero de
defecacdo (B) de ratos machos e fémeas de ambos os genodtipos homozigotos LEW e
homozigotos SHR para o locus Ofil1 (n=9-19 animais/sexo/gendtipo). Barras e linhas
verticais representam as médias e erro padrdo da média. (*) e (**) representam diferengas
significativas entre os sexos, p<0,05 e p<0,01 respectivamente. ANOVA de duas vias para
os fatores sexo e gendtipo.
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3.2.2.2 Testes de consumo

Os resultados dos animais N3F2 referentes ao consumo de sacarina (A) e
quinino (B) sdo mostrados na Figura 23. A ANOVA de duas vias nao revelou
nenhum efeito significativo diferenga em relagdo ao consumo absoluto de quinino
(p>0,05). Ja em relagdo ao consumo de sacarina, a ANOVA revelou uma interagéo
significativa entre os fatores sexo e genotipo [F(134=5,69; p<0,05]; entretanto,
comparagdes post hoc Newman-Keuls ndo indicaram diferengas significativas entre

OS grupos.
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Figura 23 — Preferéncia de liquido induzido pela disponibilidade de sacarina (7,5 mM)
(A) e quinino (2 uM) (B) em livre escolha com agua (média de 2 dias consecutivos)
exibido por ratos machos e fémeas de ambos os gendtipos N3F2 homozigotos LEW
ou N3F2 homozigotos SHR (n=8-10 animais/linhagem/sexo). Barras e linhas verticais
representam as médias e erro padrao da média referente ao consumo de cada
liquido.
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Os resultados referentes ao consumo de etanol a 10% vs. agua em livre
escolha dos animais N3F2 estao ilustrados na Figura 24A. A ANOVA de medidas
repetidas revelou um efeito geral para o fator sexo, tendo as fémeas consumido
maior quantidade de alcool (média de 5 blocos, sendo cada bloco formado de 2
dias de avaliagéo) [F(134=37,23; p<0,001] em comparagdo aos machos. Os
resultados do consumo de agua vs. alcool em diferentes concentragées (5%, 10% e
15%) estéo ilustrados na Figura 24B. A ANOVA de medidas repetidas revelou um
efeito geral para o fator sexo: as fémeas exibiram maior consumo de alcool em
todas as concentragoes [F(134=92,21; p<0,001] em comparagédo aos machos. Uma
interagéo significativa entre os fatores genodtipo e concentracdo [F(268=3,92;
p<0,05] também foi observada, entretanto comparagdées post hoc Newman-Keuls

nao revelaram qualquer efeito significativo entre os grupos.
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Figura 24 — Consumo de etanol a 10% vs. agua (livre escolha) por um periodo de 10 dias (5
blocos de 2 dias) para ratos machos e fémeas de ambos os gendtipos (N3F2 homozigotos
LEW e N3F2 homozigotos SHR) (A). Livre escolha entre agua vs. alcool em diferentes
concentragdes (5%, 10% e 15%) (v/v) por um periodo de 2 dias para cada concentragao,
para ratos machos e fémeas dos gendtipos homozigotos LEW e homozigotos SHR (B). Os
valores estdo representados como a média do consumo de etanol em gramas por
quilograma de peso corporal por dia (g/kg/dia) (n=8-10 animais/gendtipo/sexo). Barras e
linhas verticais representam as meédias e erro padrdo da média referentes ao consumo
durante o periodo do teste. (***) representa diferencas entre os sexos, p<0,001. ANOVA de
duas vias com medidas repetidas (concentragdo), sendo os principais fatores sexo e
genotipo.
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3.2.3 Resultados Comportamentais da Linhagem Semicongénica N6

O Quadro 11 ilustra o niumero de animais N6F4 homozigotos LEW, da
linhagem semicongénica, e de seus respectivos controles LEW parental e SHR

parental, utilizados nos testes comportamentais do CA, da CBP e do LCE.

Quadro 11: Numero de animais N6F4 homozigotos LEW (linhagem semicongénica)
e de seus respectivos controles parentais, LEW e SHR, utilizados nos testes

comportamentais.

LINHAGENS MACHOS FEMEAS
Homozigotos LEW 20 20

SHR parental 8 8

LEW parental 16 17

Os resultados das variaveis comportamentais do teste do CA estdo
ilustrados na Figura 25 e referem-se aos animais N6F4. A ANOVA de duas vias
revelou um efeito geral para o fator gendtipo em todas as variaveis analisadas,
locomocgédo central [F(283=40,29; p<0,001] e periférica [F283=77,02; p<0,001], e
tempo no centro [F(283=42,59; p<0,001]. Comparagdes post hoc Newman-Keuls
indicaram que a presenca de alelos LEW no locus Ofil1 foi responsavel por um
maior numero de cruzamentos tanto no centro (p<0,01) quanto na periferia (p<0,01)

do aparato em comparacao aos ratos SHR parental, porém nenhum efeito
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significativo entre essas duas linhagens foi detectado para o tempo gasto no centro
do CA.

Diferencas entre as linhagens parentais puras LEW e SHR também foram
reveladas pelo teste post hoc, tendo a linhagem SHR (receptora) exibido maiores
escores na locomogéo central (p<0,001) e no tempo gasto no centro do aparato
(p<0,001) em comparagao a linhagem LEW (doadora). Contudo, os ratos SHR
exibiram menores (p<0,001) escores na locomogao periférica em comparagédo a
linhagem LEW.

Além desses resultados genotipicos, a ANOVA também revelou um efeito
geral para o fator sexo em todas as variaveis comportamentais: locomog¢ao central
[F(1,83=35,25; p<0,001] e periférica [F(1,83=17,02; p<0,001], e tempo gasto no centro
do aparato [F(1,83)=23,36; p<0,001], com as fémeas apresentando maiores escores

em comparag&o aos machos.
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Figura 25 — Variaveis comportamentais do teste do campo aberto (10 lux). Locomogao
central (A) e periférica (B) e tempo gasto no centro do aparato (C) por ratos LEW parental,
SHR parental e N6F4 homozigotos LEW de ambos os sexos (n= 8-20
animais/sexo/gendtipo). Barras e linhas verticais representam as médias e o erro padréo da
média. A presenca de diferencas significativas para o fator sexo esta ilustrada no retangulo
localizado acima dos graficos. (***) representa diferenca significativa entre LEW e SHR.
(°°) indica o efeito de Ofil1 (diferenca significativa entre a N6 homozigota LEW e a
linhagem SHR pura). ANOVA de duas vias para os fatores sexo e gendtipo, seguida de
teste post hoc (comparagao entre as médias) Newman-Keuls.
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Os resultados das variaveis comportamentais do LCE, da geragcdo N6F4,
estdo ilustrados na Figura 26. A ANOVA de duas vias revelou um efeito geral para
o fator gendtipo em todas as variaveis apresentadas, porcentagem de tempo
[F2,83=10,26; p<0,001] e de entradas [F(2s3)=9,44; p<0,001] nos bragos abertos e
tempo gasto nos bragos fechados [F (2 83=25,15; p<0,001].

As comparacdes post hoc indicaram que a presencga de alelos LEW no locus
Ofil1 da linhagem homozigota N6 proporcionou um aumento na porcentagem de
entradas dos bragos abertos (p<0,01) em comparagdo aos ratos SHR. Para as
demais medidas nenhuma diferenga significativa foi detectada entre essas duas
linhagens. Diferengas entre as linhagens parentais puras LEW e SHR também
foram detectadas, sendo que a linhagem SHR pura exibiu maior porcentagem de
tempo nos bragos abertos (p<0,01) e gastou menos tempo nos bragos fechados
(p<0,001) do LCE em comparagéao a linhagem doadora LEW. Além dos resultados
genotipicos, a ANOVA de duas vias também revelou um efeito para o fator sexo em
todas as variaveis comportamentais — porcentagem de entradas [F(1g3= 9,64,
p<0,05] e porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos [F(1,83=26,50; p<0,001]
e tempo gasto nos bragos fechados [F(1,83=20,90; p<0,001], tendo as fémeas
apresentado maiores escores somente nas duas primeiras medidas

comportamentais, em comparag¢ao aos machos.
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Figura 26 — Variaveis comportamentais relacionadas ao teste do labirinto em cruz
elevado (10 lux). Porcentagem de entradas nos bragos abertos (A), porcentagem de
tempo gasto nos bracgos abertos (B) e tempo gasto nos bracgos fechados (C) por ratos
LEW parental, SHR parental e N6F4 homozigotos LEW de ambos os sexos (n=8-20,
animais/sexo/gendtipo). A presenca de diferenga significativa para o fator sexo esta
ilustrada no retangulo localizado acima dos gréficos. Barras e linhas verticais
representam as médias e erro padrdo da média. (**) representa diferengas significativas
entre LEW e SHR, p<0,01. (??) indica o efeito de Ofil1 (diferenca significativa entre a N6
homozigota LEW e a linhagem SHR pura, p<0,01). ANOVA de duas vias para os fatores
sexo e gendtipo, seguida de teste post hoc (comparagao entre as médias) Newman-
Keuls.
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Os resultados das variaveis comportamentais da CBP estao ilustrados na
Figura 27. A ANOVA de duas vias revelou um efeito geral para o fator gendtipo,
para o tempo gasto nos compartimentos branco [F(g3=14,65; p<0,001] e preto
[F283=21,70; p<0,001]. Ja as comparagbes post hoc indicaram que a presenga de
alelos LEW no locus Ofil1 da linhagem N6F4 foi responsavel, de forma robusta,
pelo aumento no tempo gasto no compartimento branco (p<0,01), em comparagao
aos ratos SHR. Para o tempo gasto no compartimento preto, nenhum efeito
significativo foi detectado entre essas duas linhagens (dados ndo mostrados) e
somente diferengcas entre as linhagens parentais puras LEW e SHR foram
reveladas pelo post hoc, tendo a linhagem SHR exibido menores escores em
relacdo ao tempo gasto no compartimento preto (p<0,001) em comparagao a
linhagem LEW (dados nao mostrados). Diferengas entre as linhagens parentais
puras LEW e SHR para o tempo gasto no compartimento branco, ndao foram
detectadas pelo post hoc. Além dos resultados genotipicos, a ANOVA também
revelou um efeito geral para o fator sexo em relagdo ao tempo gasto no
compartimento branco [F1g3=6,69; p<0,05], com as fémeas apresentando maiores

escores comportamentais do que os machos.
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Figura 27 — Variaveis comportamentais do teste da caixa branca e preta. Tempo no
compartimento branco (A) e preto (B) exibido por ratos LEW, SHR e N6F4 homozigotos
LEW de ambos os sexos (n=8-20 animais/sexo/gendtipo). A presenga de diferenca
significativa para os fatores sexo e gendtipo esta ilustrada no retangulo localizado acima
dos graficos. Barras e linhas verticais representam as médias e o erro padrao da média.
(??) indica o efeito de Ofil1 (diferenca significativa entre a N6F4 homozigota LEW e a
linhagem SHR, p<0,01). ANOVA de duas vias para os fatores sexo e genotipo, seguida
de teste post hoc (comparagéo entre as médias) Newman- Keuls.
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3.2.4 Animais N10 homozigotos

O Quadro 12 ilustra o numero de animais N10F1 homozigotos LEW, e de
seus respectivos controles LEW parental e SHR parental, avaliados nos testes

comportamentais do CA e da CBP.

Quadro 12: Numero de animais N10F1 homozigotos LEW, e de seus respectivos
controles LEW parental e SHR parental, utilizados nos testes do CA e da CBP.

LINHAGENS MACHOS FEMEAS
N10F1 8 7
Homozigotos LEW
SHR parental 9
LEW parental 4

9
4

A Figura 28 ilustra os resultados das variaveis comportamentais do teste do
CA relacionadas aos animais N10F1 homozigotos LEW para o marcador D4Mgh6 e
seus respectivos controles. A ANOVA de duas vias revelou um efeito geral para o
genotipo em todas as variaveis apresentadas, locomogédo central [F235=6,98;
p<0,01], periférica [Fp35= 15,49; p<0,001] e tempo no centro [F(35=13,07;
p<0,001]. Destaca-se que as comparagdes post hoc demonstraram que a linhagem
N10F1 homozigota LEW permaneceu mais tempo na regido central e aversiva do
aparato em comparagdo a linhagem parental SHR pura. Diferengas genotipicas
entre as linhagens puras LEW e SHR também foram detectadas pelo post hoc,

sendo que os ratos SHR exibiram maiores escores para o tempo (p<0,01) e para a
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locomogao central (p<0,01) e menores escores para a locomocgdo periférica
(p<0,001) em comparacéao aos ratos LEW.

A ANOVA também revelou um efeito geral para o fator sexo, sendo que as
fémeas exibiram maior locomog&o central [F(135=9,89; p<0,01] do que os machos.
Para as demais medidas comportamentais, diferencas para este fator nao foram

encontradas.
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Efeito sexo: F(1, 35)=9.89; p<0,01
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Figura 28 — Variaveis comportamentais do teste do campo aberto (10 lux). Locomogéao
central (A) e periférica (B) e tempo gasto no centro do aparato (C) por ratos LEW, SHR
e N10F1 homozigotos de ambos os sexos (n=4-9 animais/sexo/genotipo). Barras e
linhas verticais representam as médias e o erro padrdao da média. A presenca de
diferencga significativa para o fator sexo esta ilustrada no retangulo localizado acima dos
graficos. (**) e (***) representam diferencas significativas entre LEW e SHR, p<0,01 e
p<0,001 respectivamente. (?) indica o efeito de Ofil1 (diferenca significativa entre a
N10F1 homozigota LEW e a linhagem SHR, p<0,05). ANOVA de duas vias para os
fatores sexo e genotipo, seguida de teste post hoc (comparagédo entre as médias)
Newman-Keuls.
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A Figura 29 ilustra os resultados das variaveis comportamentais do teste da
CBP relacionadas aos animais N10F1 homozigotos LEW para o marcador D4Mgh6.
A ANOVA de duas vias revelou um efeito geral para o fator genétipo nas variaveis
comportamentais: numero de transigoes [F2, 35=11,65; p<0,001] e tempo gasto no
compartimento branco [F,, 35=9,03, p<0,001]. Em relagdo ao numero de transigoes,
os ratos SHR exibiram maior numero de transigdes em comparagao aos N10F1
homozigotos (p<0,05) e aos ratos LEW (p<0,01). No tempo gasto no compartimento
branco, as comparagbes post hoc indicaram que os ratos LEW parental
permaneceram menos tempo nesse compartimento em comparagao aos ratos SHR
(p<0,001). Nenhuma diferengca para esta medida foi observada entre os N10F1

homozigotos LEW e os SHR.
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Figura 29 — Variaveis comportamentais do teste da caixa branca e preta. Tempo
no compartimento branco (A) e numero de transi¢des realizadas entre os
compartimentos (B), exibido por ratos LEW, SHR e N10F1 homozigotos LEW de
ambos os sexos (n=4-9 animais/sexo/gendtipo). A presenca de diferenca
significativa para o fator sexo esta ilustrada no retangulo localizado acima dos
graficos. Barras e linhas verticais representam as médias e o erro padrao da
média. (**) e (***) representam diferengas significativas entre LEW e SHR, p<0,01 e
p<0,001 respectivamente. (?) indica o efeito de Ofil1 (diferenca significativa entre N10F 1
homozigota LEW e a linhagem SHR, p<0,05). ANOVA de duas vias para os fatores sexo
e genotipo, seguida de teste post hoc (comparacao entre as médias) Newman-Keuls.
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4 DISCUSSAO

O desenvolvimento deste trabalho teve como objetivo principal construir uma
linhagem congénica para avaliar a influéncia genética do locus Ofil1, localizado no
cromossomo 4 do rato, sobre a emocionalidade dos animais, em todas as geragdes
que precederam a obtencdo de animais N10F1 homozigotos LEW. Destaca-se que,
nas geracoes N3 a N10, o efeito do locus Ofil1 somente poderia ser observado em
heterozigose, ja que ratos homozigotos LEW ndo existiam nessas populagdes.

Em paralelo a construgdo dos congénicos, duas estratégias adicionais, que
também se basearam na selecdo genética por marcadores moleculares, foram
desenvolvidas. A primeira se referiu ao desenvolvimento de linhagens denominadas
semicongénicas N3 (N3F1,N3F2,N3F3) (animais homozigotos para os alelos LEW
e SHR nos marcadores D4Mgh6 e D4Rat76) e N6F4 (animais homozigotos para os
alelos LEW para os marcadores D4Mgh6, D4Rat76 e D4Rat59) cujo arcabougo
genético era composto de 87,5% e 98,45% de alelos SHR (linhagem receptora)
respectivamente, sugerindo que as diferengas comportamentais encontradas entre
essas linhagens semicongénicas e seus respectivos controles seriam resultantes
de variagoes alélicas presentes no locus diferencial.

A segunda estratégia consistiu no desenvolvimento de animais homozigotos
LEW (N10F1) no marcador D4Mgh6 (pico de Ofil1) provenientes do
intercruzamento de animais heterozigotos da geragcdao N10, obtidos apds dez
geragbes de retrocruzamentos com a linhagem parental SHR. Nesta etapa do
processo, 0 arcabougo genético desses animais possuia aproximadamente 99,9%

de alelos SHR.
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A fim de facilitar a discussdo e a interpretacdo dos resultados, cada

abordagem genética utilizada é tratada separadamente nas proximas secoes.

4.1 Desenvolvimento de uma Linhagem Congénica (N3 a N10)

Destaca-se que, até o presente momento, ndo ha trabalhos na literatura
mostrando o fendtipo de todas as geragbes (N3 a N10), produzidas pelos
sucessivos retrocruzamentos durante o desenvolvimento de uma linhagem
congénica, além de nao haver registros no RGD de linhagens congénicas para o
cromossomo 4 obtidas a partir das linhagens LEW e SHR. Esses fatos associados
a existéncia de inumeros estudos mostrando a participacdo de Ofil1 em
comportamentos relacionados & ansiedade (1ZiDIO, 2009; MORMEDE et al., 2002;
RAMOS et al., 1999) e a outros transtornos (VENDRUSCOLO et al., 2006a),
justificaram o desenvolvimento deste trabalho. A obtencdo de uma linhagem
congénica denominada SHR.LEW-Ofil1 permitira, no futuro, avaliar e detalhar
outros efeitos comportamentais e neurobiolégicos exibidos pelo locus Ofil1 em
processos relacionados a ansiedade, a depressdao, ao consumo de etanol, ao
estresse, a hipertensao, aos disturbios metabdlicos, a dor, entre outros.

A partir dos resultados comportamentais do CA e da CBP, de todas as
geracgdes (N3 a N10), é possivel observar diferengas significativas entre os sexos,
tendo as fémeas de ambos os gendtipos, de uma forma geral, exibido maiores
escores do que os machos em todas as variaveis comportamentais apresentadas.

Enquanto alguns estudos tém demonstrado a presenca de diferencas intersexuais
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em medidas comportamentais que envolvem emocionalidade em roedores
(HINOJOSA et al., 2006; RAMOS et al., 1997, 1998, 2002), outros sugerem que
diferengas comportamentais entre machos e fémeas sao frequentemente
dependentes do teste ou do gendtipo (ALONSO et al., 1991; JOHNSTON, FILE.,
1991). Nesse sentido, estudos de herdabilidade realizados em nosso laboratério, a
partir das linhagens LEW e SHR, mostram que os machos apresentam maiores
indices de herdabilidade que as fémeas, sugerindo que estas estariam mais
susceptiveis as influéncias ambientais (IZIDIO et al., 2009). Outro aspecto
importante relaciona-se a influéncia dos horménios sexuais em comportamentos
relacionados a ansiedade, principalmente em fémeas (FRYE et al.,, 2008;
PALANZA, 2001).

Além das diferengcas sexuais encontradas, algumas diferengas isoladas
relacionadas ao fator genodtipo também foram observadas. A presenga de alelos
LEW em apenas uma das duas copias do cromossomo 4 nas geragdes N3 a N10
(Figuras 11 a 14) nao foi suficiente para influenciar um aumento significativo das
principais medidas relacionadas a ansiedade no CA em comparagdo ao grupo
homozigoto SHR (controle) na maioria das geragdes. Entretanto, pode-se observar
que um aumento significativo para a locomogao central realizada pelos animais
heterozigotos ocorreu na geracdo N6 e que um aumento marginalmente
significativo também foi exibido na geragcdo N10. O mesmo efeito foi exibido nas
geragcdes N3 e N6 em relagdo ao tempo em que os animais permaneceram no
centro do aparato. Esses resultados eram esperados de acordo com a nossa
hipétese, pois, os animais heterozigotos gastaram mais tempo na regido central e
aversiva do CA, apresentando, portanto, uma suposta diminuicdo da

emocionalidade. Além disso, € importante dizer que nas geragdes N3, N6 e N10
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diferencas significativas entre os genodtipos ndo foram encontradas para a
locomocao periférica do CA (indice de locomogdo), o que sugere um efeito
especifico de Ofil1 sobre a emocionalidade e corrobora estudos prévios (RAMOS et
al., 1999; VENDRUSCOLO et al., 2006a). Dessa forma, é possivel sugerir que a
locomogéo central e a periférica refletem diferentes componentes comportamentais,
corroborando assim outros estudos (FERNANDEZ-TERUEL et al.,, 2002;
HINOJOSA et al., 2006; PRUT, BELZUNG, 2003).

Em relagdo aos testes comportamentais da CBP, também se observou a
auséncia de efeito de Ofil1 para a maioria das medidas avaliadas. Somente na
geracao N8 os animais heterozigotos permaneceram mais tempo no compartimento
branco em comparagao aos ratos homozigotos SHR, como seria esperado pelo fato
do compartimento branco ser considerado um local aversivo (CRAWLEY, 1981).
Além desse resultado, apenas uma interagao entre os fatores sexo e genétipo para
o numero de transi¢cdes realizadas entre os compartimentos foi observada na
geracao N9, tendo fémeas LS exibido maiores escores que as fémeas SS.

A auséncia de efeitos significativos do fator genétipo heterozigoto na maioria
das variaveis comportamentais do CA e da CBP poderia ser explicada pelas
seguintes hipéteses: a) alelos LEW poderiam ser recessivos em relagdo aos alelos
SHR. Tal possibilidade parece ndo se sustentar totalmente, uma vez que, em
algumas geragbes, 0s animais heterozigotos exibiram menores indices de
emocionalidade do que os animais homozigotos SHR em medidas classicas dos
testes do CA e da CBP; b) a presenga de dominancia incompleta do alelo SHR
onde os animais heterozigotos poderiam apresentar um fendtipo intermediario,
porém mais semelhante aos ratos SHR parental do que os ratos LEW parental. Se

essa hipdétese estiver correta, dificuldades na detecgdo de diferengas
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estatisticamente significantes entre os animais heterozigotos e homozigotos SHR
poderiam estar acontecendo em decorréncia do pequeno tamanho amostral e/ou
dos grandes efeitos ambientais que sabidamente existem nesse tipo de fendtipo
(1ZIDIO et al.,2005; CARDENAS et al., 2001); c) efeito aditivo dos alelos LEW que
teriam pequena magnitude, s6 detectavel em amostras numerosas; d) finalmente, a
perda de alelos LEW no locus diferencial durante os retrocruzamentos também
deve ser considerada. Entretanto, esta hipotese é improvavel com base nos
resultados dos animais semicongénicos N6F4 e N10F1, discutidos mais adiante e
no efeito estatisticamente significativo para a locomogéao central do CA obtida apds
a analise simultanea de todas as geracdes (N3 a N10), com os heterozigotos
exibindo maiores escores que os animais homozigotos SHR para o locus Ofil1
(Figura 15).

De acordo com Ramos et al. (1999), a hipétese “b” parece ser a mais
aceitavel, devido a provavel existéncia de dominancia incompleta do alelo SHR em
animais heterozigotos, localizados em Ofil1. Entretanto, se considerarmos o0s
resultados de lzidio (2009), a hipotese “c” parece ser a mais provavel. Neste
estudo, os animais heterozigotos exibiram escores intermediarios de locomogao
central em relagdo aos parentais e, por utilizarem um maior numero amostral de
animais, em comparagao ao estudo de Ramos et al. (1999), foi possivel uma
melhor delimitagdo do limite de significancia exibida pelo QTL Ofil1. Nos resultados
apresentados, a presenca de um efeito aditivo parece a hipétese mais aceitavel até
o presente momento, visto que efeitos significativos foram encontrados a partir de
uma analise contendo o total de animais de todas as geragdes (N3 a N10), analise
esta que revelou menores indices de emocionalidade dos animais heterozigotos em

comparagao aos animais homozigotos SHR (p<0,01). Outros estudos também
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mostram a necessidade de se utilizar um grande numero amostral de animais para
assegurar a detecgdao do efeito esperado através de comparagdes estatisticas
(CARR et al., 2007).

Outros dois aspectos também podem ter contribuido para a auséncia de
efeitos significativos na maioria das geragdes. O primeiro seria a influéncia de
fatores ambientais, tais como as diferentes estagdes do ano presentes a cada
geracao, diferentes individuos trabalhando na manutencéo do biotério (bioteristas),
diferentes experimentadores realizando o procedimento de retirada do animal de
sua gaiola-residéncia até o teste comportamental e outros fatores que nao foram
possiveis de serem controlados, como o ciclo estral das ratas. Estudos prévios em
nosso laboratério mostram que o posicionamento das gaiolas nas estantes dos
biotérios pode interferir em comportamentos relacionados a ansiedade, tornando os
animais mais emocionais quando mantidos em gaiolas localizadas nos andares
com maior exposicdo a luz, geralmente os superiores (IZIDIO et al., 2005). J& em
relacdo ao ciclo estral, estudos muito recentes mostram que essa variavel pode
influenciar o efeito do locus Ofil1 e, consequentemente, alterar o comportamento
dos animais no CA e na CBP (I1ZIDIO et al., 2009).

Embora inumeras explicagbes tenham sido propostas para justificar a
auséncia de efeitos comportamentais significativos no sentido esperado e as
flutuagbes comportamentais ao longo das geragdes, deve-se evidenciar que essa
heterogeneidade entre as geragdes € um aspecto comum que ja foi observado em
outros estudos que utilizam protocolos experimentais de selegcdo genética
(CRABBE et al., 1999; RAMOS et al., 2003). Além disso, a presenga de efeitos

epistaticos ao longo das geragdes também pode ter contribuido para a auséncia do
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efeito esperado. Assim como a heterogeneidade, a epistasia também tem sido
relatada em outros estudos (GALE et al., 2009).

Assim, ao final do desenvolvimento da linhagem congénica SHR.LEW-Ofil1
(animais homozigotos para os marcadores D4Mgh6, D4Rat76 e D4Rat59), espera-
se observar o aparecimento do fendtipo desejado, principalmente em relagdo as
medidas do CA e da CBP. A obtencao dessa linhagem congénica também permitira
estudar a influéncia desse locus diferencial sobre outros fen6tipos complexos, como
o consumo de &lcool, modelos de depressdo, a hipertensdo e a dor, além de
permitir o desenvolvimento de mapas de alta resolugdo, para reduzir ainda mais a

regido de interesse.
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4.2 Linhagens Semicongénicas N3

O desenvolvimento de linhagens semicongénicas permitiu confirmar a
influéncia do locus Ofil1 sobre a locomogéao na parte central e aversiva do teste do
CA, um indice de emocionalidade (RAMOS et al., 1999). Os resultados do presente
estudo também permitiram consideracbes adicionais, como por exemplo, a
capacidade de Ofil1 de modular comportamentos no CA em diferentes condigdes
ambientais, como a presenca de diferentes intensidades de iluminagcdo e de
diferentes periodos circadianos (fases clara e escura). Além desse aspecto, esse
locus também exibiu um efeito em comportamentos relacionados a ansiedade na
CBP, entretanto nenhuma influéncia foi observada em comportamentos
relacionados a ansiedade no LCE, a depressao no TNF e ao consumo de alcool,
sacarina e quinino, 0 que sugere que esses fenodtipos sao influenciados por
diferentes genes presentes em outros loci do cromossomo 4 ou em outros
Cromossomos.

Confirmando um estudo prévio (MORMEDE et al., 2002), Ofil1 influencia de
forma significativa a locomogéo central no teste do CA em ratos de ambos os
sexos, e a presenca de alelos LEW (N3F1 e N3F3) contribui para o aumento desse
fendtipo. Esse efeito invertido era esperado, pois Ramos et al. (1999), ao
identificarem o locus Ofil1 nas linhagens LEW e SHR, ja haviam observado esse
fendbmeno. Outros autores também ja relataram a identificacdo de QTL exibindo
efeitos opostos ao esperado (KOVACS et al., 1997; SILVA et al., 2007), sugerindo
que tal fendmeno é encontrado, principalmente em caracteristicas quantitativas em

que ha participagdo de muitos genes.
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Ramos et al (1999) demonstraram que Ofil1 era especifico em fémeas,
resultado este que, posteriormente, foi confirmado por Vendruscolo et al (2006a).
Recentemente, estudos em nosso laboratério mostraram, a partir de uma analise
de QTL realizada com as linhagens brasileiras LEW e SHR, que Ofil1 afetava
somente os machos (IZIDIO, 2009)._Algumas hipéteses podem ser levantadas para
explicar esses resultados discrepantes, tais como: a) fatores ambientais
idiossincraticos especificos de cada estudo — nesse sentido, pesquisadores
reforcam a necessidade dos fatores ambientais serem rigorosamente controlados
(CRABBE et al., 1999; WAHLSTEN et al., 2003); b) diversidade genética (mutacdes
acumuladas ao longo das geragdes) entre as sublinhagens brasileiras e francesas
LEW e SHR, uma vez que ha mais de 15 sublinhagens LEW e SHR registradas
(RGD, 2009); c) influéncia de fatores hormonais, pois estudos ja demonstraram o
efeito das diferentes fases do ciclo estral em comportamentos de ansiedade
(GOUVEIA et al., 2004). Nesse sentido, estudos realizados em nosso laboratério
sugeriram que diferentes fases do ciclo estral podem influenciar o efeito de Ofil1, as
quais também podem ter contribuido para o aparecimento desses resultados
contrastantes nos diferentes estudos (1ZiDIO, 2009).

Ainda sobre o resultado da locomogao central, nas geragdes N3F1 e N3F3,
sugere-se que haja a necessidade de alelos LEW nas duas copias do cromossomo
4 para que o efeito de Ofil1 possa ser claramente evidenciado. Também se
observou efeito de Ofil1 na locomogao periférica de ratos machos e fémeas, dados
esses que corroboram um estudo prévio (MORMEDE et al., 2002). Embora a
locomogéo periférica seja considerada um indice de atividade locomotora, tal
medida comportamental também pode ser modulada por diferentes niveis de

ansiedade (MORMEDE et al., 2002; ROY et al., 2008; WEISS et al., 1998). Além
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disso, no teste do CA, assim como em outros testes comportamentais, é dificil
separar completamente componentes relacionados a locomogédo geral daqueles
componentes comportamentais relacionados a emocionalidade (TAKAHASHI et al.,
2006). Em estudos classicos do teste do CA realizados por Calvin Hall (1934),
animais considerados altamente emocionais exibem baixa locomogao geral em
comparacao aos animais considerados menos emocionais. Nos resultados aqui
apresentados, o efeito de Ofil1 ndo foi especifico para a locomogao central, fato
esse que nao corrobora resultados de Ramos et al. (1999), porém é consistente
com pesquisadores que sugerem uma correlagdo genética significativa entre a
locomogdo central e periférica no teste do CA (HALL, 1934; MORMEDE et al.,
2002).

Outro aspecto avaliado foi a influéncia de alguns fatores ambientais, tais
como os niveis de luminosidade e o ritmo circadiano, bem como suas interagbes
com o locus Ofil1. Estudos tém demonstrado a influéncia de ritmos circadianos em
comportamentos relacionados a ansiedade (BERTOGLIO; CAROBREZ, 2002;
HALL et al., 2000). Além disso, influéncias ambientais e circadianas sobre o
comportamento de animais podem ser moduladas por fatores genéticos (1ZIiDIO et
al., 2005). Nesse contexto, os resultados aqui apresentados a partir da geragao
N3F3 (Figura 19), mostraram que Ofil1 influenciou a locomogéo central de ratos
machos em ambos os periodos testados, fase clara (10h00) e fase escura (1h00),
sendo este efeito mais robusto na fase escura. Ja em fémeas, o Ofil1 afetou a
locomocgao central somente na fase clara. Em relacdo a locomogao periférica, nos
machos a influéncia do Ofil1 ocorreu somente na fase escura e nas fémeas, por
outro lado, Ofil1 influenciou esta medida independentemente da fase circadiana. O

conjunto de resultados indica que o efeito do locus Ofil1 é robusto, porém
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dependente do sexo e do ritmo circadiano. E interessante ressaltar que, se uma
comparacao for realizada entre o efeito do Ofil1 exibido sobre a locomoc¢ao central
de fémeas N3F3 avaliada na fase clara com alta iluminagédo (Figura 19) e com
baixa iluminacdo N3F1 (Figura 18), torna-se possivel sugerir que, a presenga de
uma iluminagao intensa durante o teste ndo potencializa o efeito de Ofil1 sobre esta
medida comportamental, como era esperado. O mesmo efeito também é observado
em machos. Essas comparagdes permitem sugerir que pelo menos na fase clara, a
utilizacdo de diferentes intensidades de luz durante o teste nao favorece o
aparecimento de um efeito mais robusto do Ofil1. Ja em relagdo a fase escura,
novos experimentos precisam ser realizados para confirmar ou ndo esta hipétese.

E possivel sugerir que genes capazes de influenciar ritmos circadianos,
localizados no locus diferencial, podem ser direta ou indiretamente responsaveis
pelos efeitos de Ofil1. Destaca-se que o gene Prock2 (134Mb), por exemplo, que
participa da regulagao do ritmo circadiano (CHENG et al., 2005; ZHOU; CHENG et
al., 2005) e localizado muito préximo a Ofil1 (D4mgh6=134Mb), poderia estar
envolvido nos efeitos observados no presente estudo. Além de Prock2, outro gene
no cromossomo 4, o do neuropeptideo Y (NPY-78Mb), cuja localizagdo nao se
encontra no intervalo entre os marcadores D4Mgh6 e D4Rat76, embora esteja
localizado préximo ao D4Rat76 (85Mb), ja foi identificado como um gene capaz de
participar de processos circadianos (KIM et al., 2008).

Estudos genéticos realizados em humanos tém demonstrado uma ligagao
entre transtornos de humor e ritmos circadianos. Por exemplo, a substituicdo de um
aminoacido (leucina por serina) no gene Npas2 foi associada a transtornos afetivos
sazonais (JOHANSSON et al., 2003) caracterizados por sintomas de depressao

que ocorrem somente nos meses de inverno (MAGNUSSON;BOIVIN, 2003). Outro
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exemplo consiste na troca de um unico nucleotideo (T por C) na regido 3'do gene
CLOCK, associado a altas taxas de episodios bipolares (BENEDETTI et al., 2003).

De forma consistente com a ideia de que Ofil1 influencia comportamentos
relacionados a ansiedade, os resultados da CBP demonstram, pela primeira vez,
que este locus é capaz de influenciar medidas relacionadas a ansiedade em outro
teste comportamental além do CA. Ratos N3F1 homozigotos LEW no Ofil1 exibiram
um aumento no numero de transi¢gdes e no tempo gasto no compartimento branco
da CBP em comparagao aos ratos N3F1 homozigotos SHR, sendo esse resultado
consistente com os resultados obtidos no CA. Tais achados sugerem que as
medidas de emocionalidade do CA e da CBP podem estar geneticamente
correlacionadas, podendo compartilhar mecanismos moleculares comuns.

Sobre o teste do LCE, os resultados do presente estudo mostraram que o
locus Ofil1 ndo afeta qualquer medida comportamental desse teste, confirmando,
assim, resultados prévios (MORMEDE et al., 2002; RAMOS et al., 1999;
VENDRUSCOLO et al., 2006a). Recentemente, Ramos (2008) mostrou que a
porcentagem de varidncia compartilhada entre medidas relacionadas a ansiedade
do CA e da CBP é maior que a variancia compartilhada entre as medidas do CA e
do LCE, o que é consistente com os resultados aqui apresentados.

O fato de Ofil1 exibir um efeito pleiotropico nas linhagens semicongénicas
N3F1 tanto no CA quanto na CBP é interessante, pois QTLs e genes que
influenciam medidas de ansiedade em diferentes paradigmas experimentais sao
sugestivos de possuirem uma relevancia clinica (RAMOS; MORMEDE, 2007). Além
disso, a falta de efeito de Ofil1 sobre o numero de entradas nos bragos fechados na
LCE corrobora a hipétese de que este locus ndo afeta simplesmente um tipo de

locomocgéo geral.
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Alguns estudos tém sugerido a existéncia de genes pleiotropicos afetando
transtornos relacionados a ansiedade e a depressdo em humanos (GORWOOD,
2004) e modelos animais (ANDREATINI; BACELLAR, 1999; BERTON et al., 1998;
FLINT et al., 2004). Recentemente, utilizando linhagens congénicas e
subcongénicas, técnicas de sequenciamento e analise de expressdo génica,
Tomida et al. (2009) reduziram o intervalo de um QTL, no cromossomo 5 de
camundongos, a 0,5 Mb e identificaram o gene Usp46 (ubiquitin-specific peptidase
46) como sendo capaz de regular comportamento de imobilidade em camundongos
submetidos a dois testes que avaliam indices de depressio, o teste de suspensao
da cauda e o nado forgado.

No presente estudo, o efeito de Ofil1T nos animais N3F1 ndo afetou
comportamentos relacionados a depressao no TNF. Esse resultado n&o corrobora
estudos prévios (HINOJOSA et al.,, 2006) que mostram uma correlagao genética
positiva entre 0 CA, o LCE e o TNF e que sugerem que indices de ansiedade e de
depressdo podem compartilhar mecanismos moleculares comuns. Em particular,
sobre as linhagens LEW e SHR, estudos mostram que elas ndo exibem diferenga
no tempo de imobilidade do TNF (ARMARIO et al., 1995; LAHMAME et al., 1997),
embora outros pesquisadores demonstrem que ratos LEW apresentam maior
tempo de imobilidade em comparagdo aos ratos SHR (BERTON et al., 1998). E
possivel sugerir que esses resultados contraditérios tenham ocorrido devido a
utilizagdo de diferentes sublinhagens LEW e SHR em diferentes estudos (STOHR
et al., 1998, 1999).

Sobre o consumo de alcool dos animais N3F2, os resultados aqui
apresentados sugerem que Ofil1 n&o influencia esse comportamento. Esses

resultados nao estdo de acordo com um estudo prévio (VENDRUSCOLO et al.,
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2006a), que mostra um efeito significante de Ofil1 no consumo de etanol por ratas.
As diferengas entre esses estudos podem ser atribuidas ao tamanho da regiao
genbmica analisada e aos genes envolvidos em ambos os estudos, considerando
que a regiao avaliada por Vendruscolo et al (2006a) era maior em compara¢ao ao
presente estudo, além de possuir o gene NPY no intervalo analisado por esses
autores. Assim, é possivel sugerir que talvez outras regides do genoma, além do
locus de interesse do presente estudo, atuem nesses comportamentos de
consumo, o que poderia explicar parte das diferengas encontradas entre esses
estudos.

Outros pesquisadores identificaram um locus no cromossomo 4, a partir do
intercruzamento de linhagens de ratos que exibem alta (P) e baixa (NP) preferéncia
pelo alcool em uma regiao préxima ao gene NPY, que afeta o consumo de etanol
(BICE et al., 1998). Nesse sentido, estudos mostram que ratos mutantes para o
gene NPY consomem menos alcool em comparagao aos ratos selvagens (controle),
0 que sugere um papel para esse gene na modulagdo do consumo do alcool
(THIELE et al., 2004). Outros dados experimentais utilizando diferentes linhagens
de ratos (HEP — alta preferéncia pelo alcool e WKY — Wistar Kyoto) também ja
confirmaram que essa mesma regiao do cromossomo 4 influencia comportamentos
relacionados a ansiedade TERENINA-RIGALDIE et al., 2003a, 2003b. E possivel
sugerir, portanto, que o gene NPY seja um dos genes responsaveis por esse efeito
pleiotropico, porém outros estudos sdo necessarios para confirmar essa
possibilidade.

Em resumo, os resultados aqui apresentados, a partir das dos animais N3F1,
N3F2 e N3F3, confirmam o efeito do locus Ofil1 em medidas comportamentais do

teste do CA e revelam que tal efeito pode ser ainda detectado quando os ratos sao
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testados sob diferentes condicbes experimentais e em diferentes fases do ritmo
circadiano. Além disso, o Ofil1 exibe um efeito pleiotrépico em medidas
relacionadas a ansiedade no teste da CBP. Contudo, no presente estudo, o Ofil1
nao mostrou efeito nas medidas comportamentais relacionadas a ansiedade no
LCE, nas relacionadas a depressdao no TNF e nas relacionadas ao consumo de

alcool.

4.3 Desenvolvimento das Linhagens Semicongénicas N6

Como visto anteriormente, a partir dos resultados obtidos da geragdo N6
heterozigota, na qual o locus Ofil1 influenciou a locomogé&o central no teste do CA,
optou-se por desenvolver animais homozigotos LEW para o locus diferencial a
partir dessa geragao. As linhagens parentais LEW e SHR foram produzidas
simultaneamente e considerados os grupos controle, visto que a porcentagem de
alelos da linhagem receptora SHR ja se apresentava em 98,45%.

Os resultados da geracdo N6F4 homozigota LEW confirmaram a influéncia
de Ofil1 sobre a locomogédo central do CA por mostrar que os N6F4 exibiram
maiores escores em comparagao a linhagem parental SHR, embora esse resultado
nao tenha se confirmado em relacdo ao tempo no centro do aparato. Outro
resultado interessante refere-se ao fato de que Ofil1 também influenciou a
locomocgao periférica desses animais, assim como havia sido observado nas
linhagens semicongénicas N3F1. Esses dados sugerem a presenga de genes

capazes de influenciar tanto a locomogao central quanto a locomogéao periférica,
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corroborando estudos prévios (MORMEDE et al., 2002). A partir de uma analise de
QTL realizada recentemente em nosso laboratério no cromossomo 4 das
sublinhagens brasileiras LEW e SHR, um QTL significativo para a medida de
locomocgéo periférica foi identificado (1ZiDIO, 2009), porém os resultados sugerem
nao se tratar do mesmo pico de Ofil1 que influencia medidas de ansiedade. Os
resultados apresentados a partir dos animais semicongénicos N3F1, N3F3 e N6F4
ainda nao permitem corroborar esses dados, pois somente com a obtencdo de
linhagem congénica final sera possivel afirmar que Ofil1 influencia locomogéo
periférica, e somente com o desenvolvimento de linhagens subcongénicas sera
possivel informar qual a regido, de fato, € responsavel por influenciar a locomogao
periférica e a central, ou ambas.

Diferengas entre os N6F4 homozigotos e a parental LEW também foram
detectadas, o que era de se esperar, por se considerar que ha outras regides do
genoma responsaveis pelas diferengas encontradas entre as linhagens LEW e
SHR. Além disso, encontraram-se diferencas entre as linhagens parentais para
essas medidas do CA, o que corrobora estudos prévios (RAMOS et al., 1997, 1998,
1999; VENDRUSCOLO et al., 2006a).

Em relagcéo ao efeito de Ofil1 sobre o LCE, na geragdo N6F4, pela primeira
vez se observou a influéncia desse locus sobre as medidas comportamentais
obtidas com esse teste, mostrando que o locus diferencial, de fato, exibe um efeito
pleiotropico sobre medidas emocionais de diferentes testes comportamentais.
Entretanto, novos experimentos precisam ser realizados para confirmar esse
resultado, uma vez que, até o presente momento, ndo havia estudos sugerindo que

esse locus, de fato, influencia comportamentos no LCE.
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Os dados obtidos na CBP, provenientes dos animais N6F4, corroboram os
resultados encontrados nas linhagens semicongénicas N3F1 e N3F3, o que sugere
uma importante participagao de Ofil1 em outros testes comportamentais, uma vez
que a presenga de alelos LEW, em comparagdo a linhagem parental SHR,
proporcionou aumento no tempo gasto no compartimento branco, um local
considerado aversivo aos animais, devido a alta luminosidade presente nele.

O conjunto dos resultados apresentados a partir dos animais N3F1 e N6F4
sugere que as medidas de emocionalidade avaliadas no CA, no LCE e na CBP
podem estar correlacionadas geneticamente, dados estes que corroboram em parte
os resultados apresentados por outros autores que sugerem uma correlagdo
genética entre o CA e o LCE (HINOJOSA et al., 2006), embora outros estudos
sugeriram uma auséncia de correlagao genética entre as medidas comportamentais
desses testes (RAMOS et al.,, 1998) em animais segregantes F2 resultantes do
cruzamento de ratos LEW e SHR (RAMOS et al., 1998). Essa auséncia de efeito
parece ser especifica de algumas linhagens, uma vez que a presengca de
correlagdo genética entre o teste do CA e o do LCE ja foi observada em outras
linhagens, tais como a HAB (high anxiety-related behavior) e a LAB (low anxiety-
related behavior) (LIEBSCH et al., 1998). Novos estudos precisam ser realizados,
especialmente com a linhagem congénica SHR.LEW-Ofil1 a ser obtida, para
confirmar se, de fato, esses trés aparatos, que avaliam comportamentos
relacionados a ansiedade, sdo modulados por mecanismos moleculares comuns.

Observa-se que muitos dos QTL detectados para fendtipos complexos sao
responsaveis somente por uma pequena por¢do do efeito genético, o que,
associado com a baixa resolugao dos métodos de ligagdo e com a ampla extensao

das regides genOmicas identificadas, acaba por dificultar a identificacdo de
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variagbes alélicas importantes responsaveis pelo fenétipo (FLINT; MOTT, 2001).
Contudo, é importante enfatizar que Ofil1 apresenta o segundo maior lod score
(7,22) entre os 26 QTL para comportamentos relacionados a ansiedade,
previamente descritos no genoma inteiro (RGD, 2009). Em regides proximas de
Ofil1, 63 QTL para diferentes fendtipos ja foram descritos, tais como aqueles para
consumo de alcool, acucar e comida, comportamentos relacionados a ansiedade,
pressdo sanguinea, massa cardiaca, responsividade ao estresse, niveis de glicose,
colesterol e triglicerideos, e artrite induzida pelo colageno (RGD, 2009). Na mesma
regido de Ofil1, mais de 400 genes ja foram identificados, tais como genes que
codificam a subunidade NR2b (Grin2b) do receptor NMDA potencialmente
envolvido em fendétipos comportamentais avaliados no presente estudo (DE SOUZA
SILVA et al., 2007; NAGY, 2004).

No cromossomo 4 do rato, outro importante gene, o SNCA, também ja foi
identificado, que codifica a proteina a-sinucleina, amplamente expressa no sistema
nervoso central, e que pode participar na modulagdo de comportamentos
relacionados a ansiedade (CHIAVEGATTO et al., 2009). Estudos com
camundongos transgénicos que expressam diferentes niveis de a-sinucleina ja
confirmaram o envolvimento dessa proteina em comportamentos relacionados a

ansiedade (GEORGE et al., 2008).
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4.4 Producgao de Animais N10 Homozigotos

O principal resultado obtido a partir dos animais N10F1 homozigotos LEW
foi 0 aumento do tempo gasto no centro do CA em relagéo a linhagem parental
SHR. Diferengas entre os N10F1 homozigotos LEW e a linhagem parental LEW,
assim como entre as parentais controle, isto é, entre LEW e SHR, também foram
encontradas para essa medida comportamental. O fato dos animais N10F1
homozigotos LEW permanecerem mais tempo em uma regido aversiva do CA
mostra que esse resultado ocorreu conforme o esperado, por se considerar que 0
alelo LEW de Ofil1 contribui para a diminuicdo da emocionalidade.

Em relacdo as medidas comportamentais avaliadas no teste da CBP, os
animais N10F1 homozigotos LEW n&o apresentaram diferengas significativas em
comparagao a linhagem parental SHR, embora diferengas significativas em
comparagao a linhagem parental LEW tenham sido detectadas como seria o
esperado. Ja em relagdo ao numero de transigbes, diferengas significativas foram
encontradas entre todos os grupos avaliados, porém nao foi no sentido esperado,
uma vez que os animais N10F1 homozigotos LEW deveriam apresentar escores
ainda maiores do que os SHR parental. Algumas hipéteses foram levantadas para
tentar explicar a auséncia de efeito para algumas medidas do CA e da CBP. A
primeira esta baseada no fato dos animais N10F1 homozigotos possuirem alelos
LEW somente no marcador D4Mgh6 (pico de Ofil1), uma vez que, nesta etapa do
trabalho, ndo houve animais suficientes com genétipo LEW também nos

marcadores D4Rat59 e D4Rat76. E possivel que o gene responsavel pelo efeito de
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Ofil1 esteja mais proximo a esses marcadores do que do D4Mgh6, e por isso, parte
do efeito de Ofil1 tenha se perdido. E possivel que a presenca de alelos LEW
nessas outras regides (D4Rat76 e D4Rat59) seja essencial para o aumento das
medidas de ansiedade/emocionalidade nos testes do CA e da CBP, uma vez que
as linhagens semicongénicas N3F1 e N6F4, que eram homozigotos também para
os marcadores D4Rat76 e D4Rat59, exibiram um aumento na locomogéao central do
CA e no tempo gasto no compartimento branco da CBP.

A segunda hipotese refere-se ao fato de que, a cada retrocruzamento, tanto
alelos LEW séo perdidos quanto alelos SHR sao adquiridos no restante do genoma,
0 que poderia influenciar a auséncia desse fendtipo, pois outras regides criticas
também estdo sendo modificadas e interagbes epistaticas a cada geragdo podem
surgir ou simplesmente deixar de ocorrer. Dados da literatura mostram que a
epistasia € um efeito comum em Jloci que influenciam fendtipos comportamentais
(GALE et al., 2009) e outros fenétipos complexos (CICILA et al., 2009; MORENO et
al., 2007). Se esta hipdtese estiver correta, talvez nenhum efeito seja observado na
futura linhagem congénica finalizada, o que representaria um resultado bastante
negativo apos um projeto de tdo longa duragéo.

E interessante notar que a presenca de alelos LEW no locus Ofil1 tem um
efeito contrario ao esperado (RAMOS et al.,, 1999), ou seja, os animais LEW
mostram um aumento na locomocéo central em comparagdo aos animais SHR,
quando, na verdade, se esperaria que a presenca de alelos LEW diminuisse essa
medida, conforme o comportamento observado em ratos LEW parental (HINOJOSA
et al., 2006; RAMOS et al., 1997). Os resultados das linhagens semicongénicas
N3F1 e N6F4 confirmam a presenca desse efeito invertido e mostram, de forma

consistente que, alelos LEW contribuem para um aumento da locomogao central do
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teste do CA em comparacédo aos alelos SHR. Embora os animais homozigotos
N10F1 ndo tenham exibido um aumento nessa medida comportamental, eles
permaneceram mais tempo no centro do aparato em comparagcdo aos ratos da
linhagem parental SHR, medida esta que também é considerada um indice
relacionado a emocionalidade (PRUT; BELZUNG, 2003).

Os resultados apresentados até o presente momento permitem inferir que o
desenvolvimento de uma linhagem congénica, a ser ainda concluida, e de
linhagens semicongénicas, € uma ferramenta promissora para o estudo pré-clinico
de diferentes transtornos psiquiatricos, além de permitir a abertura de novas linhas
de pesquisa sobre o locus diferencial de interesse. Buscas no site RDG revelaram a
existéncia de genes associados a sindromes metabdlicas no cromossomo 4. Essas
informagdes permitem novas investigacbes sobre possiveis associacbes dessas
sindromes com transtornos de ansiedade e alcoolismo. Estudos mostram que
individuos com maiores indices emocionais consomem maiores quantidades de
alcool (PANDEY et al., 2005; WEINBERG; KLONSKY, 2009). Outros estudos
indicam que sintomas de ansiedade e de depressdo podem ser considerados
fatores de risco para o aparecimento de diabetes tipo 2 (ENGUM, 2007).

Outro exemplo é a presenga de um gene, o PK2 (Prok2), ja citado
anteriormente, que atua no ritmo circadiano (CHENG et al., 2005; ZHOU; CHENG,
2005) e encontra-se localizado no locus Ofil1, delimitado pelos marcadores
D4Mgh6 e D4Rat76. Novos estudos precisam ser realizados apdés a obtencéo da
linhagem congénica, a fim de se avaliar o envolvimento desse gene nas diferengas
encontradas nas linhagens semicongénicas N3F1,N3F2,N3F3. Estudos mostram
que a utilizagao de linhagens congénicas desenvolvidas a partir de camundongos

contribuiram para a confirmagao de um /ocus no cromossomo 3, que contém genes
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capazes de prolongar periodos circadianos e influenciar a atividade locomotora
(KERNEK et al., 2004).

Como toda pesquisa, o presente trabalho apresentou diferentes tipos de
limitacbes e dificuldades. Uma das principais consistiu no volume de reacgdes
moleculares, tais como as reagbes de PCR, géis de agarose e genotipagens, que
precisam ser feitas a cada geragdo. No presente trabalho, ao se considerar a
selecdo positiva, em todas as geragbes, e a selegdo negativa realizada nas
geragcdes N3 e N4 dos animais heterozigotos, cerca de 8.928 reagbes de PCR
foram realizadas, fato que ilustra a necessidade de varias pessoas envolvidas no
projeto. Outra limitagao que merece destaque ¢ a dificuldade de manter os niumeros
marcados na cauda de cada animal até a leitura final das genotipagens de cada
marcador em cada geracgdo, 0 que, no presente estudo, era compensada com a
remarcacao duas vezes por semana.

O delineamento do tamanho da regido de interesse é outro aspecto
importante que precisa ser considerado antes do desenvolvimento inicial de uma
linhagem congénica, pois a escolha de regides doadoras muito pequenas pode
levar a perda de alelos no Jlocus de interesse durante os processos de
recombinagao génica. Além disso, € possivel que, durante os retrocruzamentos, o
efeito fenotipico esperado também seja perdido, principalmente se esse efeito for
de natureza epistatica. Nesse sentido, o acompanhamento fenotipico a cada
geragao torna-se uma medida preventiva, por permitir o acompanhamento do efeito
exibido pelo locus diferencial a cada geragao e, assim, oferecer a oportunidade de
decidir pela continuagao ou ndo do desenvolvimento da linhagem congénica. Dados

da literatura mostram a perda ou o descarte de algumas linhagens congénicas
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exatamente pela auséncia do efeito fenotipico esperado ao final da obtencao da
linhagem congénica (CARR et al., 2007; ELIOPOULOS et al., 2005).

Com o advento das novas tecnologias moleculares, em associagao ao fato
de que parte das abordagens utilizadas visa a identificacdo de genes candidatos
aos mais variados fendtipos, torna-se imprescindivel a associacao entre diferentes
estratégias genéticas e alta tecnologia.

Apds a obtengao de linhagens congénicas, o proximo passo consiste no
desenvolvimento de linhagens subcongénicas, com o objetivo de reduzir o tamanho
da regido de interesse mediante a utilizacdo de uma grande quantidade de
marcadores moleculares (NABIKA et al., 2000), seguido da utilizagdo de técnicas
de escaneamento gendmico para a identificagdo de genes candidatos. Na literatura,
um maior numero de informagdes sobre genes e EST (expressed sequence tags)
em camundongos e em humanos esta disponivel quando se compara com ratos. A
principal consequéncia disso é a obtengdo de um bom mapa comparativo entre
essas espécies, o que pode fornecer novos conhecimentos sobre as regides
homologas existentes entre essas espécies. A partir da obtengao de uma linhagem
congénica, ficarao claros os limites da regido onde esta localizado o QTL
previamente identificado. Se esse locus for relativamente pequeno, é possivel fazer
um comparativo entre os mapas de ratos, camundongos e humanos. Além disso, a
tecnologia de micro-array tem permitido o estudo da expressdo de milhdes de

genes simultaneamente (NABIKA et al., 2000).
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5 CONCLUSOES

O conjunto de resultados obtidos a partir da caracterizagdo comportamental
das geragcbes N3 a N10 permitiu concluir que esta avaliacdo foi util no
acompanhamento do efeito de Ofil1 sobre as variaveis comportamentais do CA e
da CBP, e demonstrou uma tendéncia dos animais heterozigotos a exibirem
menores indices de emocionalidade em comparagdo aos homozigotos SHR, na
maioria das geracdes. Entretanto, a auséncia de efeitos no gendtipo heterozigoto
desses animais pode ter ocorrido em fungéo: a) da perda de interagdes epistaticas
devido a insergao progressiva de alelos SHR e a perda progressiva de alelos LEW
nas demais regides do genoma a cada geragao se considerarmos que o efeito de
Ofil1 identificado por Ramos et al.(1999) foi dependente de uma interacéo
epistatica; b) da possivel presenga de um efeito aditivo constituido de genes com
pouca magnitude. Neste sentido, uma analise estatistica realizada com os animais
de todas as geragdes (N3 a N10) demonstrou que, a partir de uma amostra
numerosa heterozigota, € possivel detectar o efeito de Ofil1 no cromossomo 4
sobre medidas relacionadas a emocionalidade, sugerindo assim a existéncia de um
ou mais genes de pequeno efeito no locus de interesse. Desta forma, tanto a
presenca de uma possivel epistasia quanto a presenca de genes de pequena
magnitude podem ter dificultado a visualizagao do efeito de Ofil1 sobre as variaveis
estudadas ao longo das geracdes.

Ja os resultados das linhagens semicongénicas produzidas a partir das
geragoes N3 (N3F1, N3F2 e N3F3) e N6 (N6F1), e dos homozigotos N10 (N10F1),

permitiram as seguintes conclusdes: a) animais homozigotos para o alelo LEW no
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locus Ofil1 das geracdes N3 e N6 exibem um aumento na locomogao central do CA
em comparagdo as suas respectivas linhagens controle, independentemente do
sexo; b) fatores ambientais como o periodo do teste e a intensidade de iluminagao
podem interagir com o locus Ofil1 e promover modificagdes no efeito do gendtipo
sobre as medidas comportamentais do CA, sendo estas dependentes do sexo e do
periodo em que o teste é realizado; c) Ofil1 também ¢é capaz de influenciar
diferentes medidas comportamentais em outros testes de ansiedade, o que mostra
um efeito pleiotropico sendo exibido por esse locus; d) o efeito de Ofil1 exibido
sobre as medidas de locomogao central e periférica talvez indique que esse locus
nao seja especifico para medidas relacionadas a emocionalidade, porém somente
apos a obtengao da linhagem congénica final e de linhagens subcongénicas sera
possivel confirmar ou ndo esse dado; e) O Ofil1 ndo exibiu efeito sobre
comportamentos relacionados a depressao e ao consumo de alcool, pelo menos na
linhagem semicongénica N3F2 proveniente das linhagens parentais brasileiras
LEW e SHR; f) a exata localizagédo de Ofil1 ainda ndo pode ser confirmada, embora
0 gene responsavel pelo efeito de Ofil1 talvez esteja mais préximo dos marcadores
D4Ratb59 e D4rat76, com base nos resultados dass linhagens homozigotos N3 e
N6, além da presenca de alelos LEW nessas outras regides parecer essencial para
o aumento das medidas de emocionalidade, principalmente do CA e da CBP; g) a
partir dos animis homozigotos N10F1 é possivel sugerir que a presenca de alelos
LEW nestas outras regides (D4Mgh6 e D4Rat59) seja essencial para o aumento

das medidas de emocionalidade nos testes do CA e da CBP.
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Os resultados aqui apresentados indicam que o efeito de Ofil1 esta presente
no cromossomo 4 e influencia medidas relacionadas a emocionalidade. A partir das
diferentes abordagens, utilizadas ao longo do desenvolvimento da linhagem
congénica, foi possivel realgar a complexidade da interagao entre genes e ambiente
no aparecimento do fenétipo em estudo, e permitiu a abertura de novas linhas de
pesquisa sobre o efeito do locus Ofil1.

A obtencéo da linhagem congénica denominada SHR.LEW-Ofil1 permitira,
no futuro, avaliar e detalhar outros efeitos comportamentais e neurobiolégicos,
exibidos pelo locus Ofil1, em diferentes fendtipos complexos tais como nos
processos relacionados a ansiedade, a depressdo, ao consumo de etanol, ao
estresse, aos disturbios metabdlicos, entre outros. Além disso, a partir desta
linhagem congénica, sera possivel desenvolver linhagens subcongénicas a fim de
reduzir ainda mais a regiao de interesse para que futuramente, potenciais genes

candidatos presentes nesta promissora regido genémica possam ser identificados.
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