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O presente trabalho avaliou a influéncia genética Bespostas relacionadas | a
comportamentos de defesa e dependéncia de drogaatesn Para esta proposta, dyas
estratégias foram utilizadas: i) comparacéo ddm{iens isogénicas de ratos Lewis e SHR;
i) avaliacdo de quatro linhagens recombinantesv@eas do intercruzamento entre ratos
Lewis e SHR), selecionadas geneticamente para bpdssi 0 estudo dos efeito
especificos de duas regibes gendomi€dl e Ofil2. Os ratos Lewis de ambos 0s sexps,
em comparagdo com os ratos SHR, exibiram maiorggisnide comportamentgs
relacionados a ansiedade em varios modelos companmtais (campo aberto, labirinto em
cruz elevado e sobressalto acustico), maior inibgginportamental (teste de inibicdo p¢lo
pré-pulso), mas consumiram menos sacarina, quangloool. Estas linhagens, entretanto,
nado diferiram em relacdo aos niveis de analgesia eorticosterona, quando submetidas
ao estresse do odor de um predador. Além dissmgtos Lewis machos exibiram menpr
sensibilizacdo comportamental e maior liberacA@atdcosterona induzida por injecoes
repetidas de cocaina do que os ratos SHR. Em fémdasusOfill afetou os niveis de
ansiedade e o consumo de alcool enquanto o Bfilsafetou a inibigdo comportamental
e o efeito hiperlocomotor da cocaina. Em macho$cas Ofill afetou as respostgs
comportamentais e neuroenddcrinas ao estresse, doeno o desenvolvimento de
sensibilizacdo psicomotora induzida pela cocaima. d®nclusdo, ratos Lewis e SHR
exibem perfis “psiconeuroendocrinos” distintos,B&nportanto, Uteis no estudo genético
de varias respostas comportamentais e fisiologikastegides gendmicadfill e Ofil2
modularam respostas ligadas a ansiedade, inibiggtpartamental e dependéncia de
drogas sugerindo a existéncia, nestas regidemEsgontrolando estes fenotipos.
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RESUMO

A combinacdo de fatores ambientais e genéticosrrdete a vulnerabilidade
individual para o desenvolvimento de dependéncia ddegas. Outros transtornos
psiquiatricos como ansiedade, depressdo e o0 transtde déficit de atencdo e
hiperatividade (TDAH) sdo comumente observadosretividuos dependentes de drogas.
Estas altas taxas de comorbidade provavelmenttaefla existéncia de fatores genéticos
comuns, porém muito pouco se sabe sobre as basksuhlces envolvidas nestes
processos.

As linhagens isogénicas de ratos Lewis (LEW) e SEiR sido propostas como
modelo genético para o estudo da ansiedade, pdireri altos e baixos niveis de
comportamentos relacionados a ansiedade, respeetita. Os ratos SHR também séo
considerados como um modelo animal para o estudiiDddH. Técnicas de mapeamento
de locus para tracos quantitativos (QTL) permitiram a ider@icdo dos primeirogoci
(Ofill, no cromossomo 4 @fil2, no cromossomo 7) para comportamentos relacionados
ansiedade em ratos, através do intercruzamentindagens LEW e SHR.

O objetivo principal do presente estudo foi vedfia influéncia genética sobre
varias respostas relacionadas a comportamentosefisade dependéncia de drogas,
buscando estabelecer correlagbes entre elas. Bargmposta, duas estratégias foram
utilizadas: i) comparacédo das linhagens isogénmeaas LEW e SHR; ii) avaliacdo de
quatro linhagens recombinantes (derivadas do mizamento entre ratos LEW e SHR),
selecionadas geneticamente para possibilitar aestios efeitos especificos dos QTLs
Ofil1 e Ofil2, bem como da sua interagao.

Os ratos LEW de ambos os sexos exibiram maioresisnile comportamentos
relacionados a ansiedade em varios modelos compenmtais (campo aberto, labirinto em
cruz elevado e sobressalto acustico), maior intbicBomportamental (menor
impulsividade), mas consumiram menos sacarina,irgqui@ alcool do que os ratos SHR.
Estas linhagens, entretanto, ndo diferiram em &elagos niveis de analgesia e de
corticosterona (0 mediador primario da respostabogal ao estresse), quando submetidas

ao odor de um predador. Além disso, os ratos LEVAS néo os SHR, exibiram aumento



dos niveis de corticosterona ap0s injecdes reetidacocaina. @cus Ofill afetou os
niveis de ansiedade e o consumo de alcool em férAgata em fémeas, tocus Ofil2
afetou a inibicdo comportamental e o efeito hipemootor da cocaina. Em machos, o
locus Ofill afetou as respostas comportamentais € neuroend®cHO estresse e 0
desenvolvimento de sensibilizacdo psicomotora inldugela cocaina.

Em concluséo, ratos LEW e SHR exibem perfis “pséewaenddcrinos” distintos,
sendo, portanto, Uteis no estudo genético da aatkeddas respostas relacionadas ao
estresse e da dependéncia de drogas. A utilizagstasdlinhagens também pode favorecer
o estudo de algumas relacdes positivas, como gaimilcomportamental e o consumo de
alcool, e os niveis de ansiedade e a susceptitiides efeitos da cocaina. As regides
gendmicagOfill e Ofil2 modularam respostas ligadas a ansiedade, iniba@portamental
e dependéncia de drogas. A dissecacao diestegode ser promissora na identificacdo de
gene(s) e produto(s) génico(s) influenciando rasgoaelacionadas aos sistemas de defesa
e de dependéncia de drogas. Estes resultadostaessatima de tudo, a complexidade da
influéncia genética sobre o comportamento, provagete, envolvendo interacées entre

genes, género e ambiente.



ABSTRACT

The combination of genetic and environmental factdetermines the individual
vulnerability for drug addiction. Other psychiatdisorders such as anxiety, depression and
attention-deficit hyperactivity disorder (ADHD) afeequently observed in drug addicted
patients. These high rates of comorbidity probabfiect the existence of common genetic
mechanisms. However, the molecular bases underlghege processes remain largely
unknown.

The Lewis (LEW) and SHR inbred rat strains havenbpeoposed as a genetic
model for the study of anxiety, since they showhhand low levels of anxiety-related
behaviors, respectively. The SHR strain also ctuiss an animal model of ADHD. A
genome-wide QTL (quantitative trdiicug search using a LEW x SHR intercross led to
the discovery of two QTLs namédfill (on chromosome 4) ar@fil2 (on chromosome 7)
linked to an anxiety-related variable.

The main objective of the present study was tofydhe genetic influence on
several responses related to defensive behaviaist@rdrug addiction, searching for
correlations among them. For this purpose, two @ggres were employed: i) to compare
the LEW and SHR strains; ii) to evaluate four reborant strains (deriving from a LEW x
SHR intercross) genetically selected to allow thelg of the specific effects @fill and
Ofil2, as well their interaction.

LEW rats of both sexes showed higher levels of egxielated behaviors in various
behavioral tests (open field, elevated plus maze startle reflex), higher behavioral
inhibition (low impulsivity), but they drank lessscharine, quinine and alcohol than SHR
rats. These rat strains, however, did not differalation to the levels of analgesia and
corticosterone (the primary mediator of hormonakest response) when exposed to a
predator odor. Moreover, LEW rats, but not SHRsspkiyed enhancement of
corticosterone following repeated injections of @ioe. Ofill affected an anxiety-related
behavior and alcohol drinking in females. Also mmiles,Ofil2 affected behavioral

inhibition and the psychostimulant effect of co@im malesQfill affected the behavioral



and neuroendocrine responses produced by stresshandevelopment of psychomotor
sensitization to cocaine.

In conclusion, LEW and SHR rats show distinct “@dsyeeuroendocrine” profiles,
being therefore useful to the genetic study of atyxistress-related responses and drug
addiction. The LEW and SHR strains seem to be gpj@e for studying the positive
relationship between behavioral inhibition and hfwodrinking, and anxiety levels and
susceptibility to the effects of cocaine. Moreowefill and Ofil2 modulate experimental
responses linked to anxiety, behavior inhibition aitug addiction. Further dissection of
these loci should be promising in the identificatiof gene(s) and gene(s) product(s)
influencing responses related to defensive behswand drug addiction. The present results
also highlight the complexity of the genetic infhees on behavior, probably involving

interactions among genes, gender and environment.
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Introducéo Geral

1. INTRODUCAO GERAL

Existe uma grande diferenca entre individuos dea umesma espécie na
predisposi¢ao para o consumo de drogas de abus@w@dnerabilidade ao desenvolvimento
de dependéncia. Fatores como constituicAo genétiofluéncias ambientais,
disponibilidade de droga, sexo, personalidade trasde uso de drogas contribuem para
estas diferencas. A dependéncia do &alcool (ou Bfapor exemplo, € um transtorno
psiquiatrico etiologica e clinicamente heterogéeoherdabilidade moderada a alta, e
causada pela interacdo complexa entre genes ergmfiBusto, 2000; Gianoulakis, 2001).
A influéncia genética sobre o alcoolismo tem sigitineada em torno de 50-60%, tanto em
homens como em mulheres (Enoch e Goldman, 2001).

Para a maioria dos dependentes de drogas, inolutndalcool, o abuso de
substancias ndo ocorre como um transtorno isol&lwmtro condi¢cdes psiquiatricas
(ansiedade, depresséo, personalidade anti-socisdnstorno de déficit de atencdo e
hiperatividade) s&o comumente presentes e, pranavee, estdo envolvidas na
psicopatologia da dependéncia de drogas (Grantferdal995; Merikangas et al., 1998;
Regier et al., 1990). Estudos clinicos e epidemgiolis apontam que mais da metade dos
individuos dependentes de droga tém transtorn@nsiedade e/ou depressao. Apesar da
ocorréncia destas comorbidades ser excepcionalrattatem dependentes de drogas, estes
fatores ainda sdo bastante negligenciados e, comsEgnente, o diagndstico e o
tratamento destes individuos sédo particularmergéciantes. Os estudos clinicos e pré-
clinicos e o desenvolvimento de estratégias efefpaaa tratar esta populacdo estdo apenas

em fase inicial. Nesta tese, a énfase serd dadai@dade e a algumas caracteristicas do



Introducéo Geral

transtorno de déficit de atencgéo e hiperatividadeedacdo ao consumo e a neuroadaptacao
produzida por drogas.

Sabe-se que um grande numero de pessoas experidiegtes com potencial de
abuso. Algumas delas passam a consumir drogasonahlmente, porém apenas uma parte
destes individuos adquire dependéncia (Lende ehS&002; Vanyukov et al., 2003). Na
maioria dos paises, o consumo de alcool e de odtcggas € comum e o abuso delas é
crescente. Atualmente, o grande desafio na pesqaigqaiatrica consiste na identificacéo
de fatores biologicos e ambientais de risco, owpmrecdo, para a vulnerabilidade ao
desenvolvimento de dependéncia. Considerando guoiuéncia de fatores genéticos em
psicopatologias é amplamente demonstrada (Les@ib2Murnberger et al., 2002), a alta
taxa de comorbidade entre transtornos distintovgeeimente reflete a existéncia de
fatores genéticos comuns entre eles, porém muitacqpe® sabido sobre as bases

moleculares envolvidas nestes processos.

1.1. Ansiedade como fator de vulnerabilidade a depe  ndéncia de drogas

Estudos epidemioldgicos mostram que os transtopsaguiatricos estdo entre as
principais causas de incapacidade para o trabalmoumdo (Ezzati et al., 2002) e estima-se
que este quadro tende a se agravar nos proximas(kopez e Murray, 1998). Dentre as
diversas psicopatologias, os transtornos relacmma@dansiedade sdo os mais freqlentes.
Aproximadamente 25% da populagdo sofre, ou iresofiom transtornos de ansiedade,
pelo menos em algum momento da vida (Anagnostdras,€l999). Estudos clinicos e
epidemiologicos documentam uma alta ocorréncia rdestornos de ansiedade em

pacientes dependentes de drogas (Allan, 1995; eajoet al., 2000; Merikangas et al.,
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1998). Muitos destes pacientes relatam que os gar@dd com ansiedade precederam o
abuso de drogas (Cox et al., 1990). Dados tambémstramo que 0s transtornos de

ansiedade aparecem tipicamente durante a adolésc§rcalmente uma década antes do
inicio dos problemas sérios com alcool ou drogasRauve et al., 2004). Porém, acredita-
se que a ansiedade tenha um papel importante temttase de iniciagcdo, como na

manutencao e recaida ao consumo de drogas.

De acordo com a hipétese de reducdo de tenséo laataninicialmente por Conger
(1956), os individuos ansiosos ou estressadogrtamaior predisposicdo para consumir
alcool com o objetivo de aliviar a tensdo (“efegalmante”). Outra hipétese primaria
consistente com esta visdo geral, algumas vezesataade “hipdtese da auto-medicacao”
(Kushner et al., 2001; Quitkin et al., 1972), seggue os efeitos psicofarmacolégicos do
alcool e de outras drogas servem para diminuir ioreas negativos da ansiedade,
levando, por meio disso, ao consumo constante emongradativo (“escalada da droga”),
via reforco negativo. Koob e Le Moal (1997) sugemme hd uma espiral de ansiedade e
dependéncia. Nesta espiral existem trés componentggrincipais:
“Preocupacao/Expectativa’ (ansiedade) que levaridJgo/Abuso” de uma droga (reforgo
positivo, alivio da tensdo, bem estar, euforiajjdseque na fase subseqiente o individuo
sofreria com a “Sensacdo Negativa da Abstinéncaisiédade, mal-estar, angustia,
tremores), que € um aspecto motivacional importpata a repeticdo e manutengéo do uso
da droga pelo individuo. E importante notar qua espiral aumenta em amplitude com a
repeticdo das experiéncias, culminando em um estatologico conhecido como

dependéncia (Koob e Le Moal, 1997) (Figura 1).
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Figura 1- Espiral ansiedade-dependéncia. Adaptado de Ka@bMoal, 1997.

Com base na classificagdo de tipos de personaliead@sumo de alcool proposta
por Cloninger (1987), os individuos alcoolistasgradser divididos em Tipo 1 e Tipo 2. Os
alcoolistas do Tipo 1, que geralmente iniciam oscomo “pesado” de alcool em fase mais
tardia da vida, apresentam baixo grau de desejm@adades e maior esquiva ao perigo
(“alcoolismo etiologicamente ligado a ansiedad€s alcoolistas do Tipo 2, por outro
lado, que iniciam o consumo de alcool geralmentadwescéncia, exibem alto grau de
desejo por novidades e baixa esquiva ao perigm{i@jer, 1987). Esta classificacao talvez
possa ser estendida a dependéncia de outras drogas.

Apesar das taxas excepcionalmente altas de comadicntre ansiedade e
dependéncia de drogas, 0s estudos investiganddistde relacdo estdo em fase inicial.
Com relacdo ao alcool, especificamente, existeataglde que aproximadamente a metade
dos alcoolistas tratados em programas de realiditpgrmanece abstinente ao alcool por
um periodo de 6 a 12 meses (Bowen et al., 2000gdrducher et al., 1997). Entretanto,
resultados pouco satisfatorios foram obtidos quamdo alcoolistas apresentavam

comorbidade com transtornos de ansiedade (Kushaér 2000). Os individuos alcoolistas
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e ansiosos recaem ao consumo de alcool com majigéfieia do que aqueles sem esta
comorbidade (Driessen et al., 2001). Estas infoéeagonduzem a uma série de questbes
e desafios em relagdo a pesquisa ndo sO do alwaglimas também de outros tipos de
dependéncia, por exemplo: i) As medicac6es apravpde tratar transtornos psiquiatricos
como ansiedade e depresséao sao efetivas em paadiemendentes de drogas? Para obter a
aprovacado de um medicamento pelo FO#odd and Drug Administration um o6rgéo
americano que regulamenta e aprova a comerciatizdgdmedicamentos, as industrias
farmacéuticas geralmente excluem os dependentedratgms de seus estudos. ii) O
tratamento farmacoldgico e comportamental de depdred de drogas com comorbidades
deve ser diferente do tratamento empregado emmtasieom dependéncia de drogas sem
comorbidades? iii) O tratamento da dependénciaaocoddicdo psiquiatrica concomitante
melhora os sintomas do outro transtorno?

Os estudos com o objetivo de identificar e avaiafetividade de tratamentos em
individuos dependentes de drogas e que apresergesiornos de ansiedade sdo escassos.
Um estudo realizado com alcoolistas com transtdmansiedade generalizada demonstrou
gue o ansiolitico buspirona, um agonista parciatadeptor 1A da 5-hidroxitriptamina (5-
HT1a), foi efetivo em reduzir os sintomas de ansiedadlem da melhora dos sintomas de
ansiedade, os pacientes tratados com buspironapecgram mais tempo em tratamento e
demoraram mais a retornar ao consumo “pesado” deolado que os nédo tratados
(Kranzler et al., 1994). Outros estudos, entretaméo observaram melhora nos niveis de
ansiedade nem redugdo no consumo de alcool emngei¢ratados com buspirona
(Malcolm et al.,, 1992). Em alcoolistas com transtorde fobia social, Randal e
colaboradores (2001b) encontraram, inesperadamemqie, uma terapia cognitivo-

comportamental especifica para dependéncia de |4lobanais efetiva em reduzir o
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consumo do que uma terapia planejada para trataritaneamente alcoolismo e fobia
social (Randall et al., 2001b). Um estudo prelimic@m paroxetina, um inibidor seletivo
da recaptacdo de serotonina utilizado no tratameatéobia social (Stein et al., 1998),
demonstrou eficicia e seguranca no tratamento denpes com ansiedade e dependéncia
de alcool, reduzindo os indices de ansiedade e tam@iamente, reduzindo o consumo de
alcool pelos individuos tratados com paroxetinacemparagéo ao grupo placebo (Randall
et al., 2001a). Dados recentes obtidos em aninealalibratério mostram que o tratamento
cronico com fluoxetina e paroxetina (ambas inibédoda recaptacédo de serotonina) pode
sensibilizar o efeito estimulante e do tipo-ansmiproduzido pelo alcool (Goeldner al,
2005), fatores motivacionais supostamente implisadodesenvolvimento do alcoolismo.
Em conjunto, estes dados sugerem que a dependémadeogas e transtornos de
ansiedade co-existem com freqléncia e que ested8poomorbidade esta associado a
piores resultados no tratamento da dependéncisaf\ukeste conhecimento, esta area de
pesquisa (clinica e pré-clinica) esta apenas emirgeid. Portanto, a investigacdo de
fatores genéticos, farmacoldgicos e comportameptais contribuir com novas estratégias
de prevencado e tratamento destes transtornos @siqas. Em relacdo a dependéncia de
outras drogas de abuso além do éalcool, os daddisedtura sdo ainda mais limitados.
Entretanto, alguns estudos demonstram que a ia@jacmanutencdo e a recaida ao uso de
outras drogas parece ser fortemente influenciadlus miveis de ansiedade (Merikangas et

al., 1998).
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1.2. Estresse como fator de vulnerabilidade a depen  déncia de drogas

O conceito de estresse e a sua importancia patasrdoencas em humanos foram
postulados pelo endocrinologista pioneiro Hans &ebBste pesquisador descobriu que
varios estimulos aversivos causavam o fendmenm aitdmado de “sindrome geral de
adaptacao”, mediada em parte pela pituitéria edglas adrenais (Selye, 1936). Estresse
pode ser definido como um evento ambiental queaaalée homeostasia do organismo,
evocando uma cascata de respostas fisioldgicaspartaimentais e psicologicas que
podem ser adaptativas se ocorrerem de maneira atader ndo continuada. No entanto,
estd bem reconhecido que eventos estressanteaddede da intensidade, freqtiéncia e de
outros fatores, também estdo implicados na etialagifisiopatologia de uma ampla
variedade de doencas psiquiatricas incluindo aadeddepressdo e abuso de drogas,
particularmente em individuos vulneraveis (KandBbewies, 1982; Nestler et al., 2002). As
respostas fisiolégicas relacionadas ao estressgeinca ativacdo do sistema nervoso
central, sistema nervoso autbnomo e o eixo hipoi#gituitaria-adrenal (HPA). Em
relacdo a este Ultimo sistema, o estresse aumelib@racdo do horménio liberador de
corticotrofina (CRH) pelo hipotalamo. A ligagdo @RH em seu receptor, na pituitaria
anterior, aumenta a liberacdo do hormdnio adreticotmofico (ACTH). O ACTH via
circulacdo sanguinea, estimula a producéo e liBerae glicocorticéides pelo cortex da
adrenal que por sua vez produzem seus efeitoffigios (Seong et al., 2002) (Figura 2).

Varios tipos de estresse aumentam a liberacdo gamidpa (DA) no nucleus
accumbens, uma estrutura cerebral chave nos poscesstivacionais e de reforgo
produzido por drogas de abuso, e este efeito pedesduzido pelo bloqueio seletivo da

liberacdo de glicocorticoides (Piazza et al., 199&m sido demonstrado também que a
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liberacdo de glicocorticOides pelo estresse e sgass sobre o sistema dopaminérgico
mesolimbico leva a neuroadaptagbes que conferem iadwiduos uma maior
suscetibilidade aos futuros efeitos de drogas dsabPorém, como um estimulo que é
geralmente visto como algo aversivo (i.e. estregede aumentar a percepcao de reforgo
associada a uma droga? Além disso, como uma dregebdso, bem como o estresse,
podem ativar o eixo HPA e possuir efeito de refqugsitivo? Estas questdes intrigantes
permanecem como desafio a pesquisa nesta area.

Esihnesse
| Impulso neural | <

Adrenal

Figura 2- O eixo HPA. Adaptado de Seong et al., 2002.

O estresse favorece a auto-administracdo de dregasanimais e humanos
(Goeders, 2002; Kalivas e Stewart, 1991; Piazza &bal, 1998) e a recorréncia destes
eventos pode promover aumento gradativo e duradoardiberacdo de DA em areas
mesocorticolimbicas (sensibilizacdo) (Kalivas eware, 1991). A liberacdo de DA
induzida por drogas também € aumentada em indigsiéstressados (Kalivas e Stewart,

1991) e a administracdo de cocaina por via int@segnintranasal ou fumada, aumenta a
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secrecdo de cortisol em usuarios crénicos de cadqdMello e Mendelson, 1997). Além
disso, os individuos dependentes de drogas fregmente exibem padrdes anormais de
atividade do eixo HPA. Em ratos, observa-se queerssikilidade a cocaina pode ser
correlacionada positivamente com o aumento decostgrona plasmatica induzido pelo
estresse (Goeders, 2002; Goeders e Guerin, 19%)n&nheira interessante, os efeitos
comportamentais de drogas de abuso sdo atenuadesosnadrenalectomizados (Prasad et
al., 1998) ou quando a sintese de corticosteronidiéla farmacologicamente (Rouge-Pont
et al., 1995). Além disso, o0 estresse facilita aissagio do consumo de &lcool e pode
induzir um aumento na ingestdo de &lcool durantemamutencdo de seu consumo
(Pohorecky, 1990), possivelmente via liberacdo deioosterdides (Fahlke e Hansen,
1999). Esta correlagédo entre estresse e dependpaoege ocorrer com uma ampla
variedade de drogas com potencial de abuso (Peakzeavioal, 1998).

De um ponto de vista adaptativo, algumas hipétEsassido postuladas no sentido
de integrar a participacdo do estresse na vulielatbe a dependéncia. Como postulado
por Koob e Le Moal (2001), em individuos em estddormal” (ndo dependente) o
impacto de estressores seria minimo (ou adequaitoagdo), as experiéncias de reforco
também seriam normais e 0s circuitos cerebraigioglados aos hormonios do estresse
(liberacdo de cortisol/corticosterona) néo estariativados. Durante a transicdo para
dependéncia, tanto o sistema de reforco como stdesse estariam ativados e o individuo
comecaria a experimentar as sensagdes emociorgativas da abstinéncia da droga. Na
dependéncia, o sistema de reforco estaria em wadcese sub-ativacdo, enquanto que os
sistemas cerebrais do estresse e das respostasom@m®egativas estariam ativados

demasiadamente (Koob e Le Moal, 2001).
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E importante notar que, além dos fatores ambierdiderencas genéticas modulam
este complexo sistema (Figura 3). Portanto, seséndividuos sdo mais sensiveis ao
estresse, entdo eles podem ser mais propenso® ae urogas de abuso. Considerando
qgue o0s niveis de ansiedade modulam a reatividadestresse (Helmstetter, 1993),

diferencas nos niveis de ansiedade poderiam irflaeimdiretamente este sistema.

Reforge de Drogas Transigde para

MNgo dependente Dependéncia SR

dlga Cort-Thal-Striat
Sizt. reforgo

Sist. estresse Eztado Eztado
Experiéncias emocional Experiéncias emacional
de reforgo negative de reforgo negative

)

N .

ff;‘ = ) f#4

bifemngln.; “‘ I‘.'lifer'elngu: \“ bifemngln: i \\\
individuais E;#e:u individuais ES‘;‘M:“ individuais Estresse
bA T bA TT DA | |
Glicocarticéides T Glicocorticdides T T Glicocorticdides T T T

Figura 3- Neuroadaptacao produzida pelo abuso de drogagsdoecom o estresse. Trés
circuitos cerebrais simplificados que contribuemapas alteracbes no sistema de reforco
estdo contextualizados: i) sistema de reforco @)eng sistema de estresse (vermelho) e

i) sistema cortico-talamo-estriatal (azul). Adagd de Koob e Le Moal (2001).

1.3. Contribui¢cdo genética nas diferencas interindi  viduais

Esta bem reconhecido que fatores genéticos coatribsubstancialmente para as

diferencas interindividuais nas formas sub-clinicks ansiedade, nas psicopatologias

relacionadas a ansiedade, bem como na vulneratglida abuso de drogas (Agatsuma e
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Hiroi, 2004; Lesch, 2001a; 2001b). No entanto, shspectos permanecem pouco
compreendidos a nivel molecular. Consequentememtédentificacdo, localizacdo e
caracterizacdo de genes que predispdem individunarafestarem estas caracteristicas
certamente contribuiriam com novas perspectivapreaencdo, diagnostico e tratamento
da ansiedade, dependéncia, bem como a da comaslddates problemas em humanos.

Estudos de familias revelam que individuos commasede primeiro grau com
algum transtorno de ansiedade sédo de 4 a 6 veziss suscetiveis a desenvolver tal
transtorno do que individuos sem este grau de f@m@Em A comparacdo da taxa de
concordancia em gémeos dizigbticos e homozigétiesela que entre 30 e 50% da
variabilidade individual no risco de desenvolveguah transtorno de ansiedade deve-se a
fatores genéticos (Hettema et al., 2001; Kend@d12.

De forma similar, estudos de familia e em gémewslaen que 0s genes contribuem
para a vulnerabilidade a dependéncia de drogas, estimativa de 30 a 60% de
herdabilidade. A herdabilidade em dependéncia femahstrada inicialmente no
alcoolismo. Estudos em gémeos evidenciam consestenite maiores taxas de relagao de
alcoolismo em gémeos monozigoticos do que em gémieagdticos (Hrubec e Omenn,
1981), enquanto que estudos de adocdo demonstrammemandices de alcoolismo em
filhos de alcoolistas (criados distantes dos paogicos) do que em filhos adotados
controle (Goodwin et al., 1973). A predisposicdoapdependéncia de drogas, licitas ou
ilicitas, pode ser devida a variacdes genéticas ef@itos comuns a mais de um tipo de
droga, ou pode ser especifica para uma droga etioytar. Alguns estudos mostram, por
exemplo, um componente genético que € compartilpadonultiplas classes de drogas de
abuso (True et al., 1999; Tsuang et al., 1998)uamip outros estudos demonstram um

componente genético especifico para uma classeraoiga,dcomo é particularmente

11
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observado para a dependéncia de opidides (Kendlal.,e2003). Existem também
diferencas nas influéncias genéticas ambientais nos efeitos agudos da droga, na
transi¢cdo do uso esporadico para o uso regulatepandéncia e na recaida (Tsuang et al.,
1999).

Como pode ser notado nos paragrafos precedentéshbe&s estabelecido que o
risco para o desenvolvimento de transtornos deedade e dependéncia de drogas é, em
parte, transmitido geneticamente. Alguns estudeslaen que membros de familias de
individuos com transtornos de ansiedade tém maropemsdo para o alcoolismo
(Cloninger et al., 1981; Harris et al., 1983) e quembros de familias de alcoolistas tém

risco aumentado para transtornos de ansiedade éMathal., 1993; Reich et al., 1993).

1.4. As linhagens isogénicas de ratos Lewis e SHR ¢ omo modelo genético

para o estudo da ansiedade, estresse e dependéncia

As pesquisas utilizando modelos animais tém sédpansaveis por significativos
avancos na compreensao de transtornos psiquiatAtas da ampliacdo do conhecimento
da biologia humana de maneira geral, os estudamasitém proporcionado suporte
empirico para a importancia de fatores genéticoambientais no comportamento e
desenvolvimento neurobiolégico. O desenvolviment® vasta maioria de agentes
psicofarmacoldgicos utilizados na clinica tambémedele do uso de modelos animais. No
entanto, nenhum modelo animal é perfeito, compketabrangente o suficiente para
“modelar” os mais variados aspectos envolvidos &guna tipo especifico de transtorno
psiquiatrico, ou qualquer condicdo médica, e debatmtraditorios sobre a validade e

utilidade de modelos animais especificos aindagiers.
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Recentemente, Spanagel e colaboradores relatarancagnundongos que tinham
supressdo do genBer2 envolvido na regulacdo do ritmo circadiano, agmésvam
alteracdes no sistema glutamatérgico e maior coosut® alcool. O tratamento
farmacold6gico com acamprosato, uma droga usaddimaacpara prevenir a compulsao
(fissura) e a recaida em pacientes alcoolistaszieas niveis de glutamato e normalizou o
consumo de alcool nos animais mutantes. Os aul@ireta relataram que variagfes
(polimorfismos) do gen@er2 humano foram associadas com a regulagédo do condeamo
alcool em pacientes dependentes (Spanagel e0ab).2Este elegante estudo exemplifica
de forma clara a importancia da utilizacdo de nuslednimais na compreensao de
psicopatologias em humanos.

O rato de laboratérioRattus norvegicysfoi a primeira espécie de mamifero
domesticado para pesquisa cientifica e os priméiabslhos com ratos datam por volta de
1850. O primeiro estudo genético com esta espéuiaehlizado entre 1877 e 1885
focalizando no padrdo de heranca da cor da pelageprimeira linhagem isogénica
(consanguinea) de ratos foi estabelecida em 199%nBAagens isogénicas sdo produzidas
através de cruzamentos sucessivos entre irmaageds iou progenitores e descendentes.
Com aproximadamente 20 gerac¢des por endocruzamesitmdividuos de uma mesma
linhagem apresentam mais de 98 % de homozigosendodser considerados isogénicos.
A vantagem de utilizar estes animais é que asetif@as fenotipicas encontradas entre
individuos de uma mesma linhagem podem ser comsiderde origem ambiental. Por
outro lado, as diferencas entre populagdes dedarimisogénicas diferentes, mantidas sob
as mesmas condicfes ambientais, podem ser cortdata origem genética. Atualmente,
existem mais de 234 linhagens isogénicas de ratess$ar site “Rat Genome Database”,

http://rgd.mcw.edu, para mais informacdes sobiealyens isogénicas de ratos).
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A maior parte dos estudos comportamentais utlina populacdo heterogénea de
animais supostamente “normais”, cujas reacOes cdamentais poderiam ser
consideradas, talvez indevidamente, como adequidpsnto de vista adaptativo (Spooren
et al.,, 2002). No entanto, o estudo de popula¢c&Bsreas (ou claramente contrastantes)
em relacdo a tracos de interesse poderia trazemai@ contribuicdo & compreenséo de
processos patoldgicos observados nas populacdeanhsmNesta tese serdo utilizados
ratos das linhagens isogénicas Lewis (LEW) e espeaimente hipertensos (SHR),
propostos como um modelo genético para o estudnsiadade.

Os ratos SHR, quando submetidos a uma variedadestiss comportamentais de
ansiedade/emocionalidade, como o labirinto em celewado, campo aberto, caixa
claro/escuro e labirinto em T elevado, exibem mdemdéncia a se aproximar dos
ambientes mais aversivos destes testes sendo,nfoort@nsiderados como “menos
ansiosos” em comparacdo com os ratos LEW (“maisosos’). Eles ndo apresentam
diferencas, entretanto, nos niveis de locomocaamabientes menos aversivos, tanto novos
como familiares (Ramos et al., 1997; Ramos e802; Ramos et al., 1998), o que torna
este modelo particularmente interessante paraud@sie comportamentos especificamente
ligados a emocionalidade. Respostas consistenttesntestes foram obtidas quando os
ratos LEW e SHR foram injetados com drogas angiatit como o diazepam,
clordiazepéxido e NKP-608 e com a droga ansiogépamtilenotetrazol (Ramos et al.,
1997; Vendruscolo et al., 2003), sugerindo quei@seth¢cas comportamentais observadas
entre estas duas linhagens podem estar associaslasvais basais de comportamentos
relacionados a ansiedade. Em ambientes sociaiatasLEW exibem menor agressividade
e maior submissdo em comparagdo aos ratos SHRofBeit al., 1997) e, quando

submetidos a um estresse social por derrotas degefmodelo do residente/intruso) ou
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estresse da natacao forcada, os ratos LEW exibsposgs comportamentais de maior
intensidade e/ou duragcdo do que os ratos SHR,imddua perda de peso corporal,
hipofagia, analgesia e efeitos do tipo ansiogé(i=rton et al., 1998; Vendruscolo et al.,
2004). Estes dados sugerem que o impacto de evestit@ssantes parece ser mais severo
em ratos LEW do que em ratos SHR.

Estas evidéncias nos encorajaram a comparar deatamestas linhagens em
relagdo ao consumo de alcool. A relagéo positieears altos niveis de ansiedade inata e a
pré-disposicdo ao maior consumo de alcool ndorfodetrada entre os ratos LEW e SHR.
Pelo contrério, os ratos SHR (“menos ansiosos”ef@h mais alcool voluntariamente do
qgue os ratos LEW (Da Silva et al., 2004; Da Silvale 2005). Eles também consumiram
mais sacarina e quinino (substancias doces e asjamgpectivamente) do que os ratos
LEW, evidenciando uma maior atratividade por nolMqaidos exibida pelos ratos SHR
(Da Silva et al., 2005). Este resultado foi ineader pelo fato dos ratos LEW serem
considerados como mais suscetiveis ao estressefeitmreforcador de drogas (Kosten e
Ambrosio, 2002; Kosten et al.,, 1994), em comparagautras linhagens de ratos (e.g.
Fischer 344).

Os ratos SHR, além da utilidade para o estudo siedade, sdo considerados como
modelo genético para o estudo do TDAH, por exibipesjuizo de atencéo, hiperatividade
em algumas situacdes, dificuldade em realizar darefperantes e serem &vidos por
novidades e situacdes de risco (Sagvolden et @05)2 Tem sido demonstrado que o
TDAH é um fator de risco para a dependéncia deasdgcluindo alcoolismo (Biederman
et al., 1997; Davids e Gastpar, 2003; Wilens ¢t1l8097). Portanto, pelo fato dos ratos SHR
apresentarem baixo comportamento relacionado adad® (ou menor esquiva do perigo),

consumirem grandes quantidades de sacarina e qum@aior atratividade por novidades),
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€ possivel propor uma hipétese da utilidade degtagem como um modelo para o estudo
do alcoolismo do Tipo 2 (Da Silva et al., 2005).vidimente, € preciso ter cautela nestas
suposic¢des, pois ndo se sabe ainda se as demetedaticas comportamentais dos ratos

SHR séo geneticamente ligadas ao consumo de @lus® sdo apenas relagbes casuais.

1.5. Regifes cromossdmicas modulando comportamentos relacionados a

ansiedade em roedores

A utilizacdo de linhagens isogénicas de ratos faa@ra investigacdo das bases
moleculares envolvidas em processos fisiopatol&gitéma abordagem para o estudo
molecular de fendtipos complexos (e provavelmentdig@nicos), como respostas
comportamentais, é a utilizacdo de técnicas de amapeto delocus para tracos
quantitativos (QTL), no qual o grau de associacatreeum locus (ou Vvarios loci)
genético(s) e uma medida quantitativa (e.g., pespocal, comportamento relacionado a
ansiedade) pode ser estimado (Belknap et al., 198@)método frequentemente utilizado
para a deteccdo de QTLs consiste na producéo dpopudacao geneticamente segregante
(F2, FX ou retro-cruzamento) através do intercria@m de duas linhagens isogénicas,
particularmente se elas forem contrastantes par&rago de interesse. Uma variedade de
QTLs para comportamentos relacionados a ansiedadensumo de alcool ja foram
identificados, principalmente em camundongos (na@&s2050 QTLS), mas também em
ratos (mais de 700 QTLs) (Flint et al., 2005). Asniicas de QTL também estdo sendo
aplicadas em humanos.

Embora a dificuldade em identificar genes que obatn fendtipos

comportamentais através das analises de QTL sajante, este tipo de abordagem tem
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contribuido substancialmente com informac¢des sohbrearquitetura genética do
comportamento e genes especificos estdo comecarsdw mentificados (Flint, 2003;
Korstanje e Paigen, 2002; Liang et al., 2003; Ya#t al., 2004). Recentemente, partindo
de uma andlise de QTL, Yalcin e colaboradores (R66rhonstraram que o geRgs2 que
codifica para um regulador de sinalizacdo por jmateG, modula comportamentos
relacionados a ansiedade em camundongos. Esteoeginideiro abre perspectivas na
identificacdo de genes que modulam outros fendtpagplexos (Darvasi, 2005).

Com o objetivo de investigar as bases moleculdassdiferencas comportamentais
relacionadas a ansiedade entre ratos LEW e SHR,bwsea por QTLs no genoma foi
realizada (Ramos et al., 1999). Este estudo revehoa complexa estrutura genética dos
diversos comportamentos. Foram identificados doiBL especificos para fémeas,
denominadogOfill e Ofil2 (localizados nos cromossomos 4 e 7, respectiva)eqtie
afetavam a locomocédo na é&rea central e aversivandeampo aberto (CA), um indice
supostamente relacionado a ansiedade. Embora utesdé€¥TLs, como esperado,
aumentasse a locomocgéao central no CA quando asdtebm herdados da linhagem SHR
(Ofil2 no cromossomo 7), o outro reduzia o traco quarsddalelos foram herdados desta
linhagem Qfil1 no cromossomo 4) (Ramos et al 1999).

Subsequentemente, Mormeéde e colaboradores (20@fljncaram o envolvimento
destes QTLs em comportamentos relacionados a adsiqutoduzindo duas linhagens de
ratos com genaotipos opostos. Foi encontrado quatos da linhagem “High” (alelos LEW
em Ofill e alelos SHR en®fil2) exibiam uma menor inibicdo da locomog¢do com o
aumento da aversividade do ambiente do que os datishagem “Low” (alelos SHR em
Ofill e alelos LEW emOfil2). Curiosamente, estel®ci ndo afetaram o tempo de

permanéncia nos bracos abertos no teste do labemt cruz elevado (Mormede et al.,
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2002b; Ramos et al., 1999), uma medida classicardgedade, mas influenciaram
processos de inibicdo comportamental avaliadogste tle inibicdo do sobressalto acustico
pelo pré-pulso. E interessante notar que individows transtorno de déficit de atencéo e
hiperatividade (TDAH) e esquizofrenia, frequenteteeapresentam prejuizos neste teste
(Braff et al., 2001; Hawk et al., 2003). Estes dadonduziram Mormede e colaboradores
(2002) a concluir que okci Ofill e Ofil2 poderiam estar influenciando processos de
inibicdo comportamental (impulsividade), pois ahégem “High”, que exibia maior
locomogdo em areas aversivas, também exibia membicdo comportamental em
comparacao a linhagem “Low”. Entretanto, este estib permitiu distinguir a influéncia
especifica d©fill, Ofil2 ou da interacdo entre eles sobre este comportanpois o efeito
dos doidoci estava combinado em apenas duas linhagens.

Para finalizar, Terenina-Rigaldie e colaboradog&)8a) descreveram um QTL na
mesma regido do cromossomo @fi[l) influenciando comportamentos relacionados a
ansiedade em um intercruzamento entre ratos V\Kstaite e ratos com alta preferéncia por
alcool high ethanol prefering Outros QTLs modulando o consumo de solu¢cfesatdela
e de sacarina (Carr et al., 1998; Terenina-Rigadtlial., 2003a; Terenina-Rigaldie et al.,
2003b), foram identificados em regifes proxim&fifl. Ainda na regido vizinha @fill,
um QTL controlando os niveis de corticosterona atuosrfoi identificado (Potenza et al.,
2004). Estas evidéncias em conjunto sugerem gae@&gio gendmica pode conter genes
relevantes ndo sO para comportamentos relacionadassiedade, mas também para

consumo de alcool, inibigdo comportamental e retttle ao estresse.
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Justificativa e Objetivos

2. JUSTIFICATIVA

Considerando a dependéncia de drogas e suas ddadwed como uma
preocupacdo crescente em termos de saude publlmasca de fatores que predispdem
individuos a desenvolverem estes tipos de transtotarna-se imperativa. Portanto, o
estudo da participacdo genética em respostas oetatas a ansiedade, ao estresse e a
dependéncia é de grande importancia para a melbmpreensdo dos mecanismos

bioldgicos subjacentes a estes processos.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo principal do presente estudo foi vedfi@ participacdo genética em
respostas relacionadas a reacoes de defesa (alesiedresse e inibicdo comportamental)
e de dependéncia de drogas e buscar correlacoésicgsnentre os diversos fenotipos
estudados (pleiotropia). Para isto foram utilizadoss modelos genéticos: i) linhagens
isogénicas LEW e SHR, e i) quatro linhagens redomrties (derivadas do
intercruzamento entre ratos LEW e SHR) seleciongga®ticamente para possibilitar o

estudo individual das regides genomi€dsl e Ofil2, bem como a sua interacéo.
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3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a influéncia genética nos seguintes feoati

1- Respostas comportamentais de locomocgao, ansiedatisumo de sacarina,

quinino e alcool, e presséo arterial (Capitulo 1).

2- Reatividade ao sobressalto acustico, um modetgportamental de ansiedade, e

inibicdo comportamental avaliada no teste de idibigelo pré-pulso (Capitulo 2).

3- Reatividade comportamental e neuroenddcrina stoesse produzido pela

exposicdo ao odor de um predador (Capitulo 3).

4- Sensibilizagdo comportamental e ativacao do EiR& produzidas por injecdes

repetidas de cocaina (Capitulo 4).
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4. CAPITULO 1

Efeito genético sobre comportamentos relacionados a ansiedade e consumo

de alcool.

4.1. INTRODUCAO

Como descrito na introducdo geral, dentre as diversasoatologias, 0sS
transtornos relacionados a ansiedade sao os regisefites. O abuso de alcool (o termo
etanol serd utilizado como sinénimo), outro tramsiopsiquiatrico frequente, também é
considerado como um importante problema de sauddicpu(Pearson, 2004). Os
individuos dependentes de alcool apresentam aitihses de comorbidade com transtornos
de ansiedade (Le Fauve et al., 2004). A co-exigédestes transtornos provavelmente
reflete mecanismos genéticos e ambientais comumetBnto, 0s mecanismos moleculares
envolvidos nestes processos sao muito pouco congicees, devido, em parte, a falta de

modelos animais adequados.

A literatura examinando a relacéo entre ansiegactnsumo de alcool em modelos
animais € bastante controversa. Alguns estudos mrnacam que comportamentos
relacionados a ansiedade e consumo de alcool fqrasitivamente correlacionados
(Spanagel et al., 1995; Stewart et al., 1993), anuoutros estudos ndo apdiam este tipo

de relacdo (Henniger et al., 2002; Overstreet et18197; Viglinskaya et al., 1995). A
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relagdo positiva entre niveis de ansiedade e camsden &lcool ndo foi encontrada
comparando ratos LEW e SHR (Da Silva et al., 20D4; Silva et al., 2005). Estas
evidéncias sugerem que este par de linhagens pagiecger um bom modelo para o estudo
da relagdo positiva entre os niveis de ansiedaata i consumo de alcool. No entanto,
Terenina-Rigaldie e colaboradores (2003) relataram QTL proximo a Ofill
influenciando comportamentos relacionados a andeedansumo de sacarina e de alcool
em um intercruzamento das linhagens de ratos “éighnol preferring” e Wistar-Kyoto.
Outros QTLs com efeito sobre o consumo de alcaainfoencontrados na mesma regiao
em um intercruzamento das linhagens de ratos dlqobterring e alcohol-non-preferring
(Carr et al., 1998). Estas evidéncias sugerem gtgeregido cromossomica, inicialmente
identificada a partir de ratos LEW e SHR, pode eogenes controlando comportamentos
relacionados a ansiedade e consumo de alcool.

Portanto, nesta primeira etapa do nosso estudobjetivw foi caracterizar a
contribuicdo dodoci Ofill e Ofil2, bem como sua interagdo, em uma bateria de testes
comportamentais de locomocao, ansiedade, prefergrui solucdes doces e amargas, e
consumo de alcool. A pressao arterial de todos maks também foi avaliada. As

linhagens puras LEW e SHR foram testadas concoteitente.
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4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Producdo de quatro linhagens recombinantes a través de selecéo

genética baseada em marcadores

Para possibilitar o alcance dos objetivos destae, te$ novas linhagens
recombinantes de ratos foram produzidas atravésndietercruzamento entre as linhagens
isogénicas de ratos LEW e SHR. Ratos, machos eamé&W/CRLIFO e SHR/CRL
foram adquiridos de Charles River/IFFA CREDO. Pabter a geracdao F1, trés LEW
machos foram cruzados com seis SHR fémeas e tiR:&td¢hos foram cruzados com seis
LEW fémeas. Ratos da geracdo F1 foram entdo adasakntre si para a producdo da
geracdo F2. Um total de 453 ratos desta geracgof@grm genotipados com marcadores
moleculares para regides microsatélites polim@fescolhidas para flanquearlosi Ofill
(D4Wox22, 37,38 cM e D4Mgh6, 58,99 cM)Hil2 (D7Rat35, 6,83 cM e D7Mghl1, 2,3
cM). Os animais que tinham herdado o genétipo hagotz LEW/LEW (L) ou SHR/SHR
(S) para cada um dos ddexi (4=0fil1 e 7=0fil2) foram utilizados como fundadores das
linhagens recombinantes (L4/L7, L4/S7, S4/L7 e $#/Foram utilizados entre 3 e 5
casais de cada linhagem genotipica para a prodigsiaanimais da geracdo F3 ou F4
testados. As ninhadas foram limitadas a 8 filhd®esa melhor delinedfill, os animais
pertencentes a geracao F3 foram genotipados comansador adicional, D4Rat61 (73,62
cM).

Esta selecdo genética possibilitou a producdo dmhégens de ratos com o

genotipo conhecido somente para as duas regidgsngsas Ofill no cromossomo 4 e
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Ofil2 no cromossomo 7). O resto do genoma consiste deraoombinacdo aleatéria de
alelos de uma ou de outra linhagem parental (LEWS6IR) que, teoricamente, néo
diferem estatisticamente. Portanto, as possivéésedicas fenotipicas encontradas entre
estas linhagens podem ser consideradas resul@dateariacdes alélicas (polimorfismos)
dentro destas regides cromossdmicas especificamfdmtedagens similares a esta ja foram
empregadas com sucesso previamente (Mormede €2082; Terenina-Rigaldie et al.,
2003a).

Os marcadores moleculares para regides microsatéfiiram adquiridos da
Eurogentec (Seraing, Bélgica) ou da Research Gsn@tduntsville, Alabama, EUA). O
DNA gendmico foi extraido, a partir de fragmensstilar da cauda do rato, usando um kit
comercial (Promega, Charbonniéres, Franca). Asrmdetacdes dos gendtipos foram
realizadas por reagbes em cadeia da polimerase)(HER uma reacdo de 20 em
volume, 50 ng de DNA gendmico foi misturado comntopde cada mix dprimerse 0,4
U de Taq DNA polimerase (Promega, Charbonnieremda) em tampao Promega tipo A.
A amplificacdo foi feita em micro-placas em um teaomlador (Hybaid Limited,
Teddington, Reino Unido). As condigcbes da reacao P8R foram as seguintes:
desnaturacao inicial a 96°C por 5 min, seguido3%ociclos de 92°C por 40 s, 55°C por 1
min e 72°C por 30 s, e um ciclo a 72°C por 2 mis.dklos foram separados em gel de
agarose a 3% e visualizados com brometo de etmholw ultra-violeta. A Figura 4
apresenta um esquema da producao das linhagemnshieentes.

Todos os experimentos que compdem esta tese f@@imados de acordo com as
normas éticas internacionais para o uso de aniftRimcipios e cuidados com animais de

laboratério” da publicacdo do NIH n° 85-23).
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Figura 4- Esquema da producéo das quatro linhagens recantbm (A) Intercruzamento
das linhagens LEW e SHR formando a geracéo hilbridaA geracdo F1 intercruzada da
origem a geracdo recombinante F2. A parte da dirédt desenho ilustra um par de
cromossomos (laranja para LEW e verde para SHRyekacado F1 todos os animais tém 1
cromossomo inteiro de cada linhagem (gendtipo: 9B e 50 % SHR). Na geracéo F2,
as regides cromossomicas das duas linhagens segedgatoriamente, pelo fendbmeno de
crossing over formando uma geracdo recombinante. Nestes anirea@mbinantes, €
possivel determinar o genotipo em regides espasifadn genoma (e.@fill e Ofil2)
usando técnicas de biologia molecular. (B) O DNA datos da geracado F2 foi extraido a
partir de tecido da cauda. O DNA foi entdo ampdific em reacdo de PCR para diferentes
marcadores moleculares (e.g. D4Wox22), separadogetme agarose por eletroforese e
visualizados com brometo de etideo sob luz ultodeta. Na parte de baixo da figura B, as
letras em vermelho correspondem a uma regido nsatrélge. Regides microssatélites séo
pequenas sequéncias repetitivas de pares de Imaspmimente dinucleotideos) presentes
ao longo do genoma. Estas regides, nédo codificad@adem diferir em tamanho em
funcdo do numero de repeticbes das seqUénciasabasitre os individuos (regides
polimorficas). Nao se sabe ao certo a origem evabédcia destas regides nem sua funcéo
biolégica, entretanto elas servem como marcadorelecuares, uma ferramenta para
genotipagem praticamente em todas as espéciesalaoiumvegetal. Ogprimers sao
moléculas complementares que se ligam no DNA flaagdo a regido microssatélite (nos
sentidos para diante ou reverso) (destacados nefygpr um retangulo vermelho). Estes
primersservem para amplificacdo da regido microssatdliten o alelo visualizado sendo
LEW ou SHR para um determinado marcador, pode-ssiderar que blocos de alelos
ligados a estes microssatélites foram herdadosmdagem LEW ou SHR. Portanto, se um
animal pertencente a geracdo F2, F3 ou FX posgenoétipo LEW/LEW ou SHR/SHR nos
marcadores que flanqueiam uma regido (e.g. paid msrcadores par@fill), pode-se
considerar que o animal possui o genétipo da liemgEW em todo ¢tocusanalisado.
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4.2.2- Animais

Nesta primeira etapa foram utilizados ratos adyBocsemanas de idade) das quatro
linhagens recombinantes (F3) (n=11 e 14 para adiem L4/L7; 5 e 5 para a linhagem
L4/S7; 8 e 5 para a linhagem S4/L7; 16 e 12 pdiahagem S4/S7; machos e fémeas,
respectivamente). Grupos adicionais de ratos LEWnjachos e 10 fémeas) e SHR (6
machos e 10 fémeas) com a mesma idade foram testateomitantemente. Todos o0s
animais foram alojados em caixas coletivas (2-#sfatixa), tendo comida e agua
disponiveisad libitum e mantidos sob um sistema claro/escuro de 1Ritidido periodo
claro as 7:00 h) com a temperatura controlada (2ICh.

Os testes foram conduzidos entre 8:00 h e 12:3Dshanimais foram submetidos
sucessivamente a uma bateria de testes compor@Emeaum pelo menos 3 dias de

intervalo entre cada teste. A bateria de testegrdem de realizacdo, esta descrita abaixo:

4.2.3. Caixa de atividade

Os animais foram colocados individualmente, pomn60, em caixas com chéo de
grades metalicas e paredes de acrilico transpa(@Bt6 x 23,5 x 23 cm). As caixas
estavam localizadas dentro de uma estante equigada sensores foto-elétricos
(infravermelhos) que estavam conectados a um c@uputue registrava a locomocgéo dos
animais (idas e vindas) (Imetronic, Pessac, Frafiggura 5). Este teste foi realizado em
condi¢cdes de baixa iluminagdo (< 25 lux). Nesteetelias variaveis foram analisadas:

locomog&o durante os primeiros 10 min, represeotamdeatividade locomotora dos
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animais em um ambiente novo e a locomocao totami®), que representaria a locomogao

geral dos animais.

Figura 5- Caixas de atividade.

5.2.4. Campo aberto

O aparelho é feito de madeira coberta com forinigeermeavel branca com o chéo
branco de 100 x 100 cm (dividida por linhas pretas 25 quadrados de 20 x 20 cm) e
paredes brancas (40 cm de altura) (Figura 6). Wirlacdo no centro do campo aberto foi
de 530 lux. Cada rato foi colocado no centro dopmaaberto e 0 nimero de cruzamentos
periféricos, adjacentes a parede (locomocédo peadernimero de cruzamentos centrais,
distantes das paredes (locomocao central) e ntimilade bolos fecais (defecacéo) foram

registrados por 5 min.
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Figura 6- Teste do campo aberto.

4.2 5. Labirinto em cruz elevado

O aparelho feito de acrilico opaco, com chao peefiaredes cinza, possui quatro
bracos elevados (66 cm de altura) com 45 cm de gorapto e 10 cm de largura (Figura
7). Os bracos estdo dispostos perpendicularmeote,dois bracos opostos fechados por
paredes de 50 cm de altura e dois bracos aberts ¢om uma borda de 1 cm), tendo em
sua interseccao uma plataforma central (10 x 10 qum) da acesso a qualquer um dos
quatro bracos. A plataforma central estava sob iflagéo de 530 lux. Cada rato foi
colocado na plataforma central com a face voltata pm braco aberto e, em seguida, os
seguintes comportamentos foram registrados pom5 miimero de entradas e tempo gasto
(com as quatro patas) dentro de cada tipo de b@gmmportamento de cada animal no
labirinto, e também no campo aberto, foi gravado ypoa camera de video posicionada

acima dos aparelhos e monitorado em outra salanvieircuito fechado de TV-camera.
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ke

Figura 7- Labirinto em cruz elevado.

4.2.6. Testes de consumo

Um procedimento padronizado para o consumo deisacajuinino e alcool foi
utilizado (Terenina-Rigaldie et al., 2003ab). Pasatestes de consumo, os animais foram
alojados individualmente em gaiolas de acrilicot&ses foram iniciados apds um periodo

de 5 dias de adaptagéo dos animais nas gaiolasduals (Figura 8).

Figura 8- Gaiolas individuais para testes de consumo.
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4.2.6.1. Livre escolha entre sacarina e agua

Os animais tinham livre escolha entre duas garredasendo sacarina (7,5 mM;
Sigma, Saint Quentin Fallavier, Franga) ou aguadwis dias consecutivos. As garrafas
foram pesadas, preenchidas e a posi¢céo alternadangénte no mesmo intervalo de 2 h.
Os dados foram expressos como um indice que medsnento na ingestdo de liquido
quando a solucdo de sacarina estava disponivehrosis de acordo com a seguinte
férmula: volume de sacarina mais o volume de aguswmida no mesmo periodo de 24
horas dividido pelo volume normal de agua consuneicho24 h (medido durante os dois

dias precedentes), expresso como porcentagem.

4.2.6.2. Livre escolha entre quinino e agua

O protocolo deste teste foi idéntico ao da sacanras com uma solugéo de quinino

(2 uM) sendo utilizada.

4.2.6.3. Consumo for¢cado de alcool

Os animais tinham acesso somente a uma solucatca@ (10 %, v/v) (Prolabo,
Saint Quentin Fallavier, Franca) por dois dias eonsvos. O volume consumido foi
medido diariamente e a posicdo da garrafa alterm@dadados estdo expressos como a
média do consumo de alcool dos dois dias em gramajgilograma de peso corporal
(g/kg/dia). Entre os testes de sacarina, quiniafceol forcado, os animais tiveram acesso

somente a agua por dois dias.
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4.2.6.4. Livre escolha entre alcool e agua

Imediatamente apds a exposi¢do ao consumo fod@edcool, os animais tiveram
livre escolha entre alcool (10 %, v/v) e 4gua. Asrafas foram pesadas a cada dois dias
(preenchidas quando necessario) por 7 periodos dlas2(i.e. 14 dias). Os dados estéo

expressos em g/kg/dia.

4.2.6.5. Livre escolha entre élcool em diferentes ¢ oncentracfes e agua

Com o objetivo de testar a hipotese de que algumimais podem ajustar seu
consumo de alcool em fungéo da concentracdo, azaantiveram livre acesso a agua ou a
alcool em diferentes concentragcbes (2,5, 5, 10 e%20v/v), dois dias em cada
concentracdo. Este protocolo iniciou apos 4 diapridecédo de &lcool, sendo que neste
periodo de privacdo os animais tiveram acesso apedgua. Os animais foram divididos
em 4 grupos, e a ordem de apresentacao das d#ereahcentracbes foi baseada em
esquema de quadrado-latino. Os dados estdo expressg/kg/dia. Durante os testes de

consumo, os animais foram pesados pelo menos un@ovesemana.

4.2.7. Pressao arterial

A pressao arterial sistélica foi aferida pela caddaato consciente por um método
indireto, ndo invasivo, usando um sistema de esfiganémetro (Letica, Espanha) como
descrito previamente (Ramos et al., 1998; Ramak,e1999). Os animais foram colocados

em um cilindro de acrilico de contencdo o qualirfitioduzido por uma abertura em uma
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caixa aquecida (38°C). A cauda do rato foi deixpaia fora da caixa e um transdutor de
sinal (conectado a uma unidade digital central50B0) e untail cuff foram colocados na

cauda do rato (Figura 15). Os animais foram deigadalterados por um periodo minimo
de 30 min. Quando um sinal de pulso constante éteaado, 5-8 leituras da pressao

sanguinea foram obtidas e a média calculada.

Figura 15- Aparelho para aferir presséo arterial de ratoscacims.

4.2.8. Andlise estatistica

Todas as andlises foram realizadas separadamergten@chos e para fémeas.
Inicialmente, as linhagens LEW e SHR foram compasagsando-se o teste t de Student.
Para o teste de livre escolha entre agua e aloodliferentes concentracdes, os dados de
LEW e SHR foram comparados utilizando ANOVA de du@s (linhagem) para medidas
repetidas (diferentes concentracdes). Para anabp&cificamente a influéncia dos alelos L
ou S em cada QTL, bem como sua interacdo, uma AN@¥Aluas vias (fatoresfill

(alelos L ou S) &fil2 (alelos L ou S)) foi realizada exclusivamente cosndados das
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quatro linhagens recombinantes. Para os dadosstiode livre escolha entre agua e alcool
em diferentes concentracdes, o fator medida repédidincluido na analise (ANOVA de
trés vias). O teste LSD foi utilizado para as corap@espost-hocquando apropriado. O
nivel de significancia aceito em todos os testep$0,05. Os dados estdo expressos nas

figuras como média e erro-padréo da média (EPM).

5.3. RESULTADOS

5.3.1. Caixa de atividade

A Figura 9 ilustra os resultados de atividade tootora (1 h) de ratos machos (a) e
fémeas (b). Para os machos LEW e SHR, nenhumaniifarestatistica foi observada para
a locomoc¢ao nos primeiros 10 min e para a locomagtd (60 min). Para as fémeas, o
teste t de Student revelou que as fémeas SHR a&xibmaior locomoc¢é&o nos primeiros 10
min do que as fémeas LEW (t=2,34; p<0,04). Elas d#eriram, entretanto, para
locomocéo total durante 1 h.

Os loci Ofill e Ofil2 ndo afetaram a locomocdo dos ratos, machos ouagme

caixa de atividade.

5.3.2. Campo aberto (CA)

Os resultados da locomocédo central (a) e perdéiti no CA estdo ilustrados na
Figura 10. Para os machos, o teste t de Studealotejue os ratos SHR fizeram mais

cruzamentos na area central, mas nao na arearjpexifédo CA do que os ratos LEW. Para
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as fémeas, foi verificado que as ratas SHR fizenaars cruzamentos centrais (t=5,90;
p<0,0001) e periféricos (t=2,74; p<0,02) no CA de @s ratas LEW.

Analisando a influéncia dokci, a ANOVA de duas vias nao revelou efeito
significativo para os parametros analisados em osadbara as fémeas, um efeito geral do
locus Ofill (F1,32~4,81; p<0,05) foi observado. As ratas com alelB$\L.para estéocus
(i.e., L4) cruzaram mais quadrantes centrais dodGAjue as ratas com alelos SHR (i.e.
S4). Osloci Ofill e Ofil2 ndo influenciaram a locomocéao periférica das raadefecacéo
dos animais foi praticamente ausente, assim napdssivel observar efeitos claros para

este parametro, tanto em machos como em fémeas.
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nas figuras menores. * Diferenca significante ermparacdo a ratas SHR (teste t de
Student, p<0,05).
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@ 5. MACHOS FEMEAS
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Figura 10- Locomocdo na éarea central (a) e periférica (b)campo aberto (530 lux)
durante 5 min exibida por ratos LEW, SHR e F3 (cle@o com a linhagem) de ambos os
sexos. * Diferenca significante em comparacdo @sr&HR (teste t de Student, p<0,0%).
Indica efeito significante d@fill (cromossomo 4) (ANOVA, p<0,05).

5.3.3. Labirinto em cruz elevado (LCE)

A Figura 11 mostra os resultados do tempo gastcbracos abertos (a) e entradas
nos bracos fechados (b) do LCE. Para os machaanases estatisticas ndo revelaram
diferencas significativas entre ratos LEW e SHRidgmara o tempo gasto nos bragos
abertos como para o numero de entradas nos breglados do LCE. Para as fémeas, o

teste t de Student revelou que as ratas SHR pecarame mais tempo que as ratas LEW
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nos bracos abertos do LCE (t=5,51; p<0,0001) sderiientretanto, para o numero de

entradas nos bracos fechados.

Para os machos, a ANOVA de duas vias revelou untemaicdo significativa dos

loci Ofill e Ofil2 (F1,35~13,83; p<0,0008) para o numero de entradas ngedrfachados

do LCE, sendo que os ratos L4/L7 e S4/S7 exibiraammfreqiéncia de entradas nos

bracos fechados do LCE do que os ratos L4/S7 e7S4&D, p<0,04). A analise de duas

vias para as fémeas nao revelou efeitos signiaatilodoci Ofill e Ofil2 nos parametros

do LCE.
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Figura 11- Tempo gasto nos bracos abertos (a) e numerotcedas nos bracos fechados
(b) do LCE (530 lux) durante 5 min por ratos LEWARSe F3 (de acordo com a linhagem)
de ambos os sexos. * Diferenga significante em eovagdo a ratos SHR (teste t de

Student, p<0,05)® Diferenca significante em relacdo a ratos L4/LB&S7 (interacdo
Ofill vs Ofil2, ANOVA seguida do teste LSD, p<0,05).
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5.3.4. Testes de consumo

5.3.4.1. Livre escolha entre agua e sacarina

A Figura 12 (@) ilustra os resultados do aumerangestao de liquido induzido
pela disponibilidade de uma solugéo de sacarimanirol) em livre escolha com &gua por
dois dias consecutivos. O teste t de Student revgle os ratos SHR apresentaram um
maior aumento na ingestdo de liquido (t=3,67; pR0db que os ratos LEW. Para as
fémeas, o teste t de Student também revelou quatas SHR apresentaram um maior
consumo de liquido do que as ratas LEW (t=2,60;38)0

A ANOVA de duas vias revelou uma interacédo sigaiiica entreOfill e Ofil2
(Fa.3674,78; p<0,05) para os machos. O teptest-hocindicou que os ratos L4/L7
consumiram mais sacarina do que os ratos L4/S7 (pSD,03). A ANOVA néo revelou

efeito significativo dosoci Ofil1 e Ofil2 no consumo de sacarina para as fémeas.

5.3.4.2. Livre escolha entre agua e quinino

A Figura 12 (b) ilustra os resultados do aumergdngestdo de liquido induzido
pela disponibilidade de uma solucdo de quinino rf®il em livre escolha com agua por
dois dias consecutivos. Nenhuma diferenca estatiagnte significante foi observada para
0s ratos machos em relacdo ao consumo de quirama.a3 fémeas, as analises estatisticas
revelaram que as ratas SHR apresentaram um maisurm® de liquido (t=2,81; p<0,02)
do que as ratas LEW. Qaci Ofill e Ofil2 ndo afetaram o consumo de quinino tanto em

machos como em fémeas.
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Figura 12- Aumento na ingestédo de liquido induzido pela difimbdade de sacarina (a)
ou quinino (b) em livre escolha com agua (médialois dias consecutivos) exibido por
ratos LEW, SHR e F3 (de acordo com a linhagem)rdboa os sexos. Os dados estéo
expressos como um indice que consiste no voluntiguido consumido quando a sacarina
(7,5 mmol) ou quinino (2 pmol) estdo disponiveis anoimais em relagdo ao consumo de
liguido basal quando somente &agua esta disponfveDiferenca significante em
comparacdo a ratos LEW (teste t de Student, p<ODSDiferenca significante em
comparacao a ratos L4/L7 (interac®dill vs Ofil2; ANOVA seguida do teste LSD,
p<0,05).
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5.3.4.3. Alcool forgado (ET 10 %)

Os resultados do consumo de alcool forcado por di@s consecutivos estao
ilustrados na Figura 13 (a). Para os machos, e ted# Student indicou que os ratos SHR
consumiram mais alcool do que os ratos LEW (t=6(8),0001). Para as fémeas, foi
encontrado também que as ratas SHR consumiram &@wisl do que as ratas LEW
(t=5,15; p<0,0001).

A ANOVA de duas vias revelou um efeito significarde Ofil2 (F 36=7,98;
p<0,009), sendo que os animais com o0s alelos SIKHRSV) consumiram mais alcool do
gue os animais com os alelos LEW (i.e. L7). Parfi@m®as as analises consideraadibl

e Ofil2 ndo revelaram diferencas significativas.

5.3.4.4. Livre escolha entre agua e alcool (ET 10 % vs. agua)

Os resultados do consumo de alcool (10 &) dgua em livre escolha estédo
apresentados na Figura 13 (a). Para os machosalseanevelou que os ratos SHR
consumiram mais alcool (média de 7 blocos de dais)dlo que os ratos LEW (t=4,27;
p<0,009). Para as fémeas, também foi observadagjtetas SHR consumiram mais alcool
do que as ratas LEW (t=3,39; p<0,004).

Para os machos as andlises consider@iid e Ofil2 ndo revelaram diferencas
significativas. Em relagédo as fémeas, a ANOVA dasduas revelou um efeito geral do
locus Ofill (Fq3274,51; p<0,05), sendo que os animais com alelos {HR S4)

consumiram mais alcool do que os animais com aléty¥ (i.e. L4).
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5.3.4.5. Livre escolha entre agua e alcool em difer entes concentragcdes

Os resultados do consumo em livre escolha de &gualcool em diferentes
concentracdes (ET 2,5, 5, 10 e 20 %) estao repgezs®sina Figura 13 (b). Para os machos,
a ANOVA de duas vias para medidas repetidas (caraggio de alcool) revelou um efeito
significante da linhagem (F47~21,08; p<0,0005), da concentracao4k=23,40;
p<0,0001) e uma interagéo linhagem concentragao (k42=5,75; p<0,003). O testgost-
hocindicou que ratos SHR beberam mais alcool naserdrag;des de 5, 10 e 20 % do que
os ratos LEW (p<0,003). Para as fémeas, a ANOVAlubes vias para medidas repetidas
revelou um efeito significante da linhagem (=10,95; p<0,005), da concentragéo
(Fe54714,72; p<0,0001) e interagéo linhagem concentracdo (fs4=4,58; p<0,006). O
teste posthoc indicou que as ratas SHR beberam mais alcoodju#o ratas LEW nas
concentracdes de 10 e 20 % (p<0,0001).

A ANOVA de trés vias Qfill e Ofil2) para medidas repetidas revelou somente que
a ingestao de alcool aumentou em fungéo das coacéns (fz,108766,49; p<0,0001) para
0s machos. Para as fémeas, a ANOVA de trés viatoreum efeito da concentracdo, com
a ingestéo de alcool aumentando de acordo conferemtes concentracdesyfs=62,42;
p<0,0001). Apesar desta analise néo ter reveladtmefsignificativos d&fill e Ofil2, uma
ANOVA de duas vias adicional efetuada para cadaeumnacdo de alcool revelou um
efeito significativo deOfill para o consumo de alcool na concentragcdo de 10 %
(F1,3274,28; p<0,05). As ratas com alelos SHR (i.e., I&#)eram mais alcool do que as
ratas com alelos LEW (i.e., L4). Uma tendéncia s@mificativa na mesma direcéo foi

observada nas concentracdes de 5 e 20 %.
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Figura 13- (a) Consumo de &lcool forcado (ET 10 %; a es@)er@s animais tinham
acesso somente ao alcool na concentracdo de 10vygpbr dois dias consecutivos. (a)
Livre escolha de alcool 10 ¥& agua (ET 10%s agua,; a direita). Os animais tinham livre
escolha entre alcool 10 % e agua por 14 dias (@oblde dois dias). (b) Consumo de agua
vs. alcool em fungéo da concentragdo. Os animaisutinlivre escolha entre agua e alcool
nas concentracdes de 2,5, 5, 10 e 20 % (v/v) phas (2 dias em cada concentracdo). A
sequéncia das concentracoes foi baseada em esgoequadrado-latino. Os dados estéao
expressos como a quantidade de alcool em gramagipograma de peso corporal por dia
(g/kg/dia). * Diferenca significante em comparagioatos SHR (teste t de Student ou
ANOVA, p<0,05).° Indica efeito significante d@fill (ANOVA, p<0,05).° Indica efeito
significante ddOfil2 (ANOVA, p<0,05).
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5.3.5. Pressao arterial

O teste t de Student revelou que os ratos SHRexihaior presséo sistélica do que
os ratos LEW (289,9+6,8s 238,7+3,1 mmHg; t=7,799; p<0,001). O mesmo faerbado
para as fémeas, com ratas SHR hipertensas em aetagatas LEW (289,2+5,¥s
236,7+2,7 mmHg; t=9,097; p<0,001).

Osloci Ofill e Ofil2 ndo afetaram a presséao sistolica dos animais. ddadi/L7
(252,2+3,2 mmHg), L4/S7 (258,4+3,5 mmHg), S4/L7 72F4,1 mmHg) e S4/S7
(256,6+4,6 mmHg). Fémeas: L4/L7 (260,6+£4,2 mmHg)/ 97 (265,3+7,3 mmHg), S4/L7

(251,245,1 mmHQ) e S4/S7 (254,8+3,8 mmHg).

5.4. DISCUSSAQO

Os resultados deste estudo estdo de acordo cadosgirévios demonstrando que
ratos LEW exibem maiores niveis de comportamengtacionados a ansiedade do que
ratos SHR. Além disso, ratos SHR consumiram maiarge, quinino e alcool do que ratos
LEW no teste de auto-administracdo oral, confirnsarestudos prévios do nosso
laboratorio (Da Silva et al., 2004; Da Silva et aD05). O resultado mais importante do
presente estudo, entretanto, foi quieaus Ofill (Ramos et al., 1999), no cromossomo 4,
afetou significativamente a locomocéo na area akmtraversiva do campo aberto (uma
medida potencialmente ligada a ansiedade), bem @aemnsumo de alcool em ratas F3
derivadas de um intercruzamento entre as linhagevg e SHR. A locomoc&o em um

ambiente novo, mas menos desafiador, ndo foi afefamt estelocus Além disso,
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confirmando estudos prévios (Ramos et al., 199&)d3aet al., 1999), dsci Ofill e Ofil2

nao influenciaram a pressao sanguinea dos aniErmisonjunto, estes resultados sugerem
gue esta regido gendmica pode conter um ou massgarm efeitos simultaneos sobre
ansiedade e consumo de alcool em fémeas.

Em relacdo a influéncia dos QTIil1l e Ofil2, Ramos et al. (1999) encontraram
gue eles foram especificos para fémeas, um datée sdtamente significant©fill, LOD
score = 7,22) e 0 outro somente sugestWblZ, LOD score = 3,66) e eles tinham um
efeito especifico sobre a locomocédo central no caamgrto. Ainda naquele estudo prévio,
o efeito deOfill foi invertido em relacdo as linhagens parentais. (alelos LEW
promovendo mais ao invés de menos locomocdo cgnénraduanto quedfil2 agiu na
direcdo esperada (i.e. alelos LEW reduzindo o jra@s resultados do presente estudo
confirmam isso, pois mostram claramente que os @sicom dois alelos LEW e@fill
exibiram maior locomocgao central no campo abert@uae os animais com alelos SHR.
Este locus entretanto, ndo afetou a locomocao periféricacampo aberto nem a
locomogdo nas caixas de atividade, o que € congstom seu perfil especifico para
ansiedade. O efeito foi especifico para fémeasra paampo aberto, pois 0 tempo nos
bracos abertos do labirinto em cruz elevado, censitb como um bom indice de
ansiedade (Pellow et al., 1985), nao foi afetado.

Um dos aspectos mais intrigantes dos transtorecandiedade é a ocorréncia de
diferencas quantitativas e qualitativas draméatesgse homens e mulheres. Apesar do fato
de que os transtornos de ansiedade sdo mais pr@sém mulheres, a grande maioria dos
estudos animais envolvendo comportamentos relado@na ansiedade sdo conduzidos com
animais machos (Blanchard et al., 1995). Numerb#agteses tém sido propostas para

explicar estas diferencas entre sexos. Sabe-sexpoiplo, que a incidéncia de transtornos
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psiquiatricos é maior durante o periodo reproduti#e mulheres (Bebbington et al., 1998).
Em roedores, sabe-se também que os hormonios seassuem influéncia importante em
comportamentos relacionados a ansiedade, princgraénem fémeas (Palanza, 2001). Os
mecanismos biolégicos subjacentes as influénciamdmais sobre o comportamento sao
complexos e pouco compreendidos. Além disso, meecars genéticos, independentes de
acado hormonal, podem ativar diferenciacdo sexuatétebro e comportamento (Arnold,
1996). Como ja mencionado, o resultado salientéedestudo foi observado entre as
fémeas. Outros estudos sdo necessarios para esclagcausas do efeito especifico de
Ofil1 sobre o comportamento de fémeas.

H& um nuamero crescente de evidéncias para o éatud diferentes testes podem
acessar diferentes tipos de medo em roedores ganr@visdo Ramos & Mormede, 1998).
Portanto, os efeitos genéticos teste-especificoserobdos no presente estudo sao,
provavelmente, relacionados aos diferentes tipassttesse emocional que o campo aberto
e o labirinto em cruz elevado podem evocar nos aisim

O labirinto em cruz elevado é um modelo de ansiedp® € baseado na tendéncia
natural de roedores de se esquivarem de locas @ladbertos (Montgomery, 1955; Pellow
et al., 1985). A aproximacédo dos bracos aberto® @i seletivamente aumentada por
ansioliticos e diminuida por substancias ansiog&nienquanto que compostos que atuam
sobre o sistema de serotonina produzem resultaalidveis (Handley e McBlane, 1993;
Hogg, 1996; Pellow et al., 1985; Treit et al., 1093

O teste do campo aberto, por sua vez, foi origiratendesenvolvido como um teste
de emocionalidade (Hall, 1934) e é geralmente denstlo como um ambiente estressante
e causador de medo em roedores. Os animais mai®san” tendem a manter distancia da

parte central do campo aberto onde eles ndo poeetin as paredes (tigmotaxia). O efeito
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de drogas ansioliticas ndo tem sido universalmestiéicado neste teste (Angrini et al.,
1998; Fisher e Hughes, 1996), mas, como sugeridd®pg e Belzung (2003), o campo
aberto parece ser um bom modelo para testar bexzamdnicos classicos e agonistas 5-
HT1a, OS quais sdo efetivos no tratamento de transtodeoansiedade generalizada. Por
outro lado, o campo aberto ndo é sensivel a compgste sdo efetivos em transtornos de
ansiedade (alprazolam e inibidores seletivos daptacéo de serotonina) tais como panico,
transtorno obsessivo-compulsivo, fobias e transtata estresse pés-traumatico (Prut e
Belzung, 2003). Portanto, o teste do campo abeatecp modelar alguns aspectos de
transtornos de ansiedade generalizada e ansiedadmtoldgica.

Com relagdo a acédo invertida do lodD§ll, Ramos et al (1999) propuseram
algumas hip6teses. Resumidamente, é provavel gaelinhmgem com um determinado
fendtipo (e.g. baixos niveis de locomocao centoatampo aberto) possa carregar alelos de
alguns genes tendendo ao outro extremo (i.e. aontentocomocéo central). Entretanto, é
pouco provavel que um efeito fenotipico robusto @anproduzido po©fill, observado no
estudo de Ramos et al. (1999) e em nossos ressita€ia simplesmente contrabalancado
pela acdo oposta de varios outros QTLs. Uma hipdatess provavel seria a ocorréncia de
interacdes epistaticas com outras regides gendymeagual a presenca de alelos SHR em
outrosloci seria necessaria para a expressao dos alelos bE®@fiEl. De forma similar,
outros QTLs com acgéo oposta ao esperado tém sgiwiths para variaveis fisiologicas e
comportamentais (Jiang e Zeng, 1997), inclusiva p@romoc¢ao central no campo aberto
(Terenina-Rigaldie et al., 2003a). A hipétese deracdes epistéticas @dill com o locus
Ofil2, em relacdo a locomocao central no campo abeéim,énconfirmada pelos nossos
resultados, pois o efeito dfill foi independente deste segundo locus. Portante ped

sugerido que outro locus (ou outdosi) localizado(s) em alguma outra parte do genoma,
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apesar de nao ter(em) sido detectado(s) na anddis®TL realizada por Ramos e
colaboradores (1999), interaja(m) c@fill e resulte(m) no efeito invertido observado.

O locusOfill, em fémeas, também influenciou significativamemteonsumo de
alcool (10 %), em doses farmacologicamente relegafferraro et al., 1991; Weiss et al.,
1993), quando oferecido em livre escolha com agyzmossibilidade de que um Unico gene
em tal regido afete, através de mecanismos nelbglios comuns, comportamentos
relacionados a ansiedade e consumo de alcool résatmte e garante estudos adicionais.
Porém, o fato de um locus estar influenciando #aglstintos ndo significa
necessariamente que estes tracos estejam sobroleald(s) mesmo(s) gene(s), porque
genes localizados proximos (ou ligados) podem navduldiferentes tracos
independentemente. E importante enfatizar quetas mm alelos SHR ef@fill foram
“mais ansiosas” e consumiram mais alcool do queatss com alelos LEW neste locus,
estando, portanto, de acordo com a hip6tese dededie tensdo (Conger, 1956).

De forma interessante, um QTL ligado ao consumalct®l (5 %) em livre escolha
com agua em um intercruzamento entre as linhadagh ‘ethanol preferrings Wistar
Kyoto (Terenina-Rigaldie et al., 2003ab) e outrfluenciando consumo de alcool (10 %)
em livre escolha com agua (Carr et al., 1998) emntencruzamento entre as linhagens de
ratos “alcohol-preferring¥s. “alcohol-non-preferring” foram identificados ecldizados na
mesma regido, proximo @fill, no cromossomo 4. Recentemente, 0 gene-slaucleina,
modulador do sistema dopaminérgico, foi mapeadaeramossomo 4 do rato no pico de
um QTL para consumo de alcool (Liang et al 2003fr G al., 1998), sendo assim
considerado como um gene candidato para a prefar@o@lcool (Liang et al., 2003).

Para os machos, nenhum efeito clardOdiél ou Ofil2 foi encontrado. Entretanto,

uma interacao significativa entre estes dow foi encontrada. Este efeito epistatico foi
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observado para a frequiéncia de entradas nos Hesfeslos do labirinto em cruz elevado e
para o consumo de sacarina. A principio, estecefatlabirinto em cruz elevado poderia
ser atribuido a diferencas relacionadas a ansiedizdele que as linhagens nao diferiram
para locomogdo em um ambiente menos desafiadoaira de atividades. Entretanto, a
tentativa de distinguir comportamentos relacionadassiedade ou a locomocao neste teste
para 0os machos pode ser enganoso e os resultadas der interpretados com cautela.
Além disso, os ratos L4/L7 e S4/S7 foram um poueagsrsensiveis ao reforgo pela sacarina
do que as outras duas linhagens recombinantes #atlds demonstram a complexidade
da influéncia genética sobre tracos comportamergaiglvendo provavelmente interacées
gene-gene, gene-género e gene-ambiente.

Em concluséo, os resultados do presente estudond&am que o locu®fill
influencia um comportamento relacionado a ansie@agecifico e consumo de &lcool em
fémeas. Estes resultados apontam para duas piosglbs: 1) a presenca de dois (ou mais)
genes ligados controlando comportamento relacioradosiedade e consumo de alcool
independentemente, ou 2) um Unico gene afetanddtaimeamente ambos os tracos. Uma
interacdo entr®fill e Ofil2 também foi observada para alguns tragos, mas ar@oopitros,
demonstrando a complexidade da influéncia genétibae o comportamento e sugerindo

gue outrodoci, que permanecem nao identificados, interagem@bih.
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6. CAPITULO 2

Efeito genético na reatividade ao sobressalto aclust ico e inibicdo

comportamental.

6.1.INTRODUCAO

O transtorno de déficit de atencdo e hiperativid@BAH) € um transtorno
neuropsiquiatrico complexo que inclui aspectos amapnentais e cognitivos tais como
desatencdo e impulsividade/hiperatividade. Impidaidle € um traco de personalidade
caracterizado por baixa inibicAo comportamentale guode ser definida como: agir
repentinamente e sem planejamento para satisfazedesejo (Kreek et al., 2005). As
evidéncias sugerem a existéncia de prejuizos maegsos de controle cognitivo (Douglas,
1999) e baixa inibicdo comportamental em TDAH (Bayk1999). Estudos de familia, de
gémeos e uma associacdo de TDAH com o polimorfidenearios genes demonstram que
este transtorno heterogéneo tem um componenteigersétbstancial (Asherson, 2004;
Heiser et al., 2004). Apesar do fato de que o TDA#iagnosticado com mais frequiéncia
em meninos do que em meninas, existem evidéncia®rddrando que mais mulheres
sofrem deste transtorno do que homens na vidaaa(Rikderman et al., 1994).

Conforme descrito no capitulo anterior, os rat&8M. e SHR constituem uma
ferramenta para o estudo da ansiedade por apremsmantamportamentos contrastantes em

uma variedade de testes comportamentais de ansieBlattetanto, este contraste parece
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ser limitado a modelos baseados na tendéncia dia@mcao/esquiva como 0 campo

aberto, o labirinto em cruz elevado e a caixa @ascuro. Eles ndo diferem no teste de
ansiedade de interagdo social nem quando expostosla de predadores (Capitulo 3).

Neste contexto, € possivel que as diferencas cdampentais entre LEW e SHR sejam

relacionadas a processos de inibicdo comportameXgalpesquisa pré-clinica, além da
utilidade no estudo da ansiedade, a linhagem as BHR também é um dos modelos
animais de TDAH mais utilizados. Em comparacdo cseus controles normotensos

(Wistar-Kyoto) e com outras linhagens de ratogatss SHR exibem prejuizo em manter a
atencdo, hiperatividade em algumas situacfesuttihde em realizar tarefas operantes e
sdo avidos por novidades e por situacdes de rimomlelando assim varios aspectos
encontrados em pacientes com TDAH (Davids et @032Russell et al., 2005).

Mormede et al. (2002), utilizando uma abordagenselecdo genética baseada em
marcadores similar a do presente estudo, produztas linhagens de ratos com genaotipos
opostos com o objetivo de confirmar os QTLs enemlas por Ramos et al. (1999). A
linhagemHigh (equivalente a ratos L4/S7 no presente estud@saptava o gendtipo que
teoricamente aumentaria a locomocgao central no caaiperto e a linhagenhow
(equivalente a ratos S4/L7) apresentava o gendifmsto. Em caixas de atividade, a
linhagemLow foi mais ativa do que a linhagdtigh. O inverso foi visto no campo aberto,
mas a inibicdo da locomocgdo da linhagémw, comparada a linhagerhligh, foi
relacionada a aversividade do ambiente, maior ntrc&o que na periferia e maior com
forte iluminagdo do que com baixa iluminacdo. Bethicdo ndo foi atribuida ao “fator
classico de ansiedade” no labirinto em cruz eleypdis a atividade nos bracos abertos ndo
foi diferente entre as linhagens (Mormeéde et #1022 Capitulo 1). A linhagemdigh, que

apresentou maior locomogéo central no campo alemibém apresentou menor inibi¢céo
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comportamental quando avaliada no teste de initpe#m pré-pulso (Mormede et al 2002).
Portanto, osloci Ofill e Ofil2, previamente identificados como QTLs relacionados
ansiedade, também modularam processos de inibigagpartamental. Este estudo,
entretanto, ndo permitiu o conhecimento das infliggnespecificas defill e Ofil2, bem
como da sua interacdo, pois o efeito destes QTtiava@sombinado em apenas duas
linhagens.

O campo aberto foi desenvolvido originalmente camoteste de emocionalidade
(Hall, 1934) e é considerado como um ambiente &sirde e que gera medo nos animais.
Os animais mais “ansiosos” tendem a andar menicarenmhais distantes da parte central da
arena onde eles ndo podem fazer tigmotaxia. Alé&sodiem sido sugerido que a atividade
locomotora em tal arena inescapéavel reflete um ocompte reforcador da novidade (Bardo
et al., 1996). O teste de inibicdo pelo pré-pulsm,qual uma resposta de sobressalto
acustico é reduzida por um estimulo acustico préwié-pulso), é considerado como uma
medida operacional da transmissdo sensorio-motii@h( 1999), ou de inibigdo
comportamental. Alguns transtornos de comportamelescontrolado, como TDAH e
esquizofrenia, sdo associados a prejuizos em taspake inibicdo pelo pré-pulso
(Castellanos et al., 1996; Hawk et al., 2003; Sleercet al., 1994). A inibicdo pelo pré-
pulso também é reduzida com a administracdo deisigerdopaminérgicos e normalizada
com drogas antipsicoéticas (Swerdlow et al., 19%%fes efeitos tém sido interpretados
como resultado da modulagédo sensoério-motora @augdo da inibicdo comportamental)
em condicbes de comportamento exploratério aument&dtudos de neuroanatomia
indicam que as estruturas que contribuem nas respds inibicdo pelo pré-pulso incluem
0 nucleus accumbensipocampo, amigdala e cértex medial pré-frorBald€rdlow et al.,

2001), as quais também sdo sabidamente implical@sntrole de estados emocionais e
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motivacionais. Portanto, pode-se supor que os gguesnfluenciam o comportamento de
ratos no teste do campo aberto e as respostashignpelo pré-pulso sejam, ao menos
em parte, sobrepostos.

O objetivo deste experimento foi comparar, pelenpiia vez, os ratos LEW e SHR
de ambos os sexos no teste de sobressalto acusticaeste usado para o estudo da
ansiedade (Davis, 1998), no qual a atividade lo¢coramao constitui um fator de confuséo
e no teste de inibicdo pelo pré-pulso. O reflexaa@ressalto pode ser avaliado através do
reflexo do piscar de olhos em humanos e da conératuscular em animais de laboratério.
Manipula¢des que induzem ansiedade aumentam a tudgrde sobressalto e este efeito
pode ser bloqgueado com o uso de drogas ansiol{fzags, 1998). Adicionalmente, nds
objetivamos nesta etapa dissociar as respectiflagncias deOfill, Ofil2 e sua interagéo

nas respostas de sobressalto acustico e inibi¢dgpepulso.

6.2. MATERIAL E METODOS

6.2.1. Animais

Nesta segunda etapa foram utilizados ratos ad{dlbsemanas de idade) das quatro
linhagens recombinantes (F3) (n=11 e 14 para adj@am L4/L7; 5 e 5 para a linhagem
L4/S7; 8 e 5 para a linhagem S4/L7; 16 e 12 paiahagem S4/S7; machos e fémeas,
respectivamente). Grupos adicionais de ratos LEWnjhchos e 10 fémeas) e SHR (6

machos e 10 fémeas) com a mesma idade foram testadgcomitantemente. Todos 0s
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animais foram alojados em caixas coletivas com &joamidaad libitum e mantidos em

condi¢des padronizadas como descrito no Capitulo 1.

6.2.2. Reflexo de sobressalto acustico

O aparelho de sobressalto acustico (Imetronic, d@edsrance) consiste em um
cilindro de acrilico transparente (24 cm de dianjelocalizado em cima de uma placa
acoplada a um sensor (Figura 14). Este sensoligamdo a um computador que registra a
forca produzida pelo animal localizado em cima tea Todos os estimulos acusticos
foram apresentados por um alto-falante localiza8lb em acima da placa. Este aparelho de
sobressalto estava dentro de um compartimentoaotkmisnto sonoro. Os animais foram
colocados dentro do aparelho sob baixa iluminag@olx) e sob um ruido de fundo
continuo de 70 dB. Apds 5 min de ambientacdo dmanib0 estimulos acusticos (105 dB;
5 KHz; 40 ms) foram apresentados. Os intervaloseeas estimulos acusticos foram
fixados aleatoriamente entre 20 e 40 s. A amplitlelsobressalto foi medida durante 300
ms apos o inicio do estimulo acustico. Para cada aanédia de amplitude de sobressalto
de 10 estimulos acusticos foi calculada para ofé&ob (i.e. 50 estimulos acusticos no

total) e os resultados estdo expressos como médhdvie
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Figura 14- Aparelho para avaliar sobressalto acustico e iadbfelo pré-pulso.

6.2.3. Inibicdo pelo pré-pulso

Este teste foi conduzido uma semana ap6s o testebdessalto acustico no mesmo
aparelho, sob baixa iluminacdo (40 lux) e sob uidaule fundo continuo (70 dB). Apos
um periodo de ambientacédo (5 min), os animais faapostos a 10 estimulos acusticos
(105 dB; 5 KHz; 40 ms) com o objetivo de habituaramimais. Estes dados nao foram
explorados. Logo apds, um esquema de 4 condicdesedbzado: sem pré-pulso (10
estimulos de 105 dB), pré-pulso de 94 dB (10 e$tisnhu98 dB (10 estimulos) ou 102 dB
(20 estimulos). A duracdo do pré-pulso foi de 40 (fneqiéncia de 2 KHz). Estas
condi¢cbes foram apresentadas pseudo-aleatoriamaecéela 20 s. O intervalo de tempo
entre o fim do pré-pulso e o inicio do pulso foi ¥ ms. As analises foram realizadas
sobre a porcentagem de inibicdo em cada pré-palsalado pela seguinte formula: % de

inibicdo pelo pré-pulso = [100 - (100 vezes a atagé de sobressalto com o pré-pulso) /
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(sobressalto acustico pelo pulso somente)]. Osmmdras deste teste foram escolhidos com

base em experimentos preliminares.

6.2.4. Anélise estatistica

Todas as analises foram realizadas separadameaatenpahos e para fémeas. Para
comparar as linhagens puras LEW e SHR, os dadasgétude de sobressalto acustico e
inibicdo pelo pré-pulso foram analisados por ANCOYA duas vias (linhagem) para
medidas repetidas (5 blocos de 10 estimulos ao8stio teste de sobressalto ou
intensidade de pré-pulso no teste de inibicdo pedepulso). Para analisar especificamente
a influéncia dos gendtipos L ou S em cada QTL, bemo sua interacdo, uma ANCOVA
de trés vias (fatoredfill e Ofil2) para medidas repetidas foi realizada exclusivaeeom
os dados das 4 linhagens recombinantes. O pesorabdms animais foi incluido como co-
variavel em todas as analises, com o0 objetivo dmir@r a influéncia do peso nos
resultados comportamentais. O teste LSD foi utllizgpara as comparacoesst-ho¢
quando apropriado. O nivel de significancia aceitatodos os testes fok@,05. Os dados

estdo expressos nas figuras como média e EPM.
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6.3. RESULTADOS

6.3.1. Reflexo de sobressalto acustico

A Figura 16 (a) representa a amplitude de sobtessalstico. Para os machos, a
ANCOVA de duas vias para medidas repetidas (5 Bldeol0 estimulos acusticos) revelou
um efeito geral da linhagem sobre o reflexo de esdaito (f7,1374,68; p<0,05). Ratos
LEW exibiram maior amplitude de sobressalto do qaeatos SHR. Para as fémeas, a
ANCOVA revelou uma interagéo linhagera medida repetida (F7.=3,41; p<0,02) sobre
o reflexo de sobressalto. As analises subsequerdiEsram que as ratas LEW exibiram
maior reflexo de sobressalto do que as ratas SHR40Qoestimulos acusticos iniciais
(p<0,02), porém nos ultimos 10 estimulos acust@mshouve diferenca entre as linhagens.

A ANCOVA de trés vias revelou uma interacao sigmifiva entre osoci Ofill e
Ofil2 (Fu,3575,72; p<0,03) sobre a magnitude de sobressal&tiaciAs analisepost-hoc
indicaram que ratos S4/L7 exibiram maiores niveisabressalto acustico do que os ratos
S4/S7 (p<0,05). Para as fémeas, a ANCOVA de tigEs ngvelou um efeito significante da
medida repetida (Fi2874,51; p<0,003) e uma interagéo significar@déll vs Ofil2
(F1,31710,18; p<0,004), sendo que os ratos L4/S7 exibiraiores niveis de sobressalto

acustico do que os ratos L4/L7 (p<0,05).
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Figura 16- Amplitude de sobressalto acustico de ratos LEBH® (a), e F3 (b; de acordo

com a linhagem) de ambos os sexos. * Diferencaifeignte em relacdo a ratos SHR

(ANCOVA, p<0,05).® Diferenca significante em relacdo a ratos S4/S7diderenca

significante em relacao a ratas L4/L7 (InteraQéibl vs. Ofil2; ANCOVA seguida do teste

LSD, p<0,05).
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6.3.2. Inibicdo pelo pré-pulso

Os resultados de inibicdo pelo pré-pulso estdesaptados na Figura 17. Para os
machos, a ANCOVA de duas vias para medidas repefitdensidade do pré-pulso)
revelou um efeito geral da linhagem:(k=15,27; p<0,002) e da intensidade de pre-pulso
(F2,28718,90; p<0,0001). Os ratos LEW exibiram maiore®iside inibi¢céo pelo pré-pulso
do que os ratos SHR. Para as fémeas, uma inteliabagemvs intensidade de pré-pulso
(Fi2,3674,76; p<0,02) foi observada. As analigesst-hocindicaram que as ratas LEW
exibiram maiores niveis de inibicdo pelo pré-pulsoque as ratas SHR nas duas menores
intensidades de pré-pulso (94 e 98 dB; LSD, p<Q,001

Com relagéo ao efeito ddsci Ofill e Ofil2 em machos, a ANCOVA de trés vias
para medidas repetidas revelou somente um efghifisante da intensidade de pré-pulso
(F2,72747,28; p<0,0001), com os niveis de inibicdo auarehd em funcédo da intensidade
de pré-pulso. Para as fémeas, a ANCOVA de tréspaes medidas repetidas revelou uma
interagédo significanteOfil2 vs intensidade de pré-pulso {&j=6,02; p<0,004). Uma
ANCOVA de duas vias adicional realizada separadéenpara cada intensidade de pré-
pulso revelou um efeito geral @Hil2 nas intensidades de pré-pulso de 94 dBs(E4,16;
p<0,05) e 98 dB (f31577,51; p<0,02). Os animais com alelos SHR (i.e. &dpiram
menores niveis de inibicdo pelo pré-pulso em relagds animais com alelos LEW (i.e.

L7).
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Figura 17 - Porcentagem de inibicdo pelo pré-pulso de a4 e SHR (a), e F3 (b; de
acordo com a linhagem) de ambos os sexos. As asdbsam feitas sobre a porcentagem
de inibicdo pelo pré-pulso, calculado pela seguidteula: Porcentagem de inibicao pelo
pré-pulso = [100 - (100 vezes a amplitude do sshis ao estimulo com pré-pulso) /
(amplitude do sobressalto ao estimulo acusticopuéso)]. * Diferenca significativa em
comparacgdo a ratos SHR (ANCOVA, p<0,0%)Efeito significante deDfil2 (ANCOVA,
p<0,05).
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6.4. DISCUSSAQO

Os presentes resultados do reflexo de sobressalsti@ estdo de acordo com o0s
estudos prévios utilizando outros testes de andge@ger Capitulo 1), indicando que ratos
SHR exibem menor reatividade emocional do que tos lzEW. Além disso, os ratos SHR
exibiram menor inibicho comportamental do que r&fB8V quando testados no teste de
inibicdo pelo pré-pulso. O loc@fil2 no cromossomo 7 afetou significativamente os givei
de inibicao pelo pré-pulso em fémeas F3, sem abstaiveis de sobressalto acustico.

O reflexo de sobressalto, que é uma rapida comdrata musculatura corporal
induzida por um estimulo acustico intenso e inesfieré frequentemente utilizado para o
estudo da neurobiologia da ansiedade (Davis etl888; Koch, 1998). A resposta de
sobressalto acustico € mediada por um circuitoamalirelativamente simples localizado
no tronco cerebral. No entanto, esta via primételbe projecdes de estruturas cerebrais
superiores sabidamente implicadas no controle dgodamentos defensivos (Davis et al.,
1998; Koch, 1998). De acordo com estas observagi@epresente estudo, os ratos LEW
(considerados mais “ansiosos”) exibiram maior am@é de sobressalto acustico em
comparacao aos ratos SHR (menos “ansiosos”). Oestglos também relataram uma
menor reatividade ao sobressalto acustico em &b em comparacéo a outras linhagens
de ratos (Hard et al., 1985; van den Buuse, 204hteressante notar que enquanto as
ratas LEW demonstraram habituacéo para as respiestsbressalto ao longo da sesséo de
50 estimulos acusticos, as ratas SHR nao se hauaA habituacdo de curto prazo
também €& prejudicada em alguns transtornos psigaigt Por exemplo, tem sido

demonstrado que pacientes esquizofrénicos apresgmigiuizos tanto em respostas de

61



Capitulo 2

inibicdo pelo pré-pulso, quanto em habituacéo flexe de sobressalto (Braff et al., 1992).
Além disso, foi observado que a magnitude de sebltesacustico foi mais elevada em
criancas com histéria parental de transtorno déeedade, enquanto que a habituacdo do
sobressalto e inibicdo pelo pré-pulso estava piegdd em criangcas com historia parental
de alcoolismo (Grillon et al., 1997). Curiosamemt#ps SHR exibem menores niveis de
comportamentos relacionados a ansiedade e maisuigcunde alcool do que ratos LEW
(Capitulo 1).

No teste de inibicdo pelo pré-pulso, a magnitudealeessalto € reduzida quando
um estimulo acustico é precedido por um pré-pujgmoeisso, é considerado como uma
medida operacional de transmissdo sensoério-mokaveh( 1999). E importante ressaltar
que prejuizos em respostas de inibicdo pelo pseméo frequentemente associados como
esquizofrenia e TDAH (Castellanos et al., 1996; Katval., 2003; Swerdlow et al., 1994).
No presente estudo, foi encontrado que os ratos, SiHRmodelo animal de TDAH,
exibiram menores niveis de inibicdo pelo pré-pueoque os ratos LEW, demonstrando
assim que os processos de inibicdo comportameiahsnos eficientes em ratos SHR. No
entanto, outros estudos relataram que os ratos SétRparados a ratos Wistar-Kyoto ou
Sprague-Dawley, ndo exibiram prejuizos em respatasiibicdo pelo pré-pulso. Estes
achados, associados aos presentes resultadoseraugee os ratos LEW podem exibir
niveis elevados de inibicdo comportamental em coagda, ndo s6 com SHRs, mas
também com outras linhagens. De qualquer formayndraste comportamental para este
traco entre ratos LEW e SHR constitui ferramenia para o estudo dos mecanismos
genéticos subjacentes a transmissdo sensoério-mdersnuma comparacdo direta entre

estas linhagens foi realizada previamente.
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E preciso enfatizar que, em estudos publicadogeratlira, os ratos SHR exibiram
niveis similares de sobressalto acustico e deci@dbpelo pré-pulso em resposta tanto a
estimulos acusticos como téteis (jato de ar sokspd (Palmer et al., 2000). Isto sugere
que as diferencas comportamentais entre LEW e Sb#iereadas no presente estudo sao
mais provavelmente decorrentes de diferencas messrde sobressalto acustico e inibicdo
pelo pré-pulso do que de diferencas de acuidadiéveuddlém disso, é geralmente aceito
que sobressalto acustico e inibicdo pelo pré-psdgovariaveis independentes e que estdo
sob controle genético distinto (Crawley et al., 2;%och, 1999).

Em relagédo a influéncia ddeci Ofill e Ofil2, Morméde e colaboradores (2002)
confirmaram o envolvimento destiegi sobre respostas comportamentais produzindo duas
linhagens de ratos com o gendétipo oposto il e Ofil2. Foi encontrado que a linhagem
Low (correspondendo a ratos S4/L7 no presente estoidmenos ativa do que a linhagem
High (correspondendo a ratos L4/S7) no centro do caabpdo. A linhageniigh também
apresentou prejuizo nas respostas de inibicdogrélpulso, sugerindo quefill e Ofil2,
previamente descritos como sendo relacionados #&daae, foram adicionalmente
envolvidos em um traco de inibicdo comportamentauele estudo, entretanto, nao
permitiu dissociar os efeitos respectivos destds ldoi sobre respostas relacionadas a
ansiedade e inibicdo comportamental porque os osfeite Ofill e Ofil2 estavam
combinados em apenas duas linhagens.

Conforme descrito no capitulo 1, foi encontrado @fi€l, mas naddfil2, afetou a
locomocgéo central de fémeas no campo aberto. Negtanda etapa, ficou evidenciado que
Ofil2 modula inibigdo comportamental em fémeas. As redms alelos LEW neste locus
exibiram maior inibi¢cdo pelo pré-pulso do que dagaom alelos SHR. Portanto, pode-se

concluir agora que os efeitos observados por Moem&dcolaboradores (2002) sobre
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respostas de inibicdo comportamental havia siddyazido porOfil2 e ndoOfill. Estes
resultados sugerem ainda que a locomocao centrasted do campo aberto e respostas de
inibicdo do sobressalto acustico pelo pré-pulsots#s geneticamente dissociados, pelo
menos neste modelo genético. E importante enfatipar as respostas de sobressalto
acustico ndo foram afetadas pofil2. Além disso, os efeitos genéticos nas respostas de
inibicao pelo pré-pulso observadas, foram condistecom o perfil das linhagens parentais,
I.e. alelos SHR reduzindo o tracgo e alelos LEW autaredo o traco.

Até o presente momento, somente um estudo identif@TLs para inibicdo pelo
pré-pulso em ratos. Um QTL significante no cromasso2 e outro sugestivo no
cromossomo 18 foram encontrados para respostasiliiedp pelo pré-pulso em ratos
(Palmer et al., 2003). O presente estudo contdbm informacé&o adicional relatando um
QTL especifico para fémeas no cromossomo 7 do Eato.camundongos, varios QTLs
especificos para respostas de inibicdo pelo pssgoram identificados nos cromossomos
3,5, 7 e 16 (Joober et al., no prelo). Mais rezrente, (Petryshen et al., 2005) relataram
dois QTLs no cromossomo 16 do camundongo afetamilnicio pelo pré-pulso.
Finalmente, uma interacdo enttdill e Ofil2 (i.e. efeito epistatico) foi encontrada para
respostas de sobressalto acustico. Os ratos L4/S4/le/ exibiram maior sobressalto
acustico do que os ratos L4/L7 e S4/S7.

Em concluséo, nesta etapa do presente estudo,catémpia de fatores genéticos e
sexuais sobre respostas comportamentais foi cad@mAs linhagens de ratos LEW e
SHR, além da utilidade para o estudo de comportarserelacionados a ansiedade,
também parecem apropriados para estudar mecangegmogicdo comportamental. Além

disso, foi identificado um QTL especifico para fé&meno cromossomo 7 que modula
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inibicdo pelo pré-pulso, um tragco neuro-comportaeancontrado em pacientes com

TDAH (e outros transtornos psiquiatricos).
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7. CAPITULO 3

Efeito genético na analgesia e liberacdo de cortico  sterona induzidas pela

exposicao de ratos ao odor de um predador.

7.1.INTRODUCAO

A exposicao de animais, incluindo humanos, a egengiressantes pode induzir
uma ampla variedade de respostas fisioldégicas @axdamentais. Por exemplo, o estresse
pode ativar sistemas analgésicos endoégenos (Leéwls €980), produzindo um fendmeno
chamado de “analgesia induzida pelo estresse”. Jidm sugerido que este fenbmeno é
parte do sistema defensivo dos animais e que padmadulado pelo medo e ansiedade
(Harris, 1996). Um grande numero de evidéncias @ap@ara o fato de que fatores
genéticos tém um envolvimento substancial sobrenalgasia induzida pelo estresse
(Mogil, 1999) e sobre a funcéo do eixo HPA (Mormedtial., 2002a), o mediador primario
das respostas neuroenddcrinas induzidas pelo sstfBslye, 1936). Entretanto, os genes
envolvidos permanecem desconhecidos.

As linhagens de ratos LEW e SHR exibem altos edsamiveis de ansiedade
experimental, respectivamente (Capitulos 1). Aléssd ratos LEW, quando submetidos a
estresse social repetido, exibem respostas compamtais mais severas e de maior
duracao, tais como perda de peso corporal, hippfagifeito do tipo ansiogénico, do que
ratos SHR (Berton et al 1998). Nés relatamos receente que 3 min de estresse da

natacdo induzem analgesia em ratos machos LEW &@anWieas ndo em ratos SHR. O
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mesmo estresse, entretanto, induziu analgesia emak das trés linhagens de ratos
(Vendruscolo et al., 2004), sugerindo a existédeiaiferencas sexuais e genéticas sobre a
reatividade ao estresse. Por outro lado, existeléroias mostrando que ratos LEW
tendem a exibir menor liberacdo de corticosteraral{ipoatividade do eixo HPA) (Duclos

et al., 2001; Gomez et al., 1998) do que outrdmljens de ratos. Além disso, ratos LEW e
SHR nao diferem no teste de interacdo social (Raetoal., 1997). Estas evidéncias
sugerem que este par de linhagens exibe respadstagas em relacdo a reatividade ao
estresse. Nao se sabe, entretanto, se ratos LERalfferem em relacdo a outros tipos de
estimulos emocionais, tais como a presenca dedadpredadores.

Recentemente, um QTL no cromossomo 4, proxinfid, controlando niveis de
corticosterona em ratos, foi identificado (Potertal., 2004). Estas evidéncias sugerem
gue esta regido gendmica pode conter genes cardmlado somente comportamentos
relacionados a ansiedade e consumo de alcool, analséin reatividade fisiolégica ao
estresse.

Portanto, considerando que os niveis de ansiedadienp modular o impacto do
estresse sobre individuos (Hard et al., 1985),jetiob deste capitulo foi comparar ratos
LEW e SHR de ambos os sexos em relagdo a analgedieracédo de corticosterona
induzidas pelo estresse do odor de um predadom Aléso, a possivel influéncia dogi
Ofill e Ofil2 sobre estas respostas foi verificada. Para estpogta, a sensibilidade
nociceptiva e o0s niveis de corticosterona antesepoid da exposicdo a 2,4,5-
trimetiltiazolina (TMT), um componente das fezesrdposa, foi avaliada. Um teste com
odor de predador foi escolhido nesta etapa, posabe que a exposicdo ao odor de um
predador, ou mesmo ao predador, induz uma varied@adeacdes de defesa em roedores,

mesmo que ele nunca tenha tido contato com o adordacoes inatas).
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7.2. MATERIAL E METODOS

7.2.1. Animais

Nesta terceira etapa foram utilizados ratos ad(itdsemanas de idade) das quatro
linhagens recombinantes (F3) (n=7 e 10 para admmal4/L7; 5 e 4 para a linhagem
L4/S7; 9 e 10 para a linhagem S4/L7; 9 e 9 parmlteagjem S4/S7; machos e fémeas,
respectivamente). Grupos adicionais de ratos LEWnjhchos e 9 fémeas) e SHR (10
machos e 8 fémeas) com a mesma idade foram testatgsmitantemente. Todos os
animais foram alojados em caixas coletivas com &joamidaad libitum e mantidos em

condicOes padronizadas como descrito no Capitulo 1.

7.2.2. Medida de corticosterona plasmatica

As amostras de sangue (1@ foram coletadas através de uma rapida incis& no
vasos da ponta da cauda dos ratos dentro de 3®anéstras foram coletadas no periodo
da manha (entre 8:00 h e 9:00 h) e no fim de tgdige 17:00 h e 18:00 h) para estimar os
niveis de corticosterona basal. O sangue foi adbdetan tubos plasticos, resfriados e
revestidos com uma solucao de EDTA a 10 %. Apdsitemacao (4500 g, 15 min, 4°C), o
plasma foi entdo armazenado a -80°C para postanélise de corticosterona. Como
previamente descrito (Dias Soares et al., 2003),cawxentracbes de corticosterona
plasmatica foram determinadas por ensaio competites unido especificdiading) apos

extracdo com alcool absoluto. Corticosterona tlii§’H]-corticosterona; 76,5 Ci/mmol;
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NEN Life Science, Paris, Franga) foi utilizada coradio-ligante e a proteina transcortina

(CBG), proveniente de plasma de macdmesus foi utilizada como sitio de ligagéao.

7.2.3. Teste de nocicepgao

O teste da placa quente foi utilizado de acordo cmsnmétodos descritos
previamente (Vendruscolo et al., 2004). A placanteigUgo Basile, model-DS37) foi
mantida a 52,2 = 0,5°C. Os animais foram colocaaise a placa quente, circundada por
um cilindro de acrilico (24 cm de diametro) e o pengasto pelo animal para lamber ou
agitar vigorosamente a pata traseira, ou pularu@ aporresse primeiro) foi registrado e
utilizado como indice de nocicepgdo. Um tempo déedput-off) de 45 s foi imposto para
que 0s animais que néo exibissem um dos paranddro®cicepcao fossem retirados da

placa para prevenir queimaduras.

7.2.4. Exposigao ao odor de raposa (TMT)

Este procedimento foi iniciado uma semana apdés latacade sangue para
determinacdo de corticosterona basal, com o0s mesanoeais. Apos avaliacdo do
comportamento nociceptivo basal na placa quente, aosnais foram colocados
individualmente em caixas plasticas transparerges (serragem) contendo uma pequena
peca de papel filtro (dentro de uma tampa plaseoahebida com 2&l de 2,5-dihidro-
2,4,5-trimetiltiazolina (TMT, Phero Tech Inc., Vauver, BC, Canada) localizada em um
dos cantos da caixa plastica. A quantidade de TMdomdicdes de exposicdo foram

baseadas em estudos prévios (Dias Soares et @B). 20 sala de exposi¢cdo ao odor era
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ventilada sob pressao negativa em relacdo ao corpada evitar a disseminagao do odor
para outras areas. Apos 10 min de exposi¢cdo ao Dsl&nimais foram removidos da sala
e testados novamente na placa quente em uma jatzre. Os ratos machos e fémeas
foram testados em dias alternados entre 8:00 h:@0 112 Medidas adequadas foram
tomadas para evitar dor e desconforto aos aniaite minutos apds o fim da exposicéo
ao TMT, amostras de sangue foram coletadas pamagish dos niveis de corticosterona

plasmatica pos-estresse (Figura 18).

1semana 20 min
—_—
v v
. Manha: 89 h 52,2 +0,5°C 52,2+ 0,5°C
Fim de tarde: 1718 h ODOR DE RAPOSA Pos estrasse

Figura 18 Esquema ilustrando os procedimentos da realizdgaxperimento.

7.2.5. Analise estatistica

As analises foram realizadas separadamente paraosa@ fémeas. Para comparar
as linhagens LEW e SHR, os dados do teste com odmdMT foram analisados por
ANOVA de duas vias (linhagem) para medidas repst{dacicepcéo basal e pds-estresse;
ou niveis basais e pos-estresse de corticoste@ai@.analisar especificamente a influéncia
dos gendtipos L ou S em cada QTL, bem como sueagéie, uma ANOVA de trés vias
(fatoresOfill e Ofil2) para medidas repetidas foi realizada exclusivéeneom os dados
das 4 linhagens recombinantes. Nestes animaispraéocia de analgesia foi determinada

pelo teste t de Student comparando a laténcia masigepcao basal e pds-estresse para
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cada linhagem. O teste LSD foi utilizado para asnmaracdespost-ho¢ quando
apropriado. O nivel de significancia aceita em $ods testes foi4f),05. Os dados estdo

expressos nas figuras como média e EPM.

7.3. RESULTADOS

7.3.1. Reatividade nociceptiva basal e ap0s exposic  do ao TMT

A Figura 19 ilustra os resultados da laténcia reptiva basal e pds-estresse obtidos
em ratos LEW e SHR (a), e F3 (b; de acordo comtafiem) de ambos os sexos. Para os
machos, a ANOVA de duas vias para medidas repefiesal e pds-estresse) revelou um
efeito geral da linhagem ¢Fg=46,17; p<0,0001) e da medida repetida {§=29,84;
p<0,0001). Como esperado, os ratos SHR exibiranomiaiéncia nociceptiva basal em
relacdo aos ratos LEW. A exposicdo dos ratos aog ddoTMT induziu significante
analgesia (i.e. aumento da laténcia nociceptivapemato aos niveis basais) para ambas as
linhagens. Para as fémeas, a ANOVA também reveloueteito geral da linhagem
(F1,15745,93; p<0,0001) e da medida repetida {§=20,68; p<0,0004), sendo que as ratas
SHR exibiram maior laténcia nociceptiva basal elacéo as ratas LEW e o TMT induziu
analgesia significativa nas duas linhagens.

A ANOVA de trés vias para medidas repetidas revelma interacao significante
Ofill vs medida repetida (F26=21,60; p<0,0001) para os machos. Uma ANOVA de duas
vias adicional realizada separadamente para cadalangasal e pos-estresse) revelou que

os ratos com alelos LEW e@fill exibiram maior analgesia induzida pelo TMT do qse
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ratos com alelos SHR @F6=15,00; p<0,0008). A laténcia nociceptiva basatretanto,

nao foi afetada poOfill ou Ofil2. Mais especificamente, a exposi¢cdo ao TMT induziu

analgesia em ratos L4/L7 (t=-7,79; p<0,0003) e Z4tS-5,4; p<0,006), mas ndo em ratos

S4/L7 e S4/S7 em comparagdo com suas respectis@ailes nociceptivas basais. Em

relacdo as fémeas, deci Ofill e Ofil2 ndo influenciaram nenhum dos parédmetros

analisados.

(a)
MACHOS

Laténcia (s)

Basal Pés-estresse
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T
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o |0
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P |
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Figura 19- Laténcia (s) para nocicepcao basal e pos-estdessstos LEW e SHR (a), e F3

(b; de acordo com a linhagem) de ambos os sexosat@sforam testados na placa quente

(52,2 £ 0,5°C) imediatamente antes (Basal) e aPds-éstresse) exposicao de 10 min ao

odor de raposa, TMT. Diferenca significante em comparacéo & laténciceptiva basal
(ANOVA, p<0,05).° Efeito significante d©fill (ANOVA, p<0,05).
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7.3.2. Niveis plasmaticos de corticosterona basal e pés-estresse

Os resultados dos niveis plasméticos de corticosiebasal (pela manha e fim de
tarde) e pbs-estresse de ratos LEW e SHR (a), )F8stéo ilustrados na Figura 20. A
ANOVA de duas vias revelou somente um efeito sigaifte da medida repetida
(F2.367134,36; p<0,0001). As compara¢qesst-hocindicaram a seguinte ordem para 0s
niveis de corticosterona: manha<fim de tarde<p@esse (pelo menos p<0,0004 para cada
comparacao). O mesmo perfil de resposta foi obderpara as fémeas: efeito significante
do fator repeti¢éo (k30~=37,00; p<0,0001; manhé<fim de tarde<pods-estrgzde; menos
p<0,0004).

A ANOVA de trés vias revelou um efeito geral @&l1 (F1,26=5,38; p<0,04) para
os machos. Os animais com alelos LEW &ifill exibiram menores niveis de
corticosterona do que os animais com alelos SHEe hesus. Uma interagcdo eni@dill e
Ofil2 também foi observada (ks=5,38; p<0,03). As andlisgmst-hocindicaram que os
ratos S4/S7 exibiram maiores niveis de corticoeterdo que as outras trés linhagens
(p<0,05). Alem disso, a ANOVA revelou um efeito aeedida repetida (ks.~188,86;
p<0,0001; manha<fim de tarde<pds-estresse; p<0M8nhum efeito significativo foi
detectado pardfill e Ofil2 em fémeas. Somente um efeito da medida repetida foi

observado (fz557108,26; p<0,0001; manh&<fim de tarde<pds-estressk)001).
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Figura 20- Niveis plasméticos de corticosterona basal (ma8t@-9:00 h; fim de tarde,
17:00-18:00 h) e pos-estresse (20 min apos 10 miexdosicdo ao TMT) de ratos LEW e
SHR (a), e F3 (b; de acordo com a linhagerb)jiferenca significante em relacéo aos niveis
basais (ANOVA, p<0,05). # Diferenca significante e@elacdo aos niveis basais de
corticosterona avaliados no periodo da manhd (ANQ¥guida do teste LSD, p<0,05).
Diferenca significante em relacdo as outras trésajens (ANOVA seguida do teste LSD,
p<0,05). @ Efeito geral deOfill (ANOVA, p<0,05).
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7.4. DISCUSSAO

Considerando-se que a ansiedade é um traco mudiidional, estudos aplicando
testes comportamentais multiplos em grupos de asig@m genodtipos bem definidos
podem ser Uteis para investigar se diferentes rasdekperimentais (ou diferentes
condicbes de teste) acessam ou ndo o mesmo fendpsewogico (ver para revisao
Ramos e Mormede, 1998). No presente estudo, os &/ e SHR, contrastantes em uma
variedade de testes comportamentais de ansiedagét{® 1), foram submetidos a um
teste com odor de raposa, o qual tem sido sugeddw modelo de fobia inata. Os ratos
LEW e SHR de ambos os sexos exibiram niveis sigslde analgesia e de corticosterona
induzidos pela exposicdo ao odor de raposa. Aléssodiosloci Ofill e Ofil2, que
modulam comportamentos relacionados a ansiedadéregas (Capitulo 1), ndo afetaram
a analgesia nem os niveis de corticosterona indsize¢lo TMT em fémeas. Em machos,
entretanto, o locu®fill afetou significativamente a analgesia induzida @sitresse e os
niveis de corticosterona. Estes dados representgnimeira identificacdo de um QTL
afetando respostas comportamentais e neuroend®anithazidas por odor de predador em
ratos.

Um numero crescente de evidéncias sugere que @siedp ao TMT induz uma
variedade de alteracOes fisioldgicas e comportaargerim ratos (Fendt et al., 2005), que
tém sido interpretadas como indicativas de avers@olo e/ou ansiedade. Por exemplo, a
exposicdo ao TMT induz postura de congelamento |A6&al e Rosen, 2000),
comportamento de esquiva (McGregor et al., 200&)sd@io condicionada de sabor (Myers

e Rinaman, 2005), potencializacdo de respostasolleessalto acustico, inibicdo de

75



Capitulo 3

comportamento apetitivo (Endres et al., 2005), gamh (King et al., 2005; Walf e Frye,
2003) e liberacdo de corticosterona em ratos (WalaRosen, 2000). Tem sido relatado
também que a exposicdo ao TMT aumenta a expresséd-ds em varias regiées cerebrais
sabidamente implicadas no controle de comportaraat@fensivos, bem como na atividade
do eixo HPA (Day et al., 2004; Myers e Rinaman,2@Endres et al., 2005). As evidéncias
em conjunto sugerem que a exposicdo ao TMT indsgostas relacionadas ao estresse,
particularmente quando apresentadas em um espagimactm (como as condigbes
utilizadas neste experimento), onde seu efeitovoogéo pode ser esquivado. Desde que
processos motivacionais, como a ansiedade, tént ipgpartante na reatividade ao estresse
(Harris, 1996), poderia se esperar que linhagens ra®s contrastantes para
comportamentos relacionados a ansiedade respomdeiéaforma diferenciada quando
submetidas ao odor de predadores.

Os ratos LEW e SHR, que exibem altos e baixos sidel comportamentos
relacionados a ansiedade (Capitulo 1), respectivBandemonstraram aumento da laténcia
para nocicepcdo na placa quente (i.e. analgesiiohal pelo estresse) e dos niveis de
corticosterona plasmatica apés exposicdo ao TMiVa@#o do eixo HPA). Estes dados
corroboram a hipétese de que o TMT causa averdiiesta e inata em ratos. Entretanto,
nenhuma diferenca entre as linhagens foi obserpada as medidas avaliadas, além do
bem conhecido fenétipo hipoalgésico dos ratos SHRIlaca quente (Vendruscolo et al.,
2004). Estes achados sugerem que as diferenca®naldas a ansiedade, observadas entre
os ratos LEW e SHR, ndo modulam as respostas ctempamtais e fisiolégicas ao estresse
do odor de um predador.

Foi observado que o0s niveis basais de corticosidaram maiores no fim de tarde

do que no periodo da manha (independente dos daiateagem e sexo), confirmando a
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influéncia do ritmo circadiano normal sobre a aade do eixo HPA nestes ratos. De
acordo com estudos prévios (Duclos et al., 2004 hiveis de corticosterona no inicio da
fase clara (pela manhd) ndo foram diferentes exstdinhagens LEW e SHR. Porém, um
resultado inesperado encontrado no presente ekiudae os ratos LEW e SHR também

ndo diferiram em relagdo aos niveis de corticostemmedidos no fim de tarde e apds a
exposicao ao estresse do TMT. Alguns estudos suggue os ratos LEW exibem variacao
circadiana minima nos niveis de corticosteronaz(@it al., 1995) e que eles tém o eixo
HPA hiporesponsivo em algumas situacdes (Gomek,et998; Duclos et al., 2001) em

comparacao aos ratos SHR. Além disso, muitos estodistram esta hiporesponsividade
do eixo HPA em ratos LEW em comparacéo a ratoeF3#4 (Kosten e Ambrosio, 2002).

Por outro lado, outros estudos relataram que os tE#W e SHR nao diferiram entre si em
algumas condicdes de estresse (Gomez et al., B¥%n et al., 1998; Duclos et al.,

2001). A discordancia entre resultados pode seortte de diferencas no contexto
experimental empregado nos diferentes estudos. Re$so conhecimento, nenhuma
comparacao direta entre ratos LEW e SHR com relagdo niveis de corticosterona
medidos no fim de tarde e apds exposicdo ao estdssTMT havia sido realizada

previamente.

Embora um grande nimero de estudos sugira que o iz comportamentos
defensivos em roedores, alguns outros estudos amwostresultados contraditérios
(Blanchard et al., 2003; McGregor et al., 2002). Gviegor e colaboradores (2002)
relataram que ratos exibiram esquiva tanto do deéagato como do TMT, mas somente o
odor de gato induziu um aumento no comportamentiugie e um aumento na ansiedade
avaliada no labirinto em cruz elevado. O tratamdatmacolégico com midazolam, uma

droga ansiolitica, reduziu a esquiva em relacdodmy de gato, mas aumentou a esquiva
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em relacdo ao TMT (McGregor et al., 2002). Estedaugerem que o TMT pode induzir
um conjunto mais restrito de alteragcbes comportéarerdo que o odor de gato. No
entanto, um estudo realizado no laboratério de tgenélo comportamento da UFSC,
utilizando um teste classico de odor de gato (Mg@Greet al., 2002) e outras sub-
populacdes de ratos LEW e SHR, também néo revefetedcgas significativas entre as
respostas comportamentais destas linhagens (da@ogublicados). Em conjunto, estes
resultados, apesar de ndo evidenciarem diferemgees a&s linhagens testadas, sugerem que
o teste com TMT e odor de gato sdo modelos int@néss para o estudo da ansiedade, mas
uma ampla avaliacdo sera necessaria para esclarsiggrificado bioldgico destes modelos
nestas duas linhagens de ratos.

Os presentes resultados ainda sugerem que estetesi@s (TMT e odor de gato)
nao avaliam o mesmo tipo de “ansiedade” que otsises nos quais estas linhagens foram
caracterizadas previamente, uma hipbétese que eastéacdrdo com outros estudos
(Dielenberg e McGregor, 2001). Estudos farmacoligjidemonstraram que drogas
ansioliticas (e.g. benzodiazepinicos), que saavafeem modelos classicos de ansiedade
generalizada (e.g. labirinto em cruz elevado), @@®nuam as respostas de defesa
produzidas pelo TMT (McGregor et al.,, 2002; Blancdhat a., 2003), sugerindo que 0s
testes com odor de predador podem modelar algyrectas de ansiedade fébica. Até
agora, nenhum estudo abrangente investigando to efei drogas ansioliticas sobre as
respostas comportamentais de medo induzido por fovdonduzido.

O locusOfill afetou significativamente as respostas comporttaisea endocrinas
induzidas pelo odor do TMT. A exposi¢cdo ao TMT inmduum aumento significativo nos
niveis de corticosterona, mas ndo induziu analgasid&meas F3. As evidéncias sugerem

gue a analgesia induzida pelo estresse é menosruiada em fémeas do que em machos
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(Romero et al., 1988). Estes resultados corrobosaripétese de que as respostas
comportamentais e neuroenddcrinas induzidas pelr o predadores podem ser
dissociadas (File et al., 1993a). Pode ser sugeqgde as fémeas das linhagens
recombinantes sejam menos sensiveis a analgesizidadoelo TMT do que as fémeas das
linhagens puras. O fato d@fill ndo modular os efeitos do TMT em fémeas proporciona
evidéncia adicional de que o campo aberto e osstestim odor de predador provavelmente
refletem diferentes aspectos “psicologicos”.

Em machosQOfill afetou significativamente a analgesia induzida pgVIT e os
niveis de corticosterona (no fim de tarde e apdssiwesse do TMT). Estes achados
representam a primeira evidéncia de um QTL modualamdpostas comportamentais e
neuroenddcrinas induzidas pelo estresse do odpredador em roedores. Os animais com
alelos LEW emOfill mostraram maiores niveis de analgesia induzida pMT, sem
afetar os niveis basais de nocicepc¢do, em commaesgs animais com alelos SHR. Em
contrapartidaOfill afetou os niveis de corticosterona no periodoimode tarde e apos
exposi¢do ao TMT, mas com os animais com alelos &HRfill aumentando os niveis de
corticosterona. De forma interessante, um estudente relatou um QTL controlando os
niveis de corticosterona no fim de tarde (Potemzd. £2004) localizado aproximadamente
na mesma regido qu&fill, no cromossomo 4, em um intercruzamento entre &YW e
Fischer 344. Portanto, esta regido gendmica podéerca@enes controlando respostas
comportamentais e enddcrinas potencialmente ligaolastresse.

Em concluséo, as diferengas comportamentais e erddorinas esperadas entre as
linhagens LEW e SHR, que diferem em modelos clésgie ansiedade generalizada, ndo
foram encontradas nos testes com odor de predatfon disso, a auséncia de efeito dos

loci Ofil1 e Ofil2 em fémeas reforga a idéia de que o comportamead@do no teste do
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campo aberto é geneticamente dissociado da resd&idomportamental e neuroendécrina
induzida pela exposi¢cédo ao odor de um predadoroitoo lado, o efeito do locu3fill nas
respostas ligadas ao estresse em machos mosteangeema regido gendmica que modula

um determinado fenétipo em fémeas pode influermitnos fendtipos em machos.
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8. CAPITULO 4

Efeito genético na sensibilizagdo comportamental e neuroendocrina induzida

pela cocaina.

8.1. INTRODUCAO

O fato dos ratos SHR beberem mais alcool do queatms LEW foi um tanto
inesperado, pois o0s ratos LEW sdo considerados taasiosos” (Capitulo 1), mais
reativos ao estresse em diversas situagbes em wagépaaos ratos SHR (Berton et al.,
1998; Vendruscolo et al.,, 2004) e mais sensiveisfatto reforcador de drogas em
comparacao a ratos Fischer 344 (Kosten et al.,;1904uki et al., 1988). Todas estas
caracteristicas sdo consideradas como fatores Iderahilidade ao abuso de drogas. Em
contrapartida, os ratos SHR apresentam caractedstlie impulsividade e desatencao
(Capitulo 2), fatores estes também associados sendelvimento de dependéncia de
drogas. Em relacdo as regides gendmicas de intenegsCapitulo 1 foi observado que
Ofil1 afetou concomitantemente comportamentos relacasadansiedade e consumo de
alcool em fémeas. Entretanto, ndo sabemos se @saizieo positiva é exclusiva para o
alcool ou pode ser estendida a outros tipos deadrdgm machos, por outro ladofill
afetou respostas comportamentais e neuroendocenagstresse (Capitulo 3). Estas
informacfdes nos motivaram a realizar um outro testesiderado relevante para o estudo
da dependéncia, utilizando outra droga com potedeiabuso, a cocaina, no modelo de

sensibilizacao induzida por esta droga.
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A sensibilizagdo comportamental tem sido propasteno modelo animal de
neuroplasticidade associada a administracdo repeté psicoestimulantes e tem sido
implicada no desenvolvimento de dependéncia deagr@gobinson e Berridge, 1993). O
fenbmeno de sensibilizacdo comportamental indug@acocaina é conhecido hd muitos
anos (Downs e Eddy, 1932; Tatum e Seevers, 1929)-existe com varias alteragcbes
neuroquimicas nas vias cerebrais de reforco. Asragibes nas areas de projecdes
mesocorticolimbicas dopaminérgicas ou na area tegmeentral (rica em neurdnios
dopaminérgicos) promovidas pela administracdo idgpete cocaina incluem: aumento no
metabolismo da glicose (Thomas et al., 1996), aj®y dos niveis extracelulares e
liberacdo de monoaminas, bem como de seus recegdransportadores (Kalivas e Duffy,
1990; Koff et al., 1994; Mulleet al., 2004; Parsoret al., 1993), mudangas no sistema de
AMPc e proteinas G (Miserendino e Nestler, 1996pl8t e Kalivas, 1993), alteracbes na
expressdo génica (McClung e Nestler, 2003), aumeatdransmissao por aminoacidos
excitatorios (Pierce et al., 1996) e mudancas ivé&atle da fosfolipase A2 (Reid et al.,
1996). Estas alteragBes sugerem que o estudo dibiseacdo induzida por cocaina pode
ser informativo na busca de fatores que levam asade drogas. No entanto, as regides
cromossOmicas e 0s genes que determinam a setwiailias alteracdes produzidas pela
administracdo repetida de cocaina e os processaerdgbilizacdo comportamental sédo
pouco conhecidos.

Além destas alteracdes, sabe-se que o eixo HR&piécaem pessoas dependentes
ao alcool, nicotina ou drogas ilicitas como a cogakKoob e Le Moal (1997) propdem que
a dependéncia de droga, por sua natureza, € unratgsado comportamento adaptativo.
Usando as palavras de Koob e Le Moal (1993@)aparelho emocional e motivacional do

cérebro é sequliestrado em pessoas que se tornarpendientes O eixo HPA tem um
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envolvimento essencial nos processos fisiologicosnais e na adaptacdo ao estresse
(Selye, 1936). Um grande numero de evidéncias sugeexisténcia de um importante
conjunto de interacdes entre a fungcdo alterada ixio HPA e consumo de drogas,
dependéncia e reatividade ao estresse (GoederemnGi096; Prasad et al., 1998). Por
estes motivos, as alteracdes na funcéo do eixo éiRAependentes de droga constituem a
“porta de entrada” ao desarranjo dos sistemas awtimais e emocionais no cérebro.

Em animais de laboratorio, a injecdo de cocainaeatanos niveis plasmaticos de
corticosterona. Ratos adrenalectomizados nao delsenv sensibilizagdo comportamental
nem auto-administracdo de cocaina, processos gdenpser re-estabelecidos com a
suplementacdo de corticosterona (Marinelli et ¥894; Rouge-Pont et al., 1995). Além
disso, a exposicao de roedores a uma variedadeedéos estressantes pode sensibilizar o
sistema de reforco e favorecer a auto-administragddrogas (Piazza e Le Moal, 1998),
com participacdo critica dos glicocorticoides nesedeitos. Um aspecto comum da
sensibilizacdo comportamental e dependéncia é @aadarvariacdo interindividual na
suscetibilidade ao desenvolvimento destes proce$salsinson e Berridge, 2001). Esta
variabilidade individual é provavelmente determmaetla interacdo de fatores ambientais
e genéticos. Com base nas evidéncias apresenfamthes;se-ia esperar uma sensibilidade
diferenciada aos efeitos da cocaina sobre o coamerito e sistema enddcrino em
populacdes de animais com diferencas genéticasatwidade ao estresse e na atividade
do eixo HPA.

O objetivo deste experimento foi avaliar o efeitenético nas respostas
comportamentais e na ativacdo do eixo HPA induziglels tratamento repetido com

cocaina.
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8.2. MATERIAL E METODOS

8.2.1. Animais

Nesta ultima etapa foram utilizados ratos adull@sgemanas de idade) das quatro
linhagens recombinantes (F3): Salina (n=7 e 6 palmhagem L4/L7; 5 e 5 para a
linhagem L4/S7; 8 e 8 para a linhagem S4/L7; 6 ma a linhagem S4/S7; machos e
fémeas, respectivamente); Cocaina (n=8 e 6 panhagem L4/L7; 5 e 7 para a linhagem
L4/S7; 8 e 8 para a linhagem S4/L7; 5 e 8 paranlaajlem S4/S7; machos e fémeas,
respectivamente). Grupos adicionais de ratos LESHR (7-8) com a mesma idade foram
testados concomitantemente. Todos os animais falajados em caixas coletivas com
agua e comidad libitume mantidos em condi¢cfes padronizadas como desori@apitulo
1.

Neste experimento especificamente foram utilizadtss LEW, SHR e F4 (L4/L7,
L4/S7, S4/L7 e S4/S7) de ambos os sexos. No idimsotestes 0os animais tinham entre 9 e
11 semanas de idade. Todos os animais foram afojadiocaixas coletivas com agua e

comidaad libitume mantidos em condi¢cdes padronizadas, como descriCapitulo 1.

8.2.2. Drogas

A cocaina foi obtida da Coopérative Pharmaceutikpaacaise (Bordeaux, Franca).

Salina estéril (NaCl 0,9 %) foi utilizada como saite e como solucéo controle.
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8.2.3. Sensibilizacdo comportamental induzida pela  cocaina

A atividade locomotora dos animais foi avaliada eaixas de atividade (ver
descricdo e Figura 5 no Capitulo 1). A atividaderiZomtal e a freqiéncia do
comportamento de levantaeéring) foram avaliadas por 90 min. As sessdes de testenf
realizadas a cada dois dias (uma vez por dia)/ massdes consecutivas (i.e. 14 dias). A
atividade locomotora basal foi avaliada nos prioeB80 min de cada sesséo (habituacao).
Imediatamente apoOs este periodo, os animais foedinados, rapidamente injetados com
salina (1 ml/kg) ou cloridrato de cocaina (10 mgfkg.) em sala adjacente, e expostos
novamente ao aparelho por mais 60 min (avaliagdoodenocdo pos-injecdo). Finalizada a
Ultima sessado (72) de desenvolvimento de sensibdiz pela cocaina, os animais foram
mantidos em suas caixas coletivas por um periodd adlas sem tratamento farmacoldgico
e entdo submetidos a um desafio com cocaina odde t® animais (previamente expostos
a cocaina ou a salina) foram injetados com cocdlffa mg/kg; i.p.). Esta sesséo
especificamente consistiu em 30 min de locomoc¢&alba 50 min de locomocdo pos-
injecdo. O esquema de teste de sensibilizacado atempental esta ilustrado na Figura 21.
Terminado o teste comportamental, os animais fataoapitados e o sangue armazenado

para subsequente analise de corticosterona, coseatdeno Capitulo 3.
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T 2 &8 4 5 B 7 D
Deosagem de
corticosterona
I ] I 1 16 dias
Desenveolvimento de sensibilizagio Desafio com cocaina

Cocaina (10 mgfkg) ou Salina

loc. basal loc. apés injegéo

30 min — ativ. H] <« 950 ou B0 min — ativ.

Figura 21- Esquema dos procedimentos do teste de sensiitizapmportamental
induzida pela cocaina. Os numeros de 1 a 7 comdspo as sessfes de desenvolvimento

de sensibilizacdo e a letra D corresponde a selesa@dio com cocaina.

8.2.4. Analise estatistica

As analises foram realizadas separadamente pafaomacfémeas. Para comparar
as linhagens LEW e SHR, os dados do desenvolvindmgensibilizacdo foram analisados
por ANOVA de trés vias (linhagem e tratamento) paredidas repetidas (sessdes). Os
dados da sessdo desafio foram analisados por AN@®Aduas vias (linhagem e
tratamento). Para analisar especificamente a imfiaé&los genadtipos L ou S em cada QTL,
bem como sua interacdo sobre o desenvolvimentoedsibdlizacdo, uma ANOVA de
quatro vias (fatores tratament@fill e Ofil2) para medidas repetidas foi realizada
exclusivamente com os dados das 4 linhagens repamibs. Para a sessdo desafio as
analises foram realizadas por ANOVA de trés viemtgdtnentoOfill e Ofil2). O teste LSD
foi utilizado para as comparacopest-ho¢ quando apropriado. O nivel de significancia

aceita foi pr0,05. Os dados estao expressos nas figuras conia meE®M.
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8.3. RESULTADOS

8.3.1. Desenvolvimento de sensibilizacdo comportame  ntal induzida pela

cocaina

A Figura 22 ilustra os resultados da sensibilisag&icomotora (locomocao
horizontal e comportamento de levantar) dos raid/le SHR de ambos os sexos tratados
(a cada dois dias) com salina ou cocaina (10 mghkaa os machos LEW e SHR, um
efeito geral do tratamento (ks=42,43; p<0,0001) e uma interagao tratamenstsessoes
(Fe,156713,22; p<0,0001) indicam que a cocaina induziuauwmento geral da locomocéo
horizontal dos animais e que este efeito foi crgc@o longo das sete sessdes (i.e.
desenvolvimento de sensibilizacdo ao efeito estintal da droga). Entretanto, ndo houve
diferenca de sensibilidade aos efeitos da cocaitre @s linhagens, como indicado pela
auséncia de interacao significante entre os fatoreagem e tratamento. Para a freqiiéncia
de levantar, a ANOVA de duas vias para medidastidgserevelou efeito significante do
tratamento (fr,26720,37; p<0,0001), e interacdes do tratamerstsessdes (§15676,82;
p<0,0001) e do tratamemnis linhagemvs sessodes (§1s6=2,18; p<0,05). As analisg®st-
hoc indicaram que os ratos SHR tratados com cocaiif@irax maior freqiéncia de
levantar do que os ratos LEW tratados com coca@isasessdes trés, quatro, cinco e seis
(p<0,05). O efeito hiperlocomotor agudo da cocdiieasesséao 1) nao foi detectado para os
machos.

Para as fémeas, a ANOVA de trés vias para medigastidas revelou efeito

significante do tratamento (kg=50,56; p<0,0001) e interacdo entre tratamentcssdss
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(F,168710,46; p<0,0001), indicando que a cocaina promoweu aumento geral da
locomogé&o horizontal e causou sensibilizacdo emninate similar nas fémeas LEW e
SHR. O mesmo perfil de resposta foi encontrado pdraquéncia de levantar: efeito do
tratamento (fr28=12,70; p<0,002) e interagéo entre tratamento 8088s(ks 16874,51;
p<0,0003). O efeito hiperlocomotor agudo da cocdiea sessao 1) foi evidenciado para

locomogéo horizontal em fémeas:(fz=8,67; p<0,006).
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Figura 22- Efeito de injeces repetidas de cocaina ou sali@acada dois dias) na
locomocédo horizontal (a) e frequéncia de levarttardg ratos LEW e SHR de ambos os
sexos. Em cada sesséo, apoés 30 min de habituagiunogis eram retirados da caixa de
atividade, injetados com cocaina (10 mg/kg) ownaall ml/kg), e a atividade psicomotora
avaliada durante 60 min. * Indica diferenca sigmaifite em relacdo a ratos LEW tratados
com cocaina (ANOVA seguida do teste LSD, p<0,05).

A Figura 23 ilustra os resultados da sensibilizag@&icomotora (locomogao
horizontal e comportamento de levantar) de rato@EZcordo com a linhagem) de ambos

0S sexos tratados (a cada dois dias) com salineocaina (10 mg/kg). A ANOVA de
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quatro vias para medidas repetidas revelou umoetgtal do tratamento ¢f4=19,11,;
p<0,0001) e uma interagéo do tratamemso sessbes (§264~10,28; p<0,0001) para a
locomog¢éo horizontal dos machos, indicando que aina induziu aumento geral da
locomocgéo e sensibilizagcdo nesta populacéo de Emselacdo a freqiéncia de levantar, a
ANOVA revelou uma interacéo significante do tratamoee/s Ofill (Fq 4474,08; p<0,05) e
do tratamentas Ofill vs sessOes (§264573,47; p<0,003). As analisg®st-hocindicaram
gue os animais com alelos SHR ddiill tratados com cocaina exibiram com mais
freqiiéncia o comportamento de levantar (p<0,002yu® os animais com alelos LEW.
Além disso, os animais com alelos SHR éXfill tratados com cocaina exibiram maior
sensibilizacdo do comportamento de levantar acol@as sessdes do que 0s animais com
alelos LEW como evidenciado por diferencas sigarftes deOfill nas sessoes trés, seis e
sete (p<0,008). O efeito hiperlocomotor agudo dzai@ (i.e. sessédo 1) nao foi detectado
para os machos.

Para as fémeas, a ANOVA de quatro vias para medajatidas revelou efeito
significante do tratamento (fe=77,80; p<0,0001) e uma interacdo entre tratamesto
sessbes (k276718,15; p<0,0001). Aléem disso, foi verificado unmeracdo significante
entre tratamento ©fil2 (F1,467=6,65; p<0,02). As analises subseqlentes indicap@mas
fémeas com alelos LEW efil2 tratadas com cocaina apresentaram maior locomocao
horizontal do que as fémeas com alelos SHR tratadas cocaina (p<0,0002). Com
relacdo a frequéncia de levantar, a ANOVA revelomente um efeito significante do
tratamento (fr46725,63; p<0,0001) e uma interacdo do tratamexto sessOes
(Fe,27675,52; p<0,0001). O efeito hiperlocomotor agudo cd@aina (i.e. sessdo 1) foi
evidenciado para locomog¢ao horizonta}; ¢6=11,53; p<0,001) e freqiiéncia de levantar

(Fa.4675,01; p<0,03) em fémeas.
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Figura 23- Efeito da injecdo de cocaina ou salina (a camia dias) na locomocéo
horizontal (a) e frequéncia de levantar (b) desdtd (de acordo com a linhagem) de
ambos os sexos. Em cada sesséo, apos 30 min dealgabi os animais eram retirados da
caixa de atividade, injetados com cocaina (10 nm)gtkgsalina (1 ml/kg) e a atividade
psicomotora avaliada durante 60 nffrEfeito significante deOfill (ANOVA seguida do
teste LSD, p<0,05% Efeito geral deOfil2 (ANOVA, p<0,05).
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8.3.3. Desafio com cocaina na locomogédo e na libera ¢&o de corticosterona

A Figura 24 ilustra os resultados da atividade hoctora (locomogéo horizontal e
freqUéncia de levantar) e dos niveis plasmaticosod&osterona de ratos LEW e SHR de
ambos 0s sexos (previamente expostos a salinacaine) tratados com uma dose desafio
de cocaina (10 mg/kg). Para os machos, a ANOVAuds glias revelou um efeito geral do
tratamento para a locomocao horizontah £674,28; p<0,05) e frequiéncia de levantar
(F1,2675,58; p<0,03), indicando que os ratos previamexjgostos a cocaina exibiram
maior estimulacdo psicomotora (sensibilizacdo pexsie) do que os ratos previamente
expostos a salina. A ANOVA também revelou uma agéo significante linhagems
tratamento (fr2674,27; p<0,05) para os niveis de corticosterona.aAglisespost-hoc
indicaram que os ratos LEW, mas ndo os SHR, exibisansibilizacdo do eixo HPA
induzida por inje¢cBes repetidas de cocaina (i.eomsmento dos niveis plasmaticos de
corticosterona nos animais previamente expostogaia do que nos animais previamente
expostos a salina; p<0,009).

Para as fémeas, a ANOVA de duas vias revelouoefital do tratamento sobre a
locomogao horizontal (E2s=7,27; p<0,01) e freqiiéncia de levantai ££~9,32; p<0,005),
indicando maior ativagdo psicomotora da cocainameimais previamente expostos a esta
droga do que em animais previamente expostos @asa#iém disso, foi observado um
efeito geral da linhagem sobre a frequiéncia dentevdk »s=4,38; p<0,05), sendo que as
ratas SHR fizeram este comportamento com mais éregé do que as LEW. A ANOVA
de duas vias revelou uma interagéo significanteedimthagem e tratamento {ks=4,37;

p<0,05) para os niveis de corticosterona. As coagi&s subsequientes indicaram que as
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ratas LEW, mas ndo SHR, previamente expostas aneoexibiram maiores niveis de
corticosterona do que as ratas LEW previamentestap@ salina (p<0,01).

A Figura 25 ilustra os resultados da atividade hoctora (locomogéo horizontal e
freqUéncia de levantar) e dos niveis plasmaticosodicosterona de ratos F4 (de acordo
com a linhagem) de ambos 0s sexos (previamentestga salina ou cocaina) tratados
com uma dose (10 mg/kg) desafio de cocaina. Paraaghos, a ANOVA de trés vias
revelou efeito significante do tratamento para eomeocdo horizontal (Fs4=12,18;
p<0,001), frequéncia de levantar o(l=5,42; p<0,02) e niveis de -corticosterona
(F1,4474,75; p<0,03), sendo que nestes trés parametrasimsis previamente expostos a
cocaina exibiram maiores indices dos que 0s anipnaidamente expostos a salina. Para as
fémeas, o mesmo perfil de respostas foi observei@ito do tratamento para locomocgao
horizontal (F1,46718,10; p<0,0001), freqiiéncia de levantas 4§-7,02; p<0,01) e niveis

de corticosterona (Fs6=5,40; p<0,02).
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Figura 24- Efeito de uma dose desafio de cocaina na locomogézontal (a), frequéncia
de levantar (b) e niveis plasméticos de corticostelc) de ratos LEW e SHR de ambos os
Sexos previamente expostos a cocaina ou a saksia Nessdo, apos 30 min de habituacéo,
os animais foram retirados da caixa de atividadietados com cocaina (10 mg/kg) e a
atividade psicomotora avaliada durante 50 nfinindica efeito geral do tratamento
(ANOVA, p<0,05). ¢ Indica efeito geral da linhagem (ANOVA, p<0,05). Itndica
diferenca significante em relacdo ao respectivp@rcontrole (ANOVA seguida do teste
LSD, p<0,05).
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Figura 25- Efeito de uma dose desafio de cocaina na locomlogézontal (a), freqiéncia
de levantar (b) e niveis plasmaticos de corticosger(c) de ratos F4 (de acordo com a
linhagem) de ambos os sexos previamente expostosana ou a salina. Nesta sessao,
apos 30 min de habituacdo, os animais foram retsrdd caixa de atividade, injetados com
cocaina (10 mg/kg) e a atividade psicomotora asal@urante 50 miri.Indica efeito geral
do tratamento (ANOVA, p<0,05).
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8.4. DISCUSSAO

Os resultados deste experimento confirmam que as&do repetida a cocaina
causa um aumento progressivo nas respostas compgotts (i.e. desenvolvimento de
sensibilizacdo psicomotora) em ratos LEW e SHR mi&os 0s sexos. Este efeito foi
persistente, considerando que 0s animais previ&rexgostos a cocaina exibiram maior
aumento da locomocdo apOds uma dose desafio da drogaelacdo aos animais
previamente expostos a salina. Entretanto, o pa@hcachado deste experimento foi a
observacdo de que o tratamento repetido com cotaioaiu sensibilizacdo do eixo HPA
na linhagem LEW, mas nao na linhagem SHR, veriicpdlos niveis de corticosterona
plasmatica. Isto mostra que a sensibilizacdo dastema esta sob influéncia genética.
Além disso, foi observado que as regides gendmiCdgl e Ofil2 modulam
significativamente o desenvolvimento de sensilghmapsicomotora em machos e o efeito
hiperlocomotor da cocaina em fémeas, respectivament

A ocorréncia de sensibilizacdo comportamental écatmente influenciada pelas
caracteristicas do esquema de tratamento. Nestelgea tratamento intermitente com
doses baixas ou moderadas de psicoestimulantesséefativo em induzir sensibilizacao
comportamental do que a exposicdo crbnica a altzesd de droga (Post, 1980;
Vanderschuren et al., 1997). Com base nestas iaffifes, no presente estudo foi utilizado
um esquema de tratamento intermitente com cocdidang/kg, i.p., a cada dois dias,
durante 14 dias) que tem demonstrado induzir séimaitio comportamental em outras
linhagens de ratos (Cailhol e Mormede, 1999; , 20Muitos pesquisadores nesta area

distinguem duas fases no desenvolvimento e maradethg processo de sensibilizacao: a
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fase inicial de indugdo, na qual os animais sa®m&®g repetidamente a droga e a fase
subsequente de expressao, que ocorre apos longodgsede retirada da droga (Pierce e
Kalivas, 1997; Vanderschuren e Kalivas, 2000).

No presente experimento, o tratamento agudo (sel§s@om cocaina causou um
pequeno aumento na locomocé&o horizontal, mas nfeai#éncia de levantar, das fémeas.
O mesmo tratamento ndo afetou os parametros coanpemtais para os machos. Isto
mostra que a dose de cocaina utilizada pode seidepada baixa. Entretanto, o tratamento
repetido com cocaina induziu sensibilizacdo conapeental em todos os grupos, como
pode ser visto pelo aumento gradativo da locomdgizontal e freqiéncia de levantar
dos animais tratados com cocaina. Este processerdgsbilizacdo foi de igual magnitude
no parametro de locomoc¢ao horizontal para os maehass dois parametros de atividade
psicomotora para as fémeas. Porém, foi observadooguratos SHR exibiram maior
frequéncia de levantar do que os ratos LEW. Eg&tegltados sugerem que os ratos SHR
machos podem ser mais sensiveis as propriedadeserdgbilizacdo psicomotora da
cocaina. Como pode ser visto, a maioria dos efeibmsportamentais da cocaina foram
verificados no parametro de frequiéncia de levartamachos e locomogé&o horizontal em
fémeas. Existem evidéncias mostrando que a freguéle levantar € um parametro
comportamental mais sensivel a drogas psicoestitasiado que a locomoc¢ao horizontal
(Wultz et al., 1990), sugerindo que as fémeas, em nossdogdoram mais sensiveis a
cocaina do que os machos. Nenhuma diferenca fena$a na locomogdo dos animais
tratados com salina, confirmando os resultadosigséubtidos na caixa de atividade
(Capitulo 1).

Existem evidéncias mostrando que ratos LEW exibemomsensibilizagéo

psicomotora do que ratos Fischer 344 (Kosten etl@B4). Na verdade, os ratos Fischer
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344 apresentam pouca sensibilidade a injecdesdapete cocaina sobre os parametros de
locomocgédo (Kosten et al., 1994; Ortiz et al., 199%)i observado também que os ratos
SHR néo diferem em relacdo a sensibilizacdo compamtal induzida pela cocaina em
comparacao a ratos Wistar-Kyoto e Wistar-Kyoto rapeo (Cailhol e Morméde, 2000). O
presente estudo é o primeiro que compara as linkdgeéW e SHR diretamente em relacao
aos efeitos de hiperlocomocédo da cocaina.

Quatorze dias apoés a ultima sesséo de sensibiiipediodo sem droga), todos os
animais, previamente expostos a cocaina ou satineberam uma dose desafio de cocaina
e foram avaliados novamente quanto a sua locomecaos niveis de corticosterona
plasmatica. Como esperado, 0s animais que havidmnpseviamente expostos a cocaina
exibiram maior locomocéo horizontal e freqUuéncia ldgantar (i.e. expressédo de
sensibilizacdo) do que os animais previamente eéapas salina. No entanto, apesar de
haver uma tendéncia dos ratos LEW em exibir ma&nsibilizacdo comportamental do que
os ratos SHR, nenhuma diferenca entre as linhdgeabservada.

O resultado mais expressivo deste estudo foi o datratos LEW de ambos os
sexos (“mais ansiosos” e mais reativos ao esterssalgumas situacdes (ver Capitulos 1 e
3), previamente expostos a cocaina, exibirem séimaiffio da atividade do eixo HPA,
evidenciado pelo aumento nos niveis de corticaséed®estes animais em comparagao aos
ratos LEW que foram previamente expostos a salitratados com cocaina. O mesmo
perfil de resultado, entretanto, ndo foi observado ratos da linhagem SHR. Outros
estudos evidenciaram sensibilizacdo do eixo HPAvas de inje¢Bes repetida de outras
drogas com potencial de abuso (Cetial., 2005). Estes achados sé&o bastante intetessa
pois apesar do claro envolvimento dos glicocortieéi em processos de dependéncia

(Goeders e Guerin, 1996), estudos da contribuig@imétgca sobre estes aspectos séo
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praticamente inexistentes.

Sabendo-se que o0s horménios glicocorticéides pare®Er cruciais no
desenvolvimento de outras psicopatologias comoedade e depressao (Parker et al.,
2003), a seguinte hipotese pode ser formuladansitsizacdo do eixo HPA induzida por
drogas em individuos predispostos poderia contribpara desenvolvimento de
comorbidades psiquiatricas frequentemente obsesvagpacientes dependentes de droga.
Estudos clinicos e epidemioldgicos mostram quesiedade, por exemplo, pode levar a
dependéncia, mas também a abstinéncia aguda da pade gerar ansiedade (Merikangas
et al., 1997). Estudos visando a compreensao desdtgante relacdo de psicopatologias
como causa ou efeito da dependéncia de drogadasdmente necessarios. Um estudo esta
sendo realizado atualmente em nosso laboratérioacéimalidade de verificar o efeito da
administragdo cronica de corticosterona em par@sietxperimentais de ansiedade e
depressdo, assim como alguns parametros bioquingicasoleculares potencialmente
implicados nestas respostas.

Com relacdo ao envolvimento dxi Ofill e Ofil2 nas respostas induzidas pela
cocaina, foi observado que o loc@dill afetou o desenvolvimento de sensibilizacdo
comportamental induzida pela droga, verificado getgqiéncia de levantar em machos.
Além disso, o locu$fil2 afetou a atividade psicomotora horizontal induzééa cocaina
em fémeas.

Os ratos com alelos SHR e@fill exibiram um maior aumento na freqiéncia de
levantar do que os ratos com alelos LEW. Estecefeitevidente a partir da quarta sessao
de tratamento com cocaina. As respostas de sérmfidib foram coerentes com as
respostas observadas com as linhagens puradelas §HR neste locus aumentando e os

alelos LEW reduzindo o traco. Quanto as fémeasats com alelos LEW er®fil2
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exibiram maior locomocao horizontal induzida peteaina (verificada desde a primeira
sessdo) do que as ratas com alelos SHR, poréroegsendo afetou o desenvolvimento de
sensibilizacdo nas fémeas (auséncia de inter@fd® vs tratamentovs sessdes). Em
relacdo a dose desafio de cocaina, quatorze dimsaapltima injecdo da droga, as regides
gendmicas em questdo ndo afetaram a expressaondilsgacdo comportamental e
neuroenddcrina tanto em machos como em fémeas.

Um elegante estudo realizado por (Phillips et1#98) descreve varios QTLs para
atividade locomotora induzida por uma dose agudeodaina e para sensibilizacdo em 25
linhagens de camundongos recombinantes. Eles @paervque os QTLs variavam
conforme o0 esquema de tratamento (aguslorepetido) e também conforme a dose de
cocaina. Alguns QTLs afetavam ambas as medidasaatwoutros modulavam uma ou a
outra medida, sugerindo que os substratos gendfismsontrolam a atividade locomotora
produzida por dose aguda de cocaina e a sengifdiizado apenas parcialmente
sobrepostos. Aquele estudo identificou um grandeend de QTLs, refletindo a natureza
poligénica destes fendtipos. Além disso, um grandmero de genes candidatos foi
identificado. O presente estudo é o primeiro a tiiear QTLs afetando a atividade
locomotora induzida por dose aguda de cocainasisieracao em ratos.

Em concluséo, os presentes resultados fornecer@rmiéd da influéncia genética
sobre a sensibilidade aos efeitos agudos de hgoenlocdo da cocaina e sobre a
sensibilizacdo comportamental e neuroendocrinayaidd por injecdes repetidas da droga.
Mais especificamente, a linhagem de ratos LEW axgknsibilizagdo comportamental e do
eixo HPA, enquanto os ratos SHR exibiram apenasaglies comportamentais, sugerindo
que este par de linhagens € particularmente (td painvestigacdo genética de alguns

aspectos relacionados a dependéncia de drogas. di€sn, um ou mais genes que
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modulam a sensibilizacdo comportamental e o efefierlocomotor agudo da cocaina (e
possivelmente dependéncia de cocaina) residemegd®es cromossomicasfill e Ofil2,

respectivamente.

101



Discussao Geral

9- DISCUSSAO GERAL

O objetivo principal do presente trabalho foi eatud contribuicdo genética em
uma variedade de respostas comportamentais, falbgézas e hormonais relacionadas a
reacOes de defesa e de dependéncia de drogas umadétns animais. Para isto, foram
utilizadas duas abordagens: a primeira consisticamaparacao direta de duas linhagens
isogénicas de ratos, LEW e SHR, de ambos os s®®#dividuos pertencentes a cada
linhagem podem ser considerados geneticamenteiddéntDesta forma, se as duas
linhagens forem criadas em um mesmo ambiente, fasen¢as fenotipicas entre elas
podem ser consideradas de origem genética. A sagestdatégia consistiu no estudo da
influéncia de duas regides genémidasll (no cromossomo 4)@fil2 (no cromossomo 7),
através de uma selecdo genética baseada em masadoteculares que flanqueavam
estes dois QTLs. Esta técnica permitiu a produgéé dovas linhagens de ratos (derivadas
de um intercruzamento entre ratos LEW e SHR) cayerwtipo conhecido e contrastante
somente para as duas regides gendmicas em qu@stésto do genoma consiste em uma
recombinacdo aleatéria de alelos de uma ou de 6nlragem parental (LEW ou SHR)
que, teoricamente, ndo diferem estatisticamentatamo, as possiveis diferencas
fenotipicas encontradas entre estas linhagens pamconsideradas resultantes de

variacOes alélicas (polimorfismos) dentro das dagies cromossdmicas especificamente.
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9.1. As linhagens LEW e SHR

Uma grande variedade de diferencas comportameathmmonais foi observada
entre as linhagens isogénicas LEW e SHR. A Tabelastime os principais resultados

obtidos com estas linhagens.

Tabela 1- Resumo das principais respostas fenotipicas cid@svem ratos LEW e SHR

(independente do sexo).

LEWIS SHR

Locomocéo geral

Comportamentos relacionados a ansiedade
(CA, LCE, reflexo de sobressalto)
Consumo de sacarina, quinino e alcool

Inibicdo comportamental

NV NV

Pressao arterial

Reatividade comportamental (analgesia) e do eixo
HPA ao estresse (odor de um predador)
Sensibilizacdo psicomotora induzida por cocaina

Sensibiliza¢do do eixo HPA induzida por cocaina >

CA: Campo aberto; LCE: Labirinto em cruz elevado.

Nossos resultados estdo coerentes com estudosp(®amos et al., 1997; 1998;
2002), demonstrando que ratos LEW de ambos os sexibem maiores niveis de
comportamentos relacionados a ansiedade nos tistesmpo aberto e labirinto em cruz
elevado do que ratos SHR (Capitulo 1). Os resultamliidos no teste de sobressalto
acustico corroboram estes dados, demonstrandoppsiaira vez, que os ratos LEW séo

mais reativos ao reflexo de sobressalto induzidoupo estimulo acustico do que os ratos
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SHR (Capitulo 2). Embora os ratos LEW sejam comadies mais “ansiosos” e, segundo a
literatura, predispostos ao consumo de drogas dsoafiKosten et al., 1994), eles bebem
pouco alcool. O presente estudo confirma e estersildtados prévios do nosso laboratério
(Da Silva et al., 2004; 2005) demonstrando quatssrLEW bebem menos &lcool (forcado
ou voluntariamente) do que os ratos SHR (Capituléstio sugere que as linhagens LEW e
SHR puras n&o constituem um bom modelo para o @sladrelacdo positiva entre os
niveis de ansiedade e o consumo de alcool.

Algumas possibilidades tém sido propostas na teatate explicar este tipo de
resultado. Em estudo recente do nosso laborafdiiopbservado que os ratos SHR foram
mais sensiveis aos efeitos desinibitorios (an&oléstimulante) do alcool (Da Silva et al.,
2005). Além disso, ratos SHR consomem maior quadéidie sacarina e quinino do que 0s
ratos LEW, sugerindo que os ratos SHR podem tepnretracdo por novos liquidos
(propriedades de sabor e/ou de reforco pela nogjddda Silva et al., 2005). Como se
pode observar na Figura 12 do Capitulo 1, os 1@kR consumiram entre 200 e 300 % a
mais de liquido em relacdo a sua ingestdo de bgommal quando a sacarina estava
presente. Esta tendéncia de consumo de sacarmadake limites do consumo normal de
liguido € proposta como um modelo de caractergstatmicas de perda de controle ou
desejo por novidades (Kampov-Polevoy e Rezvani7199

A linhagem SHR também €& considerada como modelcitigen de TDAH
(Sagvolden et al., 2005), uma condicdo caractemizaal desatencdo, impulsividade e
hiperatividade. Estas caracteristicas sdo consideraomo fatores de risco para o inicio
prematuro do uso de drogas, incluindo alcool (Véilehal., 1997). De forma interessante,
foi observado no presente estudo que os ratos PrHRentaram prejuizo nas respostas de

inibicdo pelo pré-pulso (Capitulo 2). Isto sugeree qos processos de inibicao
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comportamental sdo menos eficientes em ratos SHRiel@m ratos LEW. Em humanos, o
prejuizo nas respostas de inibicdo pelo pré-pufsegtientemente observado em pacientes
com transtornos de comportamento descontrolado casguizofrenia e TDAH,
provavelmente refletindo aspectos de impulsividdekstencdo. Ainda, a reduzida inibicéo
comportamental (impulsividade) dos ratos SHR pamtéribuir para o0 comportamento de
risco destes animais em diversos testes comportairsede ansiedade (e.g. maior
aproximacdo/menor esquiva das &reas aversivasedtsstde ansiedade) (Capitulo 1).
Entretanto, os resultados do Capitulo 2 sugerenogjuatos SHR combinam caracteristicas
de menor ansiedade (observado no teste do soloessaistico, no qual a atividade
locomotora e a busca por novidade ndo representanfator de confusdo) e maior
impulsividade (baixa inibicdo comportamental), esmparacéo com os ratos LEW.
Portanto, € possivel sugerir que a combinacaotdeefacomo a maior sensibilidade
aos efeitos desinibitorios do alcool (ansiolitistifaulante), a atracdo por novidades (alto
consumo de novos liquidos) e a baixa inibicdo cataptental (impulsividade/desatencao)
exibidos por ratos SHR podem constituir fatoreséjeas preditivos e correlacionados ao
maior consumo de alcool destes animais. Estestadssl corroboram a sugestéo de que os
ratos SHR poderiam constituir um modelo animal maestudo do alcoolismo do Tipo 2
(Da Silva et al., 2005). De acordo com Cloning&8(), os alcoolistas do Tipo 1 seriam
agueles individuos com baixo grau de desejo poidades, alto grau de esquiva de
ambientes novos e aversivos. Os alcoolistas do Z2ipmpresentariam alto desejo por
novidades e comportamento de risco. Obviamentee@so ter cautela nestas suposicoes,
pois ndo se sabe ainda se as caracteristicas dos IR acima descritas séo
geneticamente ligadas ao consumo de alcool, od@s@enas relacdes casuais. Estudos

adicionais sao necessarios para consolidar esitebim
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Um resultado um pouco inesperado no presente edtido falta de diferencas
comportamentais e neuroendocrinas entre ratos LEBMR quando expostos ao estresse
do odor de um predador. Este tipo de estressestmll@do com base no fato de que a
exposicdo ao TMT, além dos efeitos ja mencionadmsCapitulo 3, também produz
ativacdo e liberagcdo de dopamina em estruturas aoesmlimbicas e interagdo cruzada
com cocaina (Morrow et al., 2000; Wu et al., 20Q®)dendo, portanto, fornecer pistas
sobre a sensibilidade a drogas dos animais. A @gmao TMT, um componente quimico
volatil das fezes de raposa, induziu analgesiangeato nas concentracdes plasmaticas de
corticosterona em nivel similar nas duas linhag€lmsiderando que a ansiedade pode
modular a reatividade ao estresse (Harris, 19%8)empse-ia esperar que as linhagens LEW
e SHR exibissem respostas diferenciadas quandosesp@o estresse de um odor de
predador. No entanto, estes resultados estdo adoacom a idéia multidimensional da
emocionalidade (Ramos e Morméde, 1998), que prrdizdiferentes situagcdes de estresse
podem produzir “fendmenos psicoldgicos” distintdem sido proposto que o odor de
predadores induz medo inato em roedores. O tratanfarmacoldégico com ansioliticos
classicos (e.g. benzodiazepinicos), que possuernto ean modelos de ansiedade
generalizada (e.g. campo aberto ou labirinto ema etavado), ndo € efetivo em reduzir
comportamentos defensivos produzidos pelo TMT (&tand et al., 2003).

O objetivo da ultima etapa do nosso estudo foifizar se os ratos LEW e SHR
seriam igualmente sensiveis ao teste de sens@diizenduzida pela cocaina (Capitulo 4).
Robinson e Berridge (1993) propdem que este fenbrasta ligado ao desenvolvimento de
dependéncia, pois a sensibilizagédo induzida pglasgdo repetida a drogas esta associada

a neuroadaptacdes em estruturas mesocorticolimbicas
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Ratos LEW e SHR exibiram magnitude similar de d®lisacdo pela cocaina
durante o periodo de desenvolvimento deste proc&sgmetanto, apés um periodo de 14
dias de abstinéncia de cocaina, a re-exposicdardo®is a droga induziu a expresséo de
sensibilizacdo comportamental, evidenciando o earpersistente deste fendbmeno. O
resultado mais importante foi a observacéo de quatos LEW exibiram sensibilizagc&o do
eixo HPA, mas néo os ratos SHR. Isto demonstraagsensibilizacdo do eixo HPA pela
cocaina esta sob controle genético. Como sugendaimp grande nimero de pesquisas e
descrito na introdugéo, os hormdnios glicocortieSiéstdo envolvidos na determinagéo da
propensdo de um individuo em desenvolver deperaléRi@zza e Le Moal, 1997; Goeders
e Guerin, 1996). Uma hiperatividade funcional decaglorticGides também é
frequentemente encontrada em individuos com alt@erabilidade a drogas (Piazza e Le
Moal, 1997) ou expostos cronicamente ao estresksn Alisso, sabe-se que na fase de
abstinéncia de droga em individuos dependentesvessrde ansiedade sao cruciais na
recaida ao consumo da droga. A liberacdo de glitoémes promovida por pistas visuais
associadas a droga parece constituir um sinalgeaieat ansiedade e fissura.

Os hormoénios glicocorticoides também estdo impbsado desenvolvimento de
transtornos psiquiatricos como ansiedade e demreBsftanto, na relacdo da ansiedade
como causa/efeito em processos de dependéncia;sposlegerir que a sensibilizagéo do
eixo HPA seria importante no desenvolvimento daealasle em individuos que fizeram ou
fazem uso repetido de drogas. Neste contexto,tos t&EW seriam interessantes para a
investigacdo do componente genético envolvido sestacfes. Um experimento com
tratamento crénico com corticosterona estd sendiizagdo em nosso laboratorio com o
objetivo de verificar se este tratamento farmadotbé capaz de produzir comportamentos

do tipo-ansiogénico e/ou do tipo-depressivo nemt@nais.
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Como sugerido por (Wilson et al., 1997), o contge@ético do efeito de drogas de
abuso pode depender do teste comportamental doli®or exemplo, foi demonstrado que
0 consumo operante de alcool, no qual o animaigagressionar uma barra para receber o
reforco, € alto em ratos LEW (Suzuki et al., 19883s no teste de consumo voluntario
com duas garrafas estes animais bebem pouco d(€apltulo 1). O consumo voluntario
de alcool é uma resposta ativa que poderia modulgostar” (Berridge, 2004), em que o
animal beberia alcool para experimentar seu vatoibhico (prazer). Por outro lado, tem
sido sugerido que os processos de sensibilizacd@wpatamental podem envolver
sensibilizacdo do “querer” (Robinson e Berridge93)9 Este assunto ainda é tema de
debates (Ahmed e Cador, 2006), de qualquer fornge-pe propor que 0 CoOnNsumo
voluntario de alcool e a sensibilizacdo produziela gocaina estdo sob controles genéticos
distintos. Portanto, o fato dos ratos LEW beberencp alcool, mas serem mais sensiveis
aos efeitos da cocaina sobre o eixo HPA em comparaps ratos SHR ndo é
surpreendente e sugere que este par de linhagdaspoutilizado no estudo de diferentes

aspectos relacionados a dependéncia de drogas.

9.2. Efeito dos loci Ofill e Ofil2

O estudo da influéncia das regides gendmioésl (no cromossomo 4) efil2 (no
cromossomo 7) (Ramos et al., 1999), em resposkasiareadas a reacdes de defesa e de
dependéncia de drogas constituia outro objetivprdsente estudo. O loc@¥ill afetou
simultaneamente a locomocao central no teste dpeabherto e consumo de alcool em
ratas. Ainda em fémeas, o lodD8I2 afetou a inibicdo comportamental e a sensibilidezle

efeito hiperlocomotor da cocaina. Em machos, forifieado que Ofill afetou
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concomitantemente os parametros comportamentaesumendocrinos avaliados apdés o
estresse de um predador e o desenvolvimento diidieasdo psicomotora induzida pela
cocaina. O resumo da influéncia dosi Ofill e Ofil2 sobre repostas comportamentais e

neuroenddcrinas estéo ilustradas na Figura 26.

Ansiedade

Figura 26- Diagrama esquematico dos efeitos dosi Ofill e Ofil2. Ansiedade:
comportamentos relacionados a ansiedade no testampo aberto; Alcool: consumo
voluntario de &lcool; Inibicdo comportamental: mévee inibicdo pelo pré-pulso; Cocaina:
efeito hiperlocomotor ou de sensibilizacdo; Es#esanalgesia ou aumento de
corticosterona plasmatica induzida pelo TM®OfilL em azul corresponde a efeitos
observados em machd3fill e Ofil2 em vermelho correspondem a efeitos observados em
fémeas. Como pode ser observa@idill e Ofil2 estdo localizados na interseccdo do
diagrama, mostrando que os respectivos QTLs exarcenfluéncia em mais de um

fendtipo.

O efeito deOfill sobre a locomocgao central no campo aberto e aipumsle alcool
sugere uma relacao positiva entre comportamentasiorados a ansiedade e consumo de

alcool em fémeas (Capitulo 1). Confirmando estudi@vios (Ramos et al.,, 1999), os
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resultados do presente estudo demonstraram clat@mea os animais cujos alelos eram
LEW emOfill exibiram maior locomogé&o central no campo abeotguk os animais com
alelos SHR. Este locus, no entanto, ndo afetou@rocao periférica no campo aberto nem
a locomocgcao em um ambiente menos desafiador (loc@mem caixas de atividade), o que
estaria coerente com o seu perfil especifico f@clo a “ansiedade”. De maneira
interessanteOfill também afetou o consumo de &lcool em fémeas. Nesigdo, é
importante destacar que os animais com alelos LEBYd pste locus (menores niveis de
comportamentos relacionados a ansiedade) tambésurminam menos alcool do que os
animais com os alelos SHR e@fill. Ao contrario do que foi observado nas linhagens
parentais, em que ratos SHR (considerados menagfsas”) consomem mais alcool do
que ratos LEW, a utilizacdo desta estratégia decdel genética favorece o estudo da
relacdo positiva ansiedades consumo de &lcool. A identificacdo de outros QTas
mesma regido do cromossomo 4 afetando o consumalcdel em outros pares de
linhagens de ratos (Carr et al., 1998; Tereninaldig et al., 2003ab) torna esta regiao
particularmente promissora para a identificaca@el®es com efeito sobre o consumo de
alcool e sua relacdo com os niveis de ansieda€i¢o(pfeiotropico).

De acordo com a hipétese de reducgéo de tenséo éCdib6), os individuos com
altos niveis de ansiedade seriam mais vulneravigigiacdo e a manutencdo do consumo
de alcool pela busca do efeito ansiolitico destastdmcia. Na clinica, as taxas de
comorbidade entre transtornos de ansiedade e @micmolsdo excepcionalmente altas
(extrapolando a probabilidade de ocorréncia accdcksta relacdo provavelmente reflete a
sobreposicdo de fatores bioldgicos, porém estesecasp sdo frequentemente

negligenciados na clinica, o que torna o diagnd®itratamento dos “alcoolistas ansiosos”
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particularmente ineficientes. As bases molecularelvidas nestes processos sao muito
pouco compreendidas devido, em parte, a falta dielos animais adequados.

O locusOfil2 ndo exibiu o efeito esperado sobre a locomocatatemo campo
aberto, mas modulou a inibicdo comportamental de&& avaliadas no teste de inibigao do
sobressalto acustico pelo pré-pulso (Capitulo @§laVia, este locus ndo afetou os niveis
basais de sobressalto acustico. Morméde e colatresa(R002) relataram que ratos “High-
line” (que correspondem a ratos L4/S7 no presesttede), que fizeram mais cruzamentos
no centro do campo aberto (“menos ansiosos”) doagueatos da linhagem “Low-line”
(correspondendo a ratos S4/L7), também exibiram onesn niveis de inibicdo
comportamental. Estes resultados conduziram ogesutd sugerirem que as diferengas
destas linhagens em relacdo a locomocédo em ambiavesivos poderia estar relacionada
com diferencas em processos de inibicdo comport@in@mpulsividade). Os resultados
do presente estudo permitiram dissociar as respsctinfluéncias deOfill e Ofil2,
revelando que as ratas com alelos SHROdil2 exibiram menores niveis de inibicdo pelo
pré-pulso do que as ratas com alelos LEW. Destmdoé possivel concluir que as
diferencas de impulsividade observadas por Mormeédeolaboradores (2002) foram
produzidas poOfil2 e ndo polOfill. Estes dados ainda reforcam a especificidadefiite
sobre comportamentos relacionados a ansiedade.

Até o presente momento somente um estudo identifgbLs modulando inibi¢ao
do sobressalto acustico pelo pré-pulso em rato$mePae colaboradores (2003)
encontraram um QTL significante no cromossomo RAteocsugestivo no cromossomo 18.
Portanto, o presente estudo adiciona informacéttareio um QTL no cromossomo 7

afetando a inibi¢cdo pelo pré-pulso em fémedd2 modulou ainda a sensibilidade ao efeito
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hiperlocomotor da cocaina em fémeas. As ratas cganétipo LEW neste locus exibiram
maior sensibilidade ao efeito da cocaina.

As duas regides gendmicas, foco do presente estddafetaram o comportamento
dos ratos machos no teste do campo aberto, lab&mtcruz elevado, consumo de élcool,
reflexo do sobressalto e inibi¢cdo pelo pré-pulsm.eNtanto, foi verificado quefill afetou
significativamente a reatividade comportamenta¢eroendocrina induzida pela exposi¢ao
dos ratos ao odor de um predador (Capitulo 3)oBsérvado que os ratos com alelos LEW
em Ofill exibiram maior analgesia induzida pelo TMT, mas, @ntraposi¢do, menores
niveis de corticosterona do que os animais conosl8HR. Este é o primeiro estudo a
revelar um QTL para analgesia induzida pelo estresa ratos. Nossos dados ainda
reforcam os resultados publicados recentementépt@nza e colaboradores (2004) onde
foi identificado um QTL na mesma regido @&l1 afetando os niveis de corticosterona
(avaliados no fim de tarde) de ratos machos emruzamento entre as linhagens LEMY/
Fischer 344. Apesar destas duas variaveis refietigpectos relacionados a reatividade ao
estresse (Mogil, 1999; Mormede et al., 2002a),08adstudos mostram que as respostas
comportamentais e neuroenddcrinas podem ser dislsscie moduladas por diferentes
substratos biologicos (File et al.,, 1993b). Levargtao consideracdo o fato de que
praticamente todas as drogas com potencial de gimssuem efeitos analgésicos, o que
sugere a sobreposicdo de mecanismos neurobiolo@itasklin, 1998), e da estreita
relacdo do eixo HPAs drogas de abuso (particularmente para psicodstint@s), nossa
hip6tese é que estas regides genbmicas poderiaengmlmente modular respostas
induzidas pela cocaina.

Confirmando nossas expectativasill afetou o desenvolvimento de sensibilizagcéo

psicomotora pela cocaina (Capitulo 4). De formaremte, os animais que exibiram
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maiores niveis de corticosterona no fim de targ@sestresse (ratos com alelos SHR em
Ofill) também exibiram comportamento de levantar coms nfi@qiéncia durante o
processo de desenvolvimento da sensibilizacao&irtac

Os QTLs estudados no presente trabalho sdo regifsds/amente grandes e com
um grande numero de genes potencialmente capazeffudgmciar os fenotipos analisados.
A maior parte dos efeitos comportamentais obsewsradqresente estudo foi decorrente de
Ofill. Os genes que codificam para o neuropeptideo Mg, ¢gpainucleina (modulador do
sistema de dopamina), para os receptores NK1 ddadsudia P e para a subunidade 2B do
receptor NMDA do glutamato ja foram mapeados eagitise na vizinhanca ou dentro de
Ofill (detalhes das posi¢cBes de mapa podem ser enamitracsitio Rat genome database
da internet, http://rgd.mcw.edu/). Sendo assimjdiea sua localizacdo no genoma e as
suas fungbes comportamentais (Liang et al., 200Bd&y et al., 2005; Spanagel et al.,
2005; Vendruscolo et al., 2003), estes genes paderonsiderados candidatos potenciais
para a predisposicdo genética de ratos a exibir@mrnou menor nivel de ansiedade,
consumo de alcool, niveis de corticosterona e Biidside a cocaina. Alguns estudos
recentes mostram que os ratos LEW tém menoressniei expressao do gene do
neuropeptideo Y no hipocampo em relacdo aos rdtds 8 expressdo do ger@&rin2b
(codifica para a subunidade 2B do receptor NMDAhimbpcampo ou hipotalamo néo foi
diferente entre as linhagens (Izidio, 2005). A siigacdo aprofundada da expresséo de
genes, como estes acima descritos ou outros, affesedo cérebro de ratos LEW e SHR,
constituiria uma abordagem importante para o eimemto das bases genéticas da relagéo
entre ansiedade e alcoolismo, niveis de corticmstéere sensibilidade aos efeitos da

cocaina, etc.
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E preciso enfatizar que o fato de um mesmo locter @sfluenciando diferentes
tracos nado significa necessariamente que elesaestepb o0 controle do(s) mesmo(s)
gene(s), pois genes vizinhos podem modular indeppgamente diferentes tracos. A Figura

27 mostra as possibilidades de acdo das re@ifidse Ofil2 em mais de um fenatipo.

Genes Proteinas Yias Comportamento  Efeito genético

. —_— - —_— - —_— O Mendeliane
. — - — - — Q Mendeliano

— — s —
. - \ Pleiotrépico
O

® -m -a» .0

i Multigéni
® -1 @ ><:—» O & pislotrepies
® - H - -

Figura 27- Esquema didatico dos possiveis efeitos de gem@glos emOfill e Ofil2. Os
genes através de suas expressdes levam a sintpsstalaas especificas. Estas proteinas
participam de numerosos eventos celulares e emcei@brais que acabam modulando o
comportamento (ansiedade, reatividade ao estredsmgas). A figura apresenta trés tipos
de acdo genética: i) genes afetando essencialmenteico fenotipo (ou comportamento)
(heranca mendeliana); ii) um Unico gene afetando,npecanismos biol6gicos comuns,
mais de um fendtipo (efeito pleiotropico); iii) male um gene afetando o mesmo fenétipo,
e também um unico gene afetando mais de um fendtmdtigénico e pleiotrépico).
Adaptado de (Lovinger e Crabbe, 2005).

Para finalizar, a estratégia de selecdo baseadamaradores constitui uma
ferramenta Unica para a confirmacao de QTLs e permiestudo amplo das regides de
interesse em qualquer fendtipo desejado. Confirmstender e compreender melhor o
efeito de QTLs é uma etapa importante e neceseariausca de genes que controlam

fendtipos complexos.
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10- CONCLUSOES

Em conjunto, os resultados do presente estudo levdas conclusdes principais:

1) A ampla caracterizacdo fenotipica das linhagengéisicas de ratos LEW e SHR
sugere que este par de linhagens exibe perfis dipsicoenddcrinos” distintos sendo,
portanto, Uteis no estudo genético de uma variedideespostas comportamentais e
fisiologicas relacionadas as reagfes de defesadembndéncia de drogas. Estas linhagens
também podem favorecer o estudo de algumas conivpssselacdes genéticas: i) Ratos
SHR: niveis de inibicdo comportamental, consumadldeol e sensibilidade aos efeitos de
hiperlocomocéo da cocaina; ii) Ratos LEW: nivesadsiedade e efeitos da cocaina sobre

0 eixo HPA.

2) A dissecacdo das regio€Xill e Ofil2 pode ser promissora na identificacdo de
gene(s) e produto(s) génico(s) influenciando resigoelacionadas as reacdes de defesa e
de dependéncia de drogas. Os resultados do prestut® ainda corroboram a hipétese de
qgue diferentes fendtipos podem estar sob a inflaéte mecanismos genéticos comuns.
Além disso, a acdo de uma regido genémica sobrdatemminado fenétipo € dependente
do sexo. Estes resultados ressaltam, acima de duclimplexidade da influéncia genética
sobre o comportamento, provavelmente envolvenderdgbes entre genes, género e

ambiente.
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12- ANEXOS

Parte dos resultados que compdem esta Tese forblioguos, ou submetidos, em

revistas internacionais especializadas. Outrogosrem fase de preparacao.
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Evidence for a female-specific effect of a chromosome 4
locus on anxiety-related behaviors and ethanol drinking

in rats
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Previous studies using the inbred rat strains Lewis (LEW)
and spontaneously hypertensive rats (SHR) led to the
mapping of two gquantitative trait loci, named Ofil1 {on
chromosome 4 of the rat) and Ofil2 (on chromosome 7,
for open-field inner locomotion, a behavioral index of
anxiety. Studies using other strains showed that the
region next to OFIT influences measures of not only anxi-
ety but alse ethanol consumption. In view of the high
prevalence of psychiatric disorders such as anxiety and
alcoholism, as well as the comorbidity between them,
the present study was designed to better characterize
the contribution of these two loci to complex emotional
and consummatory responses. Rats deriving from an F2
intercross between the LEW and the SHR strains were
selected according to their genotype at markers flanking
the loeci OfT and Of12 and bred to obtain lines of rats
homozygous LEW/LEW or SHR/SHR for each of the two
loci, thus generating four genotypic combinations. These
selected animals as well as purebred LEW and SHR rats of
both sexes were submitted to a battery of tests including
measures of locomotor activity, anxiety, sweet and bitter
taste reinforcement and ethanol intake. Lewis rats dis-
played more anxiety-like behavior and less ethaneol intake
than SHR rats. OfilT (on chromosome 4] affected both the
activity in the center of the open field and ethanol drinking
in females only. These results suggest that OfilT contains
either linked genes with independent influences on anxiety-
related responses and ethanol drinking or a pleotropic gene
with simukaneous effects on both traits.

Keywards: Alcoholism, anxiety disorder, behavior genetics,
elevated plus maze, marker-assisted selection, open field,
ol self-administration paradigm, guantitative trait locus
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Anxiety disorders are the most freguent psychopathologies,
with approximately 25% of the population being affected
somatime in their lives [Anagnostaras af al 1998) and with
aclear preponderance of women baing found among anxious
patients (Blanchard et & 1285}, Alcobol (ethanoll abuse,
ancther frequent psychiatric disorder, is also considered as
a major problem of public health (Pearson 2004). Besides the
fact that it increases the risk of several life-threatening dis-
easas, such as cancer and liver cirthosis, ethanoldependent
individuals hawe high rates of co-occuming psychiatric condi-
tions such as anxiety, depression and schizophrenia (Le
Fauve et al. 2004). The influence of genetic factors on such
psychopathologies has been widely demaonstrated (Cloninger
1987, van de Wetering af al. 1998), but this effect is stil
poorly understood at the molecular level Therefore, the
identification and characterization of predisposing genes
would certainly be a major advance for preventing and treat-
ing peychological disorders such as alkcoholism and anxiaty.

Quantitative trait locus IOTL) analysis kas been employed
to study the underlying molecular bases of complex (and
probably polygenic) phenatypes. Sewveral anxiety- and ethand-
related (OTLs hawe already been identified, maostly in mice
but also in mats (Flint 20031 Although it has been proven
difficult to identify genas controling behavioral phenotypes
through QTL analysis, this approach has provided abundant
information on the genetic architecture of behaviors, and
specific genes are beginning to be identified (Flint 2003;
korstanje & Paigen 2002, Liang et al 2003, Yalkin et al
2004}

One freguently used method for OTL detection consists in
the production of a segregating population (F2, FX or back-
cross) by crossing two inbred strains that ane contrasting for
a trait of interest. The inbred rat strains Lewis ILEW) and
spontanecusly hypertensive rats (SHE) provide a useful
genctic model for the study of anxiety. Lewis rats show
higher indices of anxietyrelated behaviors when submitted
to a wariety of behavioral tests such as the elevated plus
maze, open field, blackfwhite box and elevated T maze com-
pared with SHR rats, without differing in relation to several
measuras of geneml locomaotion in either novel or familiar
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Abstract

Background: Attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) isa complex
neuropsychiatric disorder with a substantial genetomponent. The Spontaneously
Hypertensive Rats (SHR), considered as a good ammodel of ADHD, also show less
anxiety-like behaviors than Lewis (LEW) rats. Theewof these inbred rat strains led us to
the mapping of two quantitative trait loci (QTLamedOfil1 (on chromosome 4) ar@fil2

(on chromosome 7), related to locomotion in thetreémnd aversive area of an open field.
Herein, we examined whether LEW and SHR rats diffehe acoustic startle reflex, a test
used to study the neurobiology of anxiety, andha prepulse inhibition of the startle
response, which is known to be impaired in ADHDiguats. The effect of the two
aforementioned loci on these behavioral responses also studiedviethods: For this
latter purpose, rats deriving from an F2 interciossveen the LEW and SHR strains were
selected according to their genotype at markersiitey the QTLs and bred to obtain lines
of rats homozygous LEW/LEW or SHR/SHR for each led two loci, thus generating 4
genotypic combinationResults: The SHR rats displayed decreased startle and Iseepu
inhibition levels when compared to LEW ra@fil2 affected prepulse inhibition in female
rats only.Conclusions: The results suggest that the LEW and SHR stramsjapropriate
for studying mechanisms of sensorimotor gating emlicate that the locu®fil2 on rat
chromosome 7 contain genes controlling prepulséitidn, a neuro-behavioral trait of
ADHD.

Key words Quantitative trait locus (QTL); behavior geneti@xiety; acoustic startle
reflex; prepulse inhibition; marker-assisted seétextrats, inbred SHR; rats, inbred Lewis.
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Abstract

The exposure of animals to a variety of stressfténés can induce behavioral and
physiological responses, which can be modulatedrbyety levels. It is well recognized
that genetic factors play a substantial role irkaotxiety and stress reactivity. The present
study examined the effect of 2,4,5-trimethylthiézel(TMT), a component of fox feces, on
nociception and corticosterone levels in Lewis (LE&%d SHR inbred rat strains (which
display genetic differences in anxiety models sashthe elevated plus-maze and open-
field). The influence of two quantitative trait Iq€QTL), namedOfill andOfil2, which are
known to affect emotionality in LEW vs. SHR intavsses on the responses to TMT was
also investigated. LEW and SHR rats of both sexgglaled similar levels of behavioral
and neuroendocrine responses after TMT exposure.ey®ected, TMT odor stress
produced analgesia and enhanced corticosteronés.l€@1 on chromosome 4 affected
both analgesia and corticosterone release indugedNdT, in males only.Ofil2 on
chromosome 7 had no effect. The results suggestbiiaaviors measured in classical
models of generalized anxiety and reactivity t@esdrproduced by predator odors can be
genetically dissociated. Finding a locus with arfedf on the behavioral and
neuroendocrine responses to stress representdatti@gs point in the search for genes
responsible for stress-related traits.

Key words:Defensive system; Behavior genetics; Quantitatiag locus (QTL); Genomic
regions; Marker-assisted selection; HypothalamioHairy-adrenal (HPA) axis.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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