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RESUMO

Em mamiferos, filhotes recém-nascidos necessitam de cuidados para que tenham sucesso
em seu desenvolvimento. Esse sucesso estd diretamente relacionado ao cuidado materno,
cujas alteracdes na emocionalidade da mée podem afetar o desenvolvimento dos filhotes nos
estagios iniciais ou mesmo a propria emocionalidade dos filhotes na idade adulta. No presente
estudo investigamos a emocionalidade no periodo materno, utilizando o teste de campo
aberto, em fémeas de camundongos SM/J, LG/J e geracOes F; e F, deste intercruzamento,
sendo a ultima também testada para fase ndo materna. Também averiguamos se a
emocionalidade em fémeas F, estava associada com a variacdo do ganho em peso nestas
fémeas e com a viabilidade de sua progénie. Finalmente, utilizamos a analise de QTLs
(Quantitative Trait Loci) com o intuito de estudar a arquitetura genética da emocionalidade na
fase pos-parto. A analise etoldgica revela indicios de que fémeas LG/J apresentam um maior
nivel de ansiedade quando comparadas com fémeas SM/J. As geracdes F; e F, ndo
apresentaram diferencgas significativas na maioria dos fendtipos analisados e no contraste
entre fase materna e ndo materna para fémeas F,, as Gltimas parecem ser menos ansiosa que as
primeiras. Na relacdo entre ansiedade e ganho em peso entre as fémeas F,, verificamos que
varios dados etoldgicos estdo significativamente associados com o ganho em peso em algum
periodo da vida destas fémeas. No entanto, as variacdes etoldgicas parecem nao interferir na
sobrevivéncia da progénie. A analise de QTL revelou 11 QTLs individuais associados aos
fenotipos groming, imobilidade, atividade no centro e atividade motora, que respondem entre
5 a 9% da variacdo de emocionalidade. Além dos QTLs individuais, encontramos um total de
76 QTLs epistaticos envolvendo os cinco fenotipos avaliados, que juntamente com os QTLs
individuais explicam de 24 a 53 % da variacdo de emocionalidade em fémeas p6s-parto. Este
estudo permitiu a identificacdo de potenciais genes candidato, bem como o tamanho relativo
dos efeitos do gene e os padrdes de acdo génica afetando emocionalidade em camundongos.
Esses resultados revelam que a arquitetura genética da emocionalidade de maes LG/J x SM/J
é complexa, pois indica a existéncia de muitos genes, incluindo as interacdes entre eles em
uma complexa rede de epistasia. Além da base genética, vale ressaltar que o ambiente
também pode apresentar um grande impacto nas emocBGes por meio de mecanismos

epigenéticos.

Palavras-Chave: Ansiedade. Emocionalidade. Teste de Campo aberto. Camundongo.



ABSTRACT

In mammals, newborns need parental care, mostly maternal care, to succeed in
development. Mother emotionality may affect development at initial stages or even
emotionality of the offspring in adulthood. In the present study we investigate emotionality, in
maternal period, by performing the open field test in mice females from SM/J, LG/J inbred
lines and generations F; and F, from this intercross. F, females were also tested in non-
maternal phase. We investigate if F, females’ emotionality was associated with variation in
weight gain and offspring viability. Finally, we perform QTLs analysis (Quantitative Trait
Loci) aiming to study genetic architecture of emotionality at postpartum phase. Ethological
analysis indicates that LG/J females seem to have higher level of anxiety when compared to
SM/J females. F; and F;, generations did not show significant differences in most of the
phenotypes analyzed. In the contrast between maternal and non-maternal phases of F;
females, it seems females were less anxious in non-maternal phase. In the relationship
between anxiety and weight gain among F, females we observed that several ethological data
show significant association with weight gain in some period of life of these females.
However, the ethological variations do not seem to interfere in the offspring survival. QTL
analysis revealed 11 individual QTLs associated to the phenotypes grooming, immobility,
activity at center, and motor activity, that accounts between 5 and 9% of emotionality
variation. Beside individual QTLs, we found a total of 88 epistatic QTLs involving the five
evaluated phenotypes that together with the individual QTLs explain 24 to 53% of
emotionality variation in postpartum females. The present study allowed the identification of
putative candidate genes, as well as their relative size effects and patterns of gene action
affecting mice emotionality. These results reveal that genetic architecture of emotionality of
LG/J x SM/J dams is complex, since indicate the existence of many genes, including the
interaction among them in a complex network of epistasis. Besides the genetic basis, is worth
noted that environment also have a important impact in emotions through epigenetic

mechanisms.

Keywords: Anxiety. Emmotionality. Open Field Test. Mice



SUMARIO
L. INTRODUGAO . ...t seeeesessssosessssssssssssse e eeesssenne 8
1.1 Emocionalidade € @nSIEAATE..............cueueieieieiiiiceeeeeee et 8
1.2 Teste de CampPO ADEITO........cceuiuiiiiiictee ettt s e 10
1.3 Bases genética da anSIEUAUE ..........ccovvvieiriririieeeeee ettt 13
1.4 Ansiedade e Comportamento MAterNO...........cceveveveveverereieeieiceeeeeese e 15
2.0BIETIVOS ..ottt bbbttt a e as 19
3. MATERIAL € METODOS ........ooooooovoeeeeoeesseessseeeeseeseeeeeeeseeoeemmssssssssssessseseeeesessssssssessensssnnns 19
L1 ANIMAIS ..ottt ettt bbbttt s et s bbbt as bt e s st et ete et et esnanane 19
3.2 FENOLIPOS QVAIIAUOS ........cueeieiricirirce ettt 21
3. 2.1 CrESCIMENTO .....vivieieeeeeieteeteete ettt et et et ettt te et e et et et et e s esseseeseebeebesbe b e s ensenseseeseeseereerenes 21
3.2.2 EMOCIONAIIAAAE ......ceveveeeietieteetectetee ettt ettt ere b ae e 21
3.2.3 Procedimentos 1aboratoriais ..........cccoveieeeuieiiciiciccieceeeee ettt 24
3.3 ANAliSE A0S RESUITAUOS ........ceuieiieiiiiieieiee ettt 25
3.3.1 ANAliSe A CrESCIMENTO......ccvieviiteieeeeeeeete ettt te et re et e teebesbe st e s e s eneeneeseebeeseeaenns 25
3.3.2 Analise emMOCIONAIAATE. ........c.ecvevieeriierieieieieeee e eas 26
3.3.3 Analise da relagdo entre peso/crescimento e emocionalidade/sobrevivéncia e entre

sobrevivencia € emoCioNAlAAE...........c.ccvevveieieieeeeetcce ettt 26
3.3.4 ANALISE QT L oottt ettt ettt et ettt s s eteeaeeteebeeae et et et ensenseneeaeereerenns 26
3.3.4. 1 QTLS INIVIAUAIS .....oovvevierietieieieieeeeete ettt ere bt a e ereebeebeerens 27
3.3.4.2 QTLS BPISLALICOS ....cveevrereeeieteiteieeete ettt ete et te ettt e e besbesbe st e s e s easeseeseebesrens 28
4. RESULTADOS ...ttt ettt 28
4.1 CrESCIMENTO ....cuceieeiiieeetee ettt bbb bbb bbbttt as s ss s s e s 28
4.2 EMOCIONAIAAR.........cvevieiieecieee ettt snas 32

4.3.Relacéo entre crescimento e emocionalidade/sobrevivéncia e entre sobrevivéncia e
EMOCIONAIIAAUE ...ttt ss b an e 39
4.4 ANALISE 0B QTLS oottt ettt ettt ettt s et ese e e teanaes 40
4,40 QTLS INAIVIAUAIS ..c.veeveeericteeeeieteceeecre ettt ettt et e seeeteeresteeseebesteessessesrsensesssennas 41
4.4.2 QTLS EPISTALICOS .....eeuiivierieticiesieieeet ettt ettt sttt e e e et e re st e s te s e se e eseeseeseeseeaesrens 44

5. DISCUSSAO. ..o e e s e e e s s s s s s s 52



D1 CrESCIMENTO .ottt ettt e et e e et e et e eaeeeeeeaeeeaaeeaseaeseeseeeseesaseeaseeaseesseesnesanena 52
5.2 EMOCIONAITAAAR ... ettt e e e et e e e e et e et e et e eeeeseeeseeeseseeaeeeseeeseeesanesaeeea 54
5.3 QTLS individuais € EPISTALICOS ........cueviurureriiririreieerieieereet ettt 63
B. CONGCLUSOES ... s ee e s e s ee s 70

1. BIBLIOGRAFIA ...ttt e 72



1. INTRODUCAO

1.1 Emocionalidade e ansiedade

Emocionalidade ou emotividade é o estado de ser emocional, que consiste em um
grupo de reacdes organicas, experienciais e expressivas e denota um aumento geral ou uma
condicdo excitada do animal (HALL, 1934). Esse termo é utilizado para descrever uma serie
de fatores complexos, como por exemplo, medo provocado por ameacas percebidas como
predador e outros perigos ambientais (WALLACE; ROSEN, 2000), e sensibilidade ao
estresse (GOSLING; JOHN, 2005). Um dos componentes mais importantes das emocdes é a
ansiedade, porém frequentemente sdo usadas como sinénimos. Ela é formada pela
combinacdo de componentes somaticos e cognitivos e aparece mediante estimulos
potencialmente ameacadores, normalmente acompanhada do aumento do ténus muscular, da
frequéncia cardiaca e respiratoria, da pressao arterial e da dilatacdo de pupila. Tais respostas
ocorrem em animais em geral (BLANCHARD; BLANCHARD, 1972).

A ansiedade é considerada um fendmeno complexo, no qual envolve varias estruturas
do encéfalo, dentre elas, a amigdala. Dela partem sinais que sdo direcionados a outros
nucleos responsaveis por gerarem respostas fisioldgicas, comportamentais, autonémicas e
hormonais relacionadas a ansiedade (BRANDAO, 2008). A fisiologia da ansiedade, de
maneira geral, é dada por condicBes estressantes que acarretam alteracbes hormonais
desencadeadas por um desequilibrio do eixo Hipotalamo-Hipo6fise-Adrenal, e mediada pela
acdo de uma serie de neurotransmissores (KANDEL et al, 1995). Portanto, estimulos sdo
detectados pelo coértex, tdlamo e hipocampo e as informagdes chegam até a amigdala.
Impulsos nervosos partem do nicleo central da amigdala e chegam ao cértex, hipotdlamo e
tronco encefélico, iniciando as respostas comportamentais relacionadas a ansiedade

(BRANDAO, 2008).



Ansiedade e medo sdo comportamentos que estdo relacionados, pois ambos aparecem
mediante & presenca de ameaca. Isso tém gerado dificuldades em definir e entender as
diferencas entre eles (GRAEFF, 2007). Porém, segundo Blanchard e Blanchard (1988),
ansiedade é a emocao relacionada ao comportamento de avaliagdo de risco, em situacdes que
0 perigo é incerto (ameaca potencial), seja porque o contexto é novo ou porque o estimulo do
perigo (por exemplo, um predador) esteve presente no passado, mas ndo esta mais no
ambiente. Ao contrario, 0 medo esta relacionado a estratégias defensivas que ocorrem em
resposta ao perigo real que esta a certa distancia da vitima (ameaca presente). Neste caso, 0
animal pode evitar a situacdo sempre que existir uma rota de fuga disponivel ou pode se
tornar imobilizado (congelamento) quando ndo ha nenhuma saida. Assim, ansiedade e medo
parecem ser estados emocionais qualitativamente diferentes, que estdo relacionados a dois
tipos de reacdes de defesa, 0 primeiro a ameaca potencial e o segundo a ameaga proxima
(GRAEFF, 2007).

Vaérios fatores ambientais, em humanos, podem estar associados a ansiedade, sendo
eles o tabagismo, consumo de &lcool, e ingestdo de alimentos, desencadeando a obesidade
(STRINE et al, 2008). Em camundongos, 0 ganho em peso também pode estar diretamente
associado a alteracdo da emocionalidade. O mGIuR8 (Metabotropic glutamate receptor 8) é
um dos oito receptores de glutamato, o principal neurotransmissor excitatério do sistema
nervoso central de vertebrados. Quando ativado inibe a liberacdo de glutamato (TONG et al,
2002). Esse receptor esta localizado em terminais pré-sinapticos no hipocampo no tubérculo
olfatorio e cortex (WADA et al, 1998). Além disso, andlises histologicas e farmacologicas
em ratos locarizaram o0 mGIuR8 em células de ilhotas pancreaticas (TONG et al, 2002).
Camundongos com o gene mGIuR8 inativo sdo em média 8% mais pesados que
camundongos tipo selvagem. Ainda, 0s animais que ndo expressam 0 gene em questdo

apresentaram uma maior ansiedade quando testados no campo aberto e o labirinto em cruz
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elevado (DUVOISIN et al, 2005). Assim, obesidade e ansiedade podem estar correlacionadas
em roedores, assim como em humanos, incluindo associagédo com depressdo (SARWER et al,
2005; STRINE et al, 2008). Obesidade e depressdao sédo condi¢cbes multifatoriais que sdo
influenciadas por bases genéticas e pelo contexto ambiental, como por exemplo, 0 ambiente

familiar (WHITAKER, 2004).

1.2 Teste de Campo aberto

Pelo seu carater subjetivo, a emocionalidade ndo pode ser diretamente medida. Por
isso, foram desenvolvidos ao longo da historia varios testes para avaliar o comportamento e
emocionalidade/ansiedade em animais ndo humanos, entre eles caixa claro e escuro
(COSTALL et al, 1989), labirinto em cruz elevado (LISTER, 1987; PELOW et al, 1985) e
campo aberto (HALL, 1934). Estes testes baseiam-se no confronto do animal com um
ambiente novo, vivenciando o conflito entre o impulso de explorar a area/objeto
desconhecidos, curiosidade, e a motivacdo para evitar potenciais perigos (CRUSIO, 2001;
STEIMER; DRISCOLL, 2003).

O teste de campo aberto ou arena foi criado pelo psicélogo Calvin Hall, na década de
1930. O aparato desenvolvido por ele tinha o formato circular com 1,2 m de didmetro e
paredes com 0,45 m de altura. Atualmente foram desenvolvidas variacfes nesse teste
conforme o interesse da pesquisa. Sdo encontradas variacbes no tamanho e forma da arena
(ELIAM, 2003), e na intensidade e cor da iluminacdo (WALKER; DAVIS, 1997).
Originalmente o teste de campo aberto foi desenvolvido para avaliar comportamento em
roedores. Entretanto, ele tem sido utilizado para estudo de comportamento em outros modelos
animais, tais como galinhas (WEBSTER; HURNIK, 1990), porcos (MORMEDE et al, 1994,
DONALD et al, 2011), (VILLALBA et al, 2011), coelhos (JOZWIK et al, 2009) entre outros

(FORKAMAN, 2007).
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O processo de avaliacdo do campo aberto geralmente envolve o confronto forgado do
animal, ao ambiente novo a partir do qual o escape é impedido por paredes circundantes
(WALSH; CUMMINS, 1976). O animal é colocado no centro ou proximo as paredes do
aparelho e vérios itens comportamentais séo registrados por um periodo que pode variar de
dois a 20 minutos, sendo que o periodo mais utilizado é o de cinco minutos (PRUT;
BELZUNG, 2003). No passado, o estudo do comportamento utilizando o teste de campo
aberto era feito por observagéo direta do animal submetido ao teste, ou seja, o pesquisador
avaliava o animal enquanto o teste acontecia. Atualmente utilizam-se cadmeras filmadoras
para gravacdo dos testes e andlise posterior dos videos. Uma forma talvez mais precisa de
andlise é a utilizacdo de programas de computadores que analisam 0s movimentos e
comportamentos etologicos dos animais de forma automética (DRAI; GOLANI, 2001). A
grande vantagem € a economia de tempo e a precisdo dos resultados, entretanto, o empecilho
principal € o alto custo desses programas.

Os dados etoldgicos geralmente observados, e que podem informar a respeito da
emocionalidade e ansiedade sdo: defecacdo, grooming, imobilidade, levantamento, distancia
percorrida no centro e periferia do campo aberto e tempo de permanéncia nessas regides
(CAROLA et al, 2002).

Roedores quando expostos a um ambiente novo podem apresentar um alto grau de
defecagdo causado por ativacdo do sistema nervoso autonomo (HALL, 1934). No entanto,
inicialmente se propunha que um baixo grau de ambulacdo também parecia uma resposta de
medo dos animais expostos a esse novo ambiente (BROADHURST, 1969; HALL, 1934,
GENTSCH et al, 1987; GRAY, 1979). Portanto, de acordo com essa visdo, o nivel de
emocionalidade de um roedor seria positivamente relacionada com a defecacdo e

negativamente relacionada com a quantidade de ambulacdo durante o teste de campo aberto.
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Outros autores, entretanto, discordam, ja que varios estudos mostraram decréscimo tanto na
ambulacdo quanto na defecacéo e ndo uma correlagéo inversa (RAMOS et al, 1997).

Um importante componente do repertério comportamental de varios animais, mas
principalmente roedores, é o grooming. Animais, em geral, realizam essa a¢do principalmente
para higienizacdo da superficie corporal. Entretanto, o grooming, também possui um papel na
termorregulagdo, estimulagdo da pele, comunicacdo quimica, interacdo social e reducdo do
estresse (SMOLINKSY et al, 2009). Estudos vém demonstrando que esse comportamento se
mostra sensivel a acdo de ansioliticos (CRAWLEY et al, 1983; MOODY et al, 1988) e
ansiogénicos (FERRE et al, 2008; NOSEK et al, 2008). O grooming, em roedores, possui
uma microestrutura que segue um padrdo complexo seguindo a direcdo cefalocaudal, é
composta por quatro fases sequenciais e complexas que podem ser distinguidas (BERRIDGE
et al, 2005; KALLUEFF et al, 2007). Ha indicios de que, em roedores, essa microestrutura se
mostra sensivel a fatores estressores. Portanto utilizar o grooming como ferramenta para
deteccdo de ansiedade implica em fazer, além de uma analise quantitativa, uma andlise
qualitativa, utilizando a andlise da microestrutura desse comportamento (KALUEFF;
TUOHIMAA, 2005).

Roedores, em geral, evitam locais abertos e iluminados, essa aversdo € natural e
também é apresentada frente a novidades, como objetos desconhecidos ou mesmo a
ambientes novos (STEIMER; DRISCOLL, 2003). Essa situacdo pode gerar no animal, além
do comportamento ansioso, 0 medo e o0 estresse. Uma medida que vem sendo usada para
detectar esses comportamentos no campo aberto € a imobilidade (ARCHER, 1979;
ROOZENDAAL et al, 1992). Assim a imobilidade esta associada com a medida de reagéo de
medo a espacos abertos, sendo correlacionada negativamente com medidas de atividade no

centro (FILE, 2001; HOLMES et al, 1998).
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O teste de campo aberto também € utilizado para avaliar atividade locomotora e
exploratoria em camundongos e ratos, pois esses dados podem ser um indicativo de ansiedade
nesses animais (CRAWLEY; GOODWIN, 1980). Desta forma, a emocionalidade pode ser
avaliada através da exploragdo do ambiente, verificada pela distancia percorrida no campo
aberto e levantamento, ou seja, quando o roedor fica apoiado somente nas patas traseiras.
Valores de distancia e levantamento sdo importantes, pois, sdo indicativos indiretos de
emocionalidade/ansiedade (CHOLERIS et al, 2001). Assim, animais que percorrem uma
maior distancia e levantam mais frequentemente, durante o periodo de teste, sdo considerados
menos ansiosos, logo, animais mais ansiosos tendem a explorar menos o campo aberto.

Roedores espontaneamente preferem a periferia do aparelho e evitam a atividade na
parte central do campo aberto, sendo que uma maior atividade na regido central indica uma
menor ansiedade. De fato, camundongos e ratos andam perto das paredes, um comportamento
chamado tigmotatismo ( PRUT; BELZUNG, 2003). Esses parametros comportamentais sdo
sensiveis aos efeitos de ansioliticos, portanto, o teste do campo aberto tornou-se uma forma
padrdo de medicdo de comportamentos relacionados a ansiedade em roedores (PRUT;

BELZUNG, 2003).

1.3 Bases genética da ansiedade

A variagdo do comportamento, assim como a maioria das caracteristicas individuais,
incluindo diferencas na ansiedade, humor, inteligéncia e na sensibilidade as drogas de abuso,
sdo quantitativas, ou seja, a distribuicdo do fenétipo € continua, resultante da variacédo
genetica e ambiental (FALCONER; MACKAY, 1996; STEARNS; HOEKSTRA 2005). Por
isso, para elucidar as bases genéticas de comportamentos em geral, faz-se necessario uma
abordagem completa, utilizando o cruzamento de animais modelos aliado ao conhecimento

proveniente de técnicas moleculares, o que possibilita identificar regides ou até mesmo genes
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relacionados a um comportamento especifico (SHIMOMURA et al, 2001; PERIPATO et al,
2002; LIM et al, 2004). O uso de animais modelos, principalmente o camundongo, é
importante, pois h4 uma congruéncia entre a base neural das emogdes e ansiedade entre
camundongos e humanos (FLINT; CORLEY, 1996), isso porque ha uma manutencdo na
ordem dos genes nos cromossomos entre essas duas especies.

Para uma melhor andlise e compreensdo da base genética de caracteristicas
comportamentais em animais modelo, podem ser utilizadas duas estratégias de investigacgéo,
a genética reversa (reverse genetics) e genética direta (forward genetics) (BOAKE, 2002). A
abordagem de genética reversa utiliza a analise do gene até o comportamento, em que o efeito
de um produto génico no fendtipo é explorado através de sua alteracdo, que pode ser
realizada por tecnologias de nocaute (inativacdo do gene) (KNAUBER; MULLER, 2000),
transgénese (transferéncia de gene) (BOLIVAR et al, 2000), gene trap (mutagdes aleatorias
criadas em células-tronco embrionarias) (LEIGHTON et al, 2001), entre outras. A outra
abordagem, genética direta, parte da andlise da variacdo do fenoétipo com intuito de identificar
genes responséveis pela variagdo. Esta abordagem ira nos fornecer informagdes acerca da
arquitetura genética, ou seja, 0 nimero de genes envolvidos na producdo dos caracteres em
questdo, como os alelos presentes em um locus interagem entre si (dominancia, aditividade),
como os alelos em diferentes loci interagem entre si (epistasia), ou se um determinado gene
esta envolvido na determinacdo de diversas caracteristicas (pleiotropia) (FLINT; MACKAY,
2009). Uma das formas de se estudar a variacdo do fen6tipo, com intuito de identificar genes
responsaveis pela variacdo, € utilizando a andlise de QTL (Quantitative trait locus). Esta
metodologia utiliza a correlagdo entre varios marcadores polimoérficos dispersos nos
cromossomos e o fendtipo, sendo realizada a varredura por todo o genoma por regides que
contenham genes que afetam o carater em questdo (FALCONER; MACKAY, 1996). A

utilizacdo de ambas estratégias, de genética direta e reversa, e se possivel a integracdo entre
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elas, possibilita um estudo mais detalhado e eficaz, permitindo desvendar os mecanismos
genéticos envolvidos no comportamento (BOAKE et al, 2002).

Muitos estudos de genética do comportamento tém obtido resultados favoraveis,
demonstrando que variagfes em fenotipos de comportamento estdo relacionadas a variagGes
genéticas (FLINT, 2003). Vérios QTLs em diferentes cromossomos tém sido associados ao
comportamento em roedores (BAUM et al, 2006; CRAWLEY et al, 1997; PARK et al, 2011;
SINGER et al, 2005; TURRI et al, 2004; WEHNER et al, 1997), tais como o medo
(WEHNER et al, 1997; CALDARONE et al, 1997; VALENTINUZZI et al, 1998), ansiedade
medida no campo aberto (GERSHENFELD et al, 1997; RAMOS et al, 1999; TURRI et al,
2001) e no labirinto em cruz elevado (COHEN et al, 2001; RAMOS et al, 1999), depressado
medida no teste de nado forcado (COHEN et al, 2001; WATANABE, 2010; YOSHIKAWA
et al, 2002), entre outros. A identificacdo dessas regides possibilita e facilita a busca por
genes candidatos que possam ser responsaveis pela variacdo do comportamento em diversos
animais, mas principalmente em camundongos e ratos (FRISCH et al, 2000; FRODL et al,
2007; HORINOUCHI et al, 2004; KALSCHEUER et al, 2008, MACKAY, 2001,

PAPADOPOULOS et al, 2007; ROTZINGER et al, 2010; SAIEPOUR et al, 2010).

1.4 Ansiedade e Comportamento Materno

Nosso grupo vem trabalhando com camundongos do intercruzamento de duas
linhagens endogamicas, SM/J e LG/J. Temos investigado a arquitetura genética do cuidado
materno em varios aspectos desde a auséncia total de cuidado com a prole que afeta a
viabilidade da mesma (PERIPATO; CHEVERUD, 2002; PERIPATO et al, 2002), a aspectos
mais especificos como tamanho de ninhada (PERIPATO et al, 2004), construgdo de ninho

(SAUCE, 2010) e ejecdo de leite (GOES, 2010). Assim, o intercruzamento entre as linhagens
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SM/J e LG/J é de grande importancia para investigar aspectos que podem interferir o cuidado
materno, entre eles a emocionalidade da mae.

O comportamento materno em mamiferos é entendido como todo o cuidado provido
pela mée aos seus filhotes, possibilitando o desenvolvimento de caracteristicas e habilidades
que sejam suficientes para assegurar a sobrevivéncia da prole até que se torne independente
do alimento provido, o leite, e de seus cuidados (CROWELL-DAVIS; HOUPT 1986). Esse
comportamento é complexo e flexivel, exerce efeito direto no desempenho da progénie
(CHEVERUD; MOORE 1994; PERIPATO et al, 2002), possui bases genéticas complexas e
sofre influéncia do ambiente (PERIPATO; CHEVERUD 2002; PERIPATO et al, 2002). O
ambiente proporcionado pela mée também pode influenciar o desenvolvimento emocional de
seus filhos (FRANCIS et al, 1999; MOFFITT et al, 2006) através da modulacdo no
desenvolvimento de circuitos neurais dos filhotes (CALDJI et al, 1998). A emocionalidade da
prépria fémea também desponta como fator importante que pode influenciar a viabilidade da
progénie (MAYER; ROSENBLATT, 1987; HANSEN; FERREIRA 1986; BRUNNER et al,
1999).

O desempenho de uma mde em manter seus filhotes vivos esta relacionado a
componentes gerais como: reconhecimento dos filhotes (NOIROT, 1972); aprendizagem e
memorizacdo (DWYER; LAWRENCE, 2000); e mecanismos de depressdo, medo e
ansiedade (MAYER; ROSENBLATT, 1987; HANSEN; FERREIRA, 1986; BRUNNER et al,
1999). Nesse estudo, pretendemos investigar se o estado emocional da mae exerce influéncia
no cuidado com a prole e consequentemente na sobrevivéncia. Portanto, devido a importancia
que existe no ambiente fornecido pela mée para o sucesso da prole, essa caracteristica possui
um alto valor adaptativo (FALCONER; MACKAY, 1996).

Em mamiferos, os primeiros dias de vida, principalmente a fase de amamentacao, séo

extremamente importantes para o desenvolvimento fisiologico e neurocomportamental da
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prole, como demonstrado em um estudo feito com cées, em que o desmame precoce afetou a
capacidade de interagdo social dos individuos quando adultos (SCOTT; FULLE, 1965). O
mesmo €é observado em gatos e também em roedores, em que 0 desmame precoce, Ou seja, a
diminuicdo da interacdo mée-filhote no inicio da vida, afeta comportamentos sociais futuros
(JANUS, 1987). Vérios estudos tém demonstrado que a variacdo de cuidado materno em
roedores pode apresentar consequéncias relacionadas a ansiedade em sua progénie (CALDJI
et al, 2000). Ainda, o desempenho de uma mée para manter seus filhotes vivos esta
relacionado a varios componentes, dentre eles destaca-se, depressdo, medo e ansiedade
(MAYER; ROSENBLATT 1987; HANSEN; FERREIRA 1986; BRUNNER et al, 1999).
Filhotes de ninhadas cuja mae ndo apresentava o cuidado materno de grooming (limpeza) e
acariciamento apresentaram alto nivel de ansiedade quando comparados com filhotes de
fémeas que apresentavam tal comportamento (CALDJI et al, 1998). O comportamento de
limpeza e acariciamento dos filhotes pode ser transferido de uma geracdo para outra, de
forma que filhas que foram limpas e acariciadas tornardo mées com o mesmo comportamento
(FRANCIS et al, 2003). Em ratos, a separacdo precoce da mée e seus filhotes e 0 desmame
antecipado geram uma aumento na ansiedade e agressividade e prejudica o desenvolvimento
de respostas neuroenddcrinas ao estresse (KIKUSUI et al, 2006). Além disso, essa
precocidade do desmame da prole gera um aumento na agressividade e ansiedade desses
animais quando testados no Labirinto em Cruz Elevado (NAKAMURA et al, 2003). O efeito
da separacdo da mae e do filhote pode modular a emocionalidade em ratos adultos, sendo
que esse efeito depende do sexo dos filhotes (ROMEO et al, 2003). Esse efeito do cuidado
materno no desenvolvimento € observado inclusive em humanos, em que a falta de cuidado
materno no inicio da vida pode ser um fator de risco para transtornos psiquiatricos tais como,
ansiedade e depressdo (PHILLIPS et al, 2005). Essas variacfes nesse comportamento sdo

naturais e podem estar relacionadas a niveis de ansiedade e estresse durante a vida, mas
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principalmente, durante o periodo de prenhez da méde. O periodo da lactacdo é um periodo
importante para a ansiedade, ele tem sido associado como modulador de ansiedade, em que
mées em fases iniciais de lactagcdo apresentam um comportamento menos ansioso em relacéo
ao progresso do estagio da maternidade (BYRNES; BRIDGES, 2006).

Os mecanismos apontados como responsaveis pela variagdo do comportamento
materno com a alteracdo da emocionalidade dos filhos envolvem modificagbes epigenéticas.
Essas modificagcdes envolvem “silenciamento” de regidoes do DNA que estdo ligadas a
expressao de genes que podem afetar o comportamento materno. Este “silenciamento” pode
ocorrer através do mecanismo de metilacdo do DNA ou de modificacdes de histonas, entre
outros (JABLONKA; RAZ, 2009). Por exemplo, foi encontrada uma associacdo entre a
metilacdo de uma citosina do promotor de ER-a (receptor de estrdgeno) e variagcdo no
comportamento materno em ratos (CHAMPAGNE et al, 2006). Ainda, demonstrou-se em
camundongos que filhas de mées que possuiam altas taxas de liking-grooming, mas eram
criadas por mées com baixas taxas desses comportamentos, se tornavam adultos com baixa
ansiedade. Entretanto, filnas de maes com baixas taxas de liking-grooming criadas por mées
com altas taxas desses comportamentos, apresentavam baixa ansiedade (FRANCIS et al,
1999). Isso indica que o comportamento de linking-grooming atua regulando,
epigeneticamente, a expressdo da ansiedade em fémeas adultas (FRANCIS et al, 2003).

O presente trabalho contribuird para o entendimento da ansiedade em fémeas no
periodo materno, utilizando o teste de campo aberto como ferramenta, nas duas linhagens de
camundongos SM/J e LG/J e seu intercruzamento. Ainda enriquecera a investigagdo da base
genetica associada a esse comportamento, pois permitirad verificar se existem regides (QTLS)
associadas com a emocionalidade de fémeas em estado materno, e ainda verificar se o estado

emocional influencia a sobrevivéncia dos filhotes através da analise da viabilidade da prole.
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Além disso, serdo testadas as possiveis associa¢Oes fenotipicas desse comportamento com

caracteristicas de ganho em peso e taxa de crescimento nestes animais.

2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho foi investigar a arquitetura genética para a
emocionalidade de fémeas SM/JXLG/J em fase pos-parto.
Os objetivos especificos foram:
e Verificar variacdo na emocionalidade, através do teste de campo aberto, entre fémeas
das linhagens parentais (SM/J e LG/J), e das geracOes F; e F, na fase pos-parto, e de fémeas

F, que ndo estavam em fase materna;

e Verificar associacdo entre ganho em peso e crescimento durante todas as fases de vida

da fémea até a maturidade e a sua emocionalidade na fase p6s-parto;
e Verificar associacdo entre a emocionalidade na mée e viabilidade de sua progénie;

e Realizar a busca por QTLs individuais e epistaticos associados a emocionalidade em

fémeas pos-parto;

e Apontar pontenciais genes candidatos aos QTLs identificados.

3. MATERIAL e METODOS

3.1 Animais

Os animais utilizados nesse estudo sdo provenientes de duas linhagens endogamicas,
SM/J (Small) e LG/J (Large), provenientes do The Jackson Laboratory, EUA. Por meio de
diferentes experimentos essas linhagens foram selecionadas para tamanho corporal até 60
dias, e diferem em 24 gramas nesse periodo (CHAI, 1956a, 1956b). De uma selecdo em sete

diferentes linhagens puras para tamanho pequeno do corpo até 60 dias originou-se a linhagem
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SM/J (MACARTHUR, 1944). A linhagem LG/J é proveniente de uma populacdo albina
selecionada para tamanho grande do corpo aos 60 dias (GOODALE, 1938). Ambas séo
homozigotas entre si para todos os locos (isogénicas), com excec¢do do loco Agouti na
linhagem SM/J devido a problemas de viabilidade (HRBEK et al, 2006).

Inicialmente foram cruzados 10 machos SM/J com 10 fémeas LG/J e 10 machos LG/J
com 10 fémeas SM/J. Os 68 animais Fi, todos heterozigotos e autossomicamente idénticos
entre si, foram classificados de acordo com sua origem parental: tipo A, quando resultantes
do primeiro cruzamento, e tipo B, quando resultantes do cruzamento entre machos LG/J e
fémeas SM/J. Para compor o cruzamento F; x F;, todas as combinagbes de cruzamentos
entre os individuos dos grupos A e B foram realizados. Os animais F, foram cruzados
aleatoriamente entre familias, evitando cruzamento entre irmdos, sendo realizados 258
cruzamentos. Assim, na décima semana os cruzamentos foram realizados em caixas
individualizadas por casais e 0s animais foram pesados uma vez por semana para a detecgéo
da prenhez. Uma vez detectada a prenhez, retirava-se 0 macho e varios aspectos relacionados
ao cuidado materno eram observados durante o periodo pré parto e durante sete dias apos o
parto. Na terceira semana foi realizado o desmame, separando 0s animais em caixas com até
cinco animais/caixa do mesmo sexo. Os animais foram pesados semanalmente da primeira
até a décima semana, periodo que foram encaminhados para a reproducdo. Apoés realizados 0s
procedimentos descritos anteriormente os animais eram sacrificados e necropsiados. Nesse
procedimento retiramos e pesamos 0s 6rgdos como: coracao, rins, figado e baco. O mesmo
procedimento foi feito com as gorduras renais, mesentérica, inguinal e reprodutiva, além
disso, retiramos e medimos o comprimento do tubo digestorio. Todos os animais foram
mantidos no Biotério Central da Universidade Federal de Sdo Carlos (Sao Carlos, SP) em
caixas com isoladores para a purificacdo de ar (rack ventilada Alesco - ALERKD-112), com

temperatura de aproximadamente 22°C, fotoperiodo de 12 horas claro/escuro (luzes acesas as
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6 horas da manhd), com ragdo Nuvilab CR1/Nuvital (Colombo, PR) e 4gua ad libitum. Todos
os procedimentos envolvendo os animais passaram pelo Comité de Etica em Experimentaco

Animal da Universidade Federal de S&o Carlos (Anexo).

3.2 Fendtipos avaliados

3.2.1 Crescimento

Utilizamos fémeas das linhagens SM/J (n=14) e LG/J (n=9), e das geracdes F; (n=28) e
F, (n=163) para analisar o fendtipo em questdo, que compreende registro de peso e
mensuracdo da cauda. Tais fémeas eram colocadas em recipiente plastico e pesadas usando
balanca digital (Bioprecisa-JH2102). A cauda foi mensurada utilizando uma régua,
posicionada na base da mesma seguindo o comprimento até a regido distal da estrutura. Os
registros de peso e mensuracdo da cauda foram feitos semanalmente, da primeira até a sétima
semana de vida para as fémeas SM/J, LG/J e F1, e da primeira até a décima semana para as

fémeas F,. Ap0s este periodo as fémeas eram encaminhadas para a reproducéo.

3.2.2 Emocionalidade

Para analise de emocionalidade nas fémeas, utilizamos o teste de campo aberto, de
acordo com o procedimento descrito por Hall (1934), com algumas modificacGes. Esse
aparato consistiu em um circulo de acrilico de 30 cm de diametro e 30 cm de altura. A base é

de acrilico de 0,50 cm x 0,50 cm pintada com demarcagdes (Figura 1).
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Figural. Aparato de Campo Aberto. a) regido periférica; b)
regido central do aparato.

Conforme identificado na Figura 1, a regido periférica ou de tigmotaxia (a) € a que o
roedor utiliza as vibrissas para a percepcdo tatil da parede que delimita 0 campo. Uma maior
atividade ou permanéncia nessa regiao relaciona-se positivamente com a ansiedade do animal
em teste e consequentemente seria um animal mais “emotivo”. Esta postura ¢ a tendéncia
natural de roedores, como camundongos e ratos, pois em geral possuem preferéncia para esta
regido (PRUT; BELZUNG, 2003). A regido central (b) é a mais procurada por animais mais
ativos e sua maior exploragdo indica uma menor ansiedade ou emocionalidade.

Foram testadas fémeas em fase materna (idade=~12 semanas) das linhagens SM/J
(n=13, 65 minutos) e LG/J (n=6, 30 minutos), pertencentes a geracdo parental, e geracdes F;
(n=26, 130 minutos) e F, (n=181, 920 minutos) deste intercruzamento. Os testes foram

realizados no segundo dia ap06s o parto, no periodo da manh&, de 8:00 as 12:00. Também



23

testamos fémeas F, (n=117, 585 minutos), fora da fase materna (idade=~16 semanas), para
verificarmos se o periodo materno exercia influéncia em fenotipos de emocionalidade. Cada
fémea foi colocada no centro do campo e registrado em video por cinco minutos, através de
uma camera posicionada sobre o campo aberto. Ao final de cada teste foi feita a limpeza da
base e parede do campo aberto com Vancid 10/Vansil (Descalvado, SP) e alcool 70%.

A andlise dos videos foi feita utilizando o programa X-Plo-Rat 2005, versdo 1.1.0

(http://scotty.ffclrp.usp.br/download.php?view.1). Tal andlise consistiu em avaliar 0s

parametros etologicos de defecacdo, frequéncia de levantamento, tempo e frequéncia de
grooming e tempo e frequéncia de imobilidade. Defecacdo equivale ao nimero de bolos
fecais expelidos pela fémea e o levantamento é dado pelo niumero de vezes em que o animal
fica apoiado nas patas traseiras durante o periodo de teste. Para 0 grooming, observamos o
nimero de vezes e o0 tempo em que a fémea realiza o0 ato de limpeza do corpo durante o
periodo de teste. Finalmente, a imobilidade é dada pela frequéncia e tempo em que a fémea
permanece imével no campo aberto. Também verificamos a emocionalidade utilizando os
parametros distancia, que é o numero de quadrados percorridos pela fémea na regido
periférica e na regido central do campo durante o periodo de teste, e tempo de permanéncia
da fémea na regido periférica e na regido central do campo. Estas duas regiGes estdo
mostradas na Figura 1, parte (a) e (b), respectivamente. Para utilizar estas informacdes como
indicativo de emocionalidade, dividimos a distancia, quadrados cruzados, no centro e o
tempo no centro pelos seus respectivos valores totais (quadrados cruzados no centro +
quadrados cruzados na periferia e tempo no centro + tempo na periferia, respectivamente)
(KOPP, 1997). Assim temos a distancia relativa percorrida no centro e tempo relativo no
centro. A atividade locomotora foi avaliada pela distancia total percorrida, dada pelo numero

de quadrados totais cruzados durante o periodo de teste.
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3.2.3 Procedimentos laboratoriais

O DNA total foi extraido do figado de 234 fémeas F, pelo protocolo de tiocianato de
guanidina (NELSON; KRAWETZ, 1992). Foram utilizados 101 marcadores microssatélites
dispersos pelo genoma para a tipagem em cada uma das 234 fémeas. Esses marcadores
abrangem todos os 19 cromossomos autossémicos e o cromossomo sexual X de maneira
relativamente uniforme distando, em média, 20 cM (Figura 2). Foram realizadas
aproximadamente 25.000 genotipagens e essa etapa demandou esfor¢co de toda a nossa
equipe, sendo que cinco, aproximadamente 8.000 genotipagens, dos 20 cromossomos de
responsabilidade do autor deste trabalho.

Os marcadores microssatélites utilizados foram selecionados por serem polimorficos
nas linhagens estudadas e apresentarem alelos com tamanho suficientemente distinto para
permitir separacdo em gel de agarose. Os marcadores moleculares foram amplificados
utilizando a técnica de PCR com auxilio de um aparelho termociclador PTC 200 (BIORAD).
Esse procedimento foi realizado usando o protocolo para microssatélites descrito por Dietrich
e colaboradores (1992) e modificado por Routman e Cheverud (1994). Tais modificacdes
envolvem além da solugdo contendo Tris-HCI pH 9.0 (200 mM), KCI (0,5M), MgCl,
(23mM), BSA, dNTP e Taqg polimerase (5 u/pL), a adicdo de corante Vermelho de Cresol
(10mM) e sacarose que ndo alteram seu produto, e facilita a pipetagem, uma vez que o
corante é adicionado ao coquetel reagente e depois distribuido entre os tubos individuais. Este
procedimento permite a tipagem de grande numero de individuos rapidamente, pois o
material amplificado é aplicado diretamente no gel de corrida. O produto da PCR foi aplicado
para corrida em gel de agarose 3 ou 5% acrescido de Brometo de Etideo com tampé&o de TBE
(Tris-Cl a 90mM, &cido borico a 90mM, EDTA 20mM e agua destilada) a 200mA. Apods a
separacdo do material no gel, o material de genotipagem das fémeas F, foi fotografado e

utilizado para a genotipagem dos individuos.
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Figura 2-Marcadores moleculares utilizados e sua localizagdo nos cromossomos

3.3 Analise dos Resultados

3.3.1 Anélise de crescimento

Para a realizacdo da analise de crescimento, composto pelo peso e comprimento de
cauda, agrupamos os dados em duas categorias, inicial (I) e posterior (P). A primeira
corresponde ao desenvolvimento inicial que vai da primeira a terceira semana (fase que os
animais ainda estdo sendo amamentados), e a categoria P corresponde ao desenvolvimento da
terceira a sétima semana de vida. Utilizamos ainda uma terceira fase, com medidas de peso e
comprimento da cauda somente para a geragdo F,. Esse periodo corresponde ao crescimento
da sexta até a décima semanas de vida, e foi chamada de fase U (Ultima fase), que foi
somente utilizado no teste de associacdo entre crescimento e emocionalidade/sobrevivéncia

dos filhotes descrito abaixo. Para cada uma dessas fases, fizemos a diferenca entre 0s
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periodos, por exemplo, no periodo | subtraimos a primeira da terceira semana. Esse
procedimento foi feito para peso e comprimento da cauda, assim obtivemos o ganho em peso,
dado em gramas, e o crescimento da cauda, dado em centimetros.

Fizemos comparagdes entre os valores médios de peso e comprimento da cauda em
cada categoria para os quatro grupos (SM/J, LG/J, F; e F,) utilizando o teste t de Student, a

significancia foi verificada quando p < 0,05.

3.3.2 Andlise emocionalidade

Utilizamos o teste t de Student para a verificacdo da significancia entre as fémeas das
linhagens parentais, LG/J e SM/J, e das geracBGes F; e F, na fase materna e ndo materna.
ComparacBes em que p < 0.05 foram consideradas significativas.

3.3.3 Analise da relacdo entre peso/crescimento e emocionalidade/sobrevivéncia e entre
sobrevivéncia e emocionalidade

Para investigarmos a relacdo entre os fenotipos de crescimento (ganho em peso e
crescimento da cauda I, P e U) e a emocionalidade ou a sobrevivéncia de toda a ninhada
(indicando cuidado materno satisfatorio) nas fémeas F,, utilizamos o Modelo Linear Geral
(General Linear Model — GLM) do programa SYSTAT v. 10 (WILKINSON; COWARD,

2000).

3.3.4 Anélise OTL

Os mapas de ligacdo de cada cromossomo foram construidos utilizando a funcéo
Kosambi do software MapManager QTX (MANLY et al, 2001).

Para a analise de QTL as varidveis fenotipicas foram submetidas a analise de
componente principal (PCA - Principal Component Analysis) e somente fatores com

eigenvalues superior a 1 foram mantidos. Para essa analise utilizamos o programa SYSTAT v.
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10 (WILKINSON; COWARD, 2000). A anédlise consiste em procedimentos matematicos
cujo objetivo principal € encontrar uma transformacéo mais representativa e geralmente mais
compacta das observagdes, pois geralmente grande parte da variancia dos dados é explicada
por um numero reduzido de componentes (JOLLIFFE, 1986). Foram escolhidos os vetores
que juntos respondiam por mais de 70% da variagdo (CAROLA et al, 2002). Para essa analise
utilizamos os fenotipos, defecacdo, levantamento, grooming (tempo e frequéncia),
imobilidade (tempo e frequéncia), tempo relativo no centro e na periferia, distancia percorrida
no centro e na periferia. Depois de realizado esse procedimento obtivemos os fenotipos

usados para a busca por QTLs, individuais e epistaticos.

3.3.4.1 OTLs individuais

A presenca de potenciais QTLs e suas posi¢cOes relativas foram estimadas por
mapeamento por intervalo (LANDER; BOLSTEIN, 1989) usando analise de regressao
multipla (HALEY; KNOTT, 1992). Essa andlise consiste na regressdo do fenétipo (dados de
emocionalidade) pelos registros de gendtipo a cada 2 cM ao longo de cada cromossomo.
Esses coeficientes de regressao sdo as estimativas dos valores genotipicos aditivos (a) e de
dominéncia (d) de um QTL ocorre na posicdo testada (FALCONER; MACKAY, 1996). A
probabilidade de um gene afetar o carater nagquela posicdo especifica foi obtida usando o
procedimento MIXED no programa SAS 9.0 (SAS Institute 2004). A significancia estatistica
do modelo foi avaliada utilizando “LOD (Likelihood of odds) scores”, ou seja, o logaritimo
da probabilidade de que dois marcadores estejam ligados dividido pela probabilidade de que
eles ndo estejam ligados. Foram calculados dois niveis de significancia, sendo um deles no
nivel do cromossomo (~2) e o outro no nivel do genoma (3,27), baseados no modelo
multiloco de Li e Ji (2005). Os LOD scores acima do valor de significancia no nivel do

Cromossomo apenas sugerem associagéo entre 0 componente genético e 0 componente
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fenotipico. O valor de significancia no nivel do genoma ¢ um valor importante, pois os “LOD
scores” acima desse valor indicam evidéncia altamente significativa de ligacdo enquanto
valores excedendo apenas o nivel de cromossomo devem ser considerados apenas como
sugestivos de ligacdo, requerendo confirmacdo por analises adicionais independentes
(LANDER; KRUGLYAK, 1995). O intervalo de confianca foi obtido pela regra de um-LOD

(LYNCH; WALSH, 1998).

3.3.4.2 OTLs epistaticos

Utilizamos uma procura intercromossémica par a par pelo genoma a cada 2 cM para
testarmos a interacdo entre todos gendtipos gerados pelo mapeamento por intervalos usando o
modelo F, (COCKERHAM, 1954), extendido a dois loci seguindo Cokerham e Zeng (1996).
O valor de significancia baseado no critério de Bonferroni para as interagdes genoma-genoma
foi estimada utilizando o método Li e Ji (LI; JI 2005). Nesse modelo, os valores genotipicos
epistaticos sdo definidos e as suas contribui¢fes para as variancias aditivas e de interacdes
sdo incluidas simultaneamente em um teste de significancia para epistasia. Consideramos o

intervalo de confianca de £10 cM em cada QTL epistatico.

4. RESULTADOS

4.1 Crescimento

Com os dados de ganho em peso e comprimento de cauda obtivemos uma relagdo
entre os valores. Conforme a Figura 3, (a) e (b) respectivamente, podemos verificar que peso
e comprimento da cauda seguem uma mesma tendéncia em alguns dos grupos analisados. Ha

um ganho em peso maior na fase P e um crescimento da cauda maior na fase I.
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Figura 3. Padréo encontrado para ganho em peso (a) e crescimento da cauda (b) nas
linhagens SM/J e LG/J e geragdes F1 e F; nas fases | e P. Foram utilizados valores médios.

Ao compararmos essas duas fases, encontramos que, para 0 ganho em peso houve

diferencas significativas (p<0,01) em todos os grupos, exceto na linhagem SM/J (Figura 4a).

De forma semelhante observamos diferencas entre essas fases (p<0,01) para crescimento da

cauda para todos os grupos, exceto para a linhagem LG/J (Figura 4b).
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Figura 4. Diferencas entre as médias de ganho em peso (a) e comprimento de cauda (b) nas
fases I (1°- 3°semanas) e P (3°- 6° semanas) para fémeas das linhagens parentais SM/J e LG/J
e geracdes F1 e F2. ** = p<0.01. Valores médios + Erro padrdo médio.

Verificamos diferencgas de peso (Tabela 1) e comprimento da cauda (Tabela 2) nas
fases | e P, Para o0 peso na fase I, encontramos diferencas entre F; e F, (p<0,01), LG/J e
F,(p<0,01), F» e SM/J (p<0,01), LG/J e SM/J (p<0,01). Encontramos também diferencas
significativas de peso na fase | entre F, e Fy( p<0,01), LG/J e SM/J (p<0,01), F, e SM/J

(p<0,05), LG/J e F1 (p<0,01), F; e SM/J (p<0,01) (Tabela 1).

Tabela 1. Médias dos valores de peso e 0s respectivos erros padrbes para as linhagens SM/J e
LG/J e geracdes F; e F;

SM/J F1 F, LG/

| 4,43 +0,28%P 6,42 +0,34*°  503+0,11°Y 6,87 +0,31°°

5 4,95 +0,35%M9 8,26 +0,41°™  955+0,15"" 14,92 +1,05%

abedetohl = n<0,01. As letras iguais indicam onde ocorrem diferencas significativas entre os
valores médios.

Ao analisarmos o comprimento da cauda na fase | vimos que, F; e F, (p<0,01), SM/J
e F, (p<0,05) e LG/ e F, (p<0,01) apresentaram diferengas significativas. Na fase P as
diferencas foram entre SM/J e LG/J, SM/J e F1, SM/J e F,, LG/J e F; e LG/J e F,, todos com

valores de probabilidade menores que 0,01 (Tabela 2).
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Tabela 2. Médias dos valores de comprimento da cauda e os respectivos erros padrfes para as
linhagens SM/J e LG/J e geracdes F; e F;

Peso (g)

SM/J F, F, LG/
| 2,96 +0,17° 3,21 +0,07° 3,40 +0,03*"¢ 3,08 +0,15°
p 1,40 +0,08*"  2,330,08"  2,24+0,03*"  2,81+0,13""
? = p<0.05 Pedetel = n<0.01. As letras iguais indicam onde ocorrem diferencas

significativas entre os valores méedios.

As linhagens parentais apresentam peso (Figura 5a) e tamanho corporal (Figura 5b)
significativamente diferente (p<0.01), sendo a LG/J com os maiores valores e a SM/J com
valores menores para estas caracteristicas. Ao observamos as geracfes F; e F, percebemos

que elas ndo possuem diferencas significativas de peso (Figura 5a).
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Figura 5. Ganho em peso total (a), 0 eixo y é 0 peso em gramas e em (b) crescimento total, o
eixo y € o comprimento da cauda em centimetro. As barras horizontais representam diferencas
significativas entre as medis de ganho em peso total e crescimento da cauda entre a 1° e 6°
semanas de vida. ** = p<0.01. Valores médios + Erro padrdo médio.

No entanto, para comprimento de cauda encontramos o contrario, em que essa
diferenca acontece com uma probabilidade menor do que 0,01, portanto, as fémeas da

geracdo F, possuem em média um crescimento total maior que as da geracdo F; (Figura 5b).

E interessante observar para o comprimento da cauda que, a geragio F, ndo apresenta
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diferenca significativa com a linhagem LG/J (Figura 5b). Entretanto F, e LG/J s&o
significativamente diferentes com relagdo ao peso corporal (p<0.01) (Figura 5a). As outras
comparacdes possiveis entre 0s grupos seguem o mesmo padrdo, tanto para peso quanto para

0 comprimento da cauda, e podem ser observadas ao compararmos as Figuras 5a e 5b.

4.2 Emocionalidade

Os dados etologicos (defecacdo, levantamento, grooming e imobilidade), de
deslocamento indicando emocionalidade (Tempo relativo no Centro e Distancia percorrida no
centro) e atividade locomotora (distancia total), avaliados nos 346 testes (~1.730 minutos de
videos analisados), para cada fémea pds-parto das linhagens parentais e das geracoes F1 e F, e
fémeas F, fora da fase materna (F, -2° teste), estdo apresentados na Tabela 3.

A anélise dos dados etoldgicos de defecacdo, demonstrados na Figura 6, indicam
nenhuma diferenca significativa para esse comportamento entre as fémeas pos-parto das

linhagens parentais e geracdes F; e F, e das fémeas F, em fase ndo materna (F,-2T).

Defecacéo

3.5 1
3 -
2.5 -
2
1.5 A
1 -
0.5 A
0

SM/J F2-2°teste LG/

n° de bolos fecais

Figura 6. Valores médios de defecacdo para fémeas das linhagens parentais SM/J e LG/J e
geracOes F1 e F2 e geracdo F2 fora da fase materna (F2 — 2° teste). Valores médios = Erro
padrdo médio.
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Para os dados etoldgicos de levantamento (Figura 7), em que apesar das linhagens
parentais ndo apresentarem diferencas significativas para esse comportamento, observou-se

diferencas quando comparamos a geracdo F, em fase materna e F, em fase ndo materna.

Levantamento
60
50
**

40

30

Frequéncia de levantameno

SM/J F2 - 2° teste LG/

Figura 7. Valores médios para o fenotipo de levantamento para fémeas das linhagens parentais
SM/J e LG/J e geracdes F1 e F2 e geracdo F2 fora da fase materna ( F2 — 2° teste). Valores
médios x Erro padrdo medio. ** diferencas significativas p<0.01

Ao compararmos o0s dados etoldgicos de grooming (Figura 8a e 8b), verificamos que entre
as linhagens parentais SM/J e LG/J, as primeiras realizam o grooming significativamente mais
frequente e por mais tempo que as fémeas da linhagem LG/J (p<0,05, p<0,01 respectivamente).
Quando comparamos a geracdo F; com qualquer outros grupos na fase materna (F,, SM/J e
LG/J), vemos que F; possui valores maiores de frequéncia e tempo de grooming (Figura 8a e 8b).
Tanto para frequéncia quanto para tempo de grooming as fémeas da linhagem LG/J foram as que
apresentaram os menores valores entre 0s grupos em fase materna. Encontramos ainda diferenca

significativa entre as fémeas F, em fase materna e ndo materna, em que as Ultimas apresentaram

menor frequéncia e tempo de grooming (p<0,01) do que as fémeas F, em fase materna.
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Figura 8. Valores médios para os fen6tipos grooming frequéncia (a) e tempo (b) para fémeas das
linhagens parentais SM/J e LG/J e geracdes F1 e F2, e geracdo F2 fora da fase matena (F2 — 2°
teste). Valores médios + Erro padrdo médio. **diferencas significativas p<0.01  *diferencas
significativas p<0.05

Os dados de imobilidade estdo apresentados na Figura 9a e 9b. As linhagens parentais ndo
apresentaram este comportamento. As geracfes F;, F, em fase materna e o contraste entre
imobilidade entre médes e ndo mées F, apesar de apresentarem este comportamento, nédo

apresentaram diferenca significativa (Figura 9).
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Figura 9. Valores médios para imobilidade frequéncia (a) e tempo (b) fémeas das linhagens
parentais SM/J e LG/J e geracdes F1 e F2, e gerecdo F2 fora da fase materna (F2 — 2° teste).
Valores médios + Erro padrdo médio.

Os valores de ambulagdo no campo aberto indicativos de nivel de ansiedade (tempo relativo

no centro e distancia percorrida no centro) podem ser visualizados na Figura 10a e 10b.
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Figura 10. Valores médios para o tempo relativo no centro (a) e quadrados relativos cruzados no
centro (b).  **diferencas significativas p<0.01; *diferencas significativas p<0.05. Valores
médios + Erro padrdo médio.
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Verificamos que para esses dois fendtipos, que indicam pouca ansiedade, a linhagem LG/J
possui as maiores médias, ou seja, ela passa mais tempo nessa regido central (Figura 10a) e
caminha uma distancia maior no centro do campo (Figura 10b) quando comparada com a
linhagem SM/J (p<0,05 e p<0,01 respectivamente). Ao compararmos o0 tempo no centro destas
fémeas LG/J com as fémeas da geragdo F; ndo encontramos diferencas significativas. No
entanto, com a geragéo F, essa diferenca acorre com valores de p<0,05 para ambas (Figura 10a).
Ainda é possivel verificar que as fémeas F, em fase ndo materna (F,-2T) passam
significativamente menos tempo no centro do campo do que as F, em fase ndo materna(p<0,05).

Para verificarmos se nossos testes seguem o padrdo esperado, ou seja, roedores Sao
ansiosos e preferem permanecer em regides proximos a paredes verticais, quando utilizam as
vibrissas como 6rgdo tatil (tigmotatismo), comparamos os valores de tempo no centro e na
periferia absoluto para cada um dos grupos. Os resultados estdo apresentados na Figura 11.
Dentre todos 0s grupos avaliados, ha significativa preferéncia pela periferia para todos, exceto
para as fémeas LG/J, que ndo apresentaram diferenca significativa entre o tempo gasto no centro

e 0 tempo gasto na periferia do campo aberto.
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Relacdo entre tempo no centro e na periferia

300,000

250,000 T [ T
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50,000

0 '

SM/J F1 F2 F2-2T LG/

Figura 11. Valores médios do tempo, em milissegundos, gasto no centro ( TC) e periferia
(TP) do campo aberto para as linhagens parentais SM/J, LG/J e para as geracoes Fi, F, na
fase materna e F, fora da fase materna (F2 -2° teste). * diferencas significativas p<0,01.
Valores médios + Erro padrdo médio.

Como o teste de campo aberto também ¢é utilizado para avaliar atividade locomotora, na
Figura 12 verificamos que as fémeas SM/J percorrem uma distancia total maior quando

comparadas com as LG/J (p<0,01). Considerando ainda a distancia total percorrida, constatamos

diferencas significativas entre SM/J e F1e F, (p< 0.01).
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Figura 12. Valores médios para distancia total para fémeas das linhagens
parentais SM/J e LG/J e geracdes F1 e F2, e F2 fora da fase materna (F2 —
2° teste). **diferencas significativas p<0.01; *diferencas significativas
p<0.05. Valores médios + Erro médio padréo.

4.3.Relacéo entre crescimento e emocionalidade/sobrevivéncia e entre sobrevivéncia e
emocionalidade

Nas comparacOes entre a variagdo do crescimento (ganho em peso e comprimento da
cauda) para as fases I, P e U, medidas na geracdo F,, com fenétipos de ansiedade encontramos,
uma relacdo entre 0 ganho em peso na fase | (da primeira a terceira semana) e a fase P (da
terceira a sexta semana) e fendtipos de ansiedade. O fenétipo associado ao ganho em peso na
fase | foi a imobilidade (p<0,01). Para a fase P, os fenotipos com associagéo significativa foram
0 grooming (p<0,05), imobilidade (p<0,05), atividade no centro (p<0,01) e atividade motora

(p<0,001). Entretanto ndo encontramos associacdo entre o crescimento da cauda e os fenétipos
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de ansiedade. Da mesma forma, ndo foi encontrada associacgao entre sobrevivéncia dos filhotes e

os fendtipos de ansiedade.

4.4 Andlise de QTLs

A andlise de componente principal (PCA) resultou cinco vetores com
eigenvalues acima de 1. Através de uma analise prévia, utilizando este procedimento estatistico,
conseguimos detectar interferéncias que diminuem a precisdo de nossos vetores. Por isso
decidimos dividir as andlises de PCA em trés partes, conforme as maiores correlacbes que
observamos nessa primeira analise.

O primeiro PCA foi feito com as seguintes varidveis: tempo e frequéncia de imobilidade,
tempo e frequéncia de grooming, defecacdo e frequéncia de levantar. Foram obtidos trés vetores
gue conjuntamente explicavam 81,6% da variacao:

Vetor 1: explicou 39,64% da variancia e teve uma maior correlacgdo com o tempo e
frequéncia de imobilidade. Esse fator foi chamado de imobilidade;

Vetor 2: explicou 28,11% da variancia, e a maior correlacdo foi com o tempo e frequéncia

do grooming e foi chamado de grooming;

Vetor 3: explicou 16,85% da variancia e estava mais correlacionado com a defecacéo;

O segundo PCA foi feito para verificar a correlacdo entre tempo relativo e quadrados
relativos cruzados no centro. Foi encontrado um fator que explicou 90,97% da variancia e foi
chamado de atividade no centro.

O terceiro PCA buscou verificar se havia relagdo entre frequéncia de levantar e distancia
total percorrida, um fator explicou 69,78% da variancia, assim foi chamado de atividade motora.
Portanto os fendtipos para anélise de QTL sdo: groming, imobilidade, defecacdo, atividade no

centro e atividade motora.
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4.4.1 OTLs individuais

A varredura por todo o genoma, em busca de QTLs individuais associados com
emocionalidade em fémeas pds-parto resultou em 11 regides significativas apresentadas na
Tabela 4. Dos cinco fendétipos investigados (groming, imobilidade, defecacdo, atividade no

centro e atividade motora) apenas para defecacdo néo foi encontrado QTL (Figura 13c).

Tabela 4. QTLs individuais associados com a variagdo dos fenétipos, grooming, imobilidade, atividade no
centro e atividade motora.

Fenotipo QTL M PM PC IC PV a d LOD

Grooming Gri10 D10Mitl5 18cM 42cM 30-54 -0,33  -0,36 2,35

Im2 D2Mitl7 2cM 78cM 68-84 -0,0096 0,51 2,01
Imobilidade Im5 D5Mit349 16cM 18cM  0-38 0,31 0,24 2,15
Im7 D7Nds1 14cM 66cM 56-72 0,43 0,25 3,93

5
4
5
9
AC7 D7Ndsl 8cM 60cM 50-76 6 0,35 -0,23 2,63
5
8
5
7
5

Atividade no )
AC8 D8Mit343 8cM 48cM  20-62 0,05 0,64 2,25
centro ACX DXMitl72 2cM 46cM  30-58 044 -0,05 351
AM4 D4Mit2 22cM 38cM 18-42 040 -0,14 2,1
Atividade AM6 D6Mitl 0 0 0-12 0,42 0,11 2,66
motora AM10 Di10OMitl5 22cM 46cM  28-50 0,34 0,15 2,17

AM11  D11Mit62 34cM 36cM 22-40 8 0,38 -0,27 3,74

QTL corresponde ao nome do QTL, formado pela inicial do fen6tipo seguido do cromossomo
onde essa regido foi encontrada; M ¢é a regido do marcador associada ao QTL; PM ¢ a distancia
em cM dowstream do marcador; PC é a distancia em cM do QTL em relacdo ao centrdmero; IC
intervalo de confianca em cM; PV é % variacdo explicada pelos locus; a valores genotipicos
aditivo; d valores genotipicos de dominancia e o LOD score associado ao locus.

Para grooming encontramos um QTL (Grl10) a 42 cM do centrébmero com um LOD
score de 2,35. Esse QTL (Grl0) posiciona-se 18 cM dowstream do marcador D10Mitl5, é
aditivo e responsavel por 5 % da variacdo de grooming (Figura 13a). Encontramos trés QTLS
para o fendtipo imobilidade, sendo Im2, Im5 e Im7 (Figura 13b). Essas regiGes estdo nos

cromossomos 2, 5 e 7 nas posi¢des D2Mitl7 + 2 cM, D5Mit349 +16 cM e D7Ndsl + 14 cM,
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respectivamente. No cromossomo 2, o QTL encontra-se a 78 cM do centromero. O QTL do
cromossomo 5 a 18 cM e 0 QTL no cromossomo 7 esta a uma distancia de 66 cM do centrémero.
Todas essas regides juntas respondem por 15% da variagao do fen6tipo, sendo que as regides dos
cromossomos 5 e 7 possuem um efeito aditivo e, diferentemente, a regido do cromossomo 2
possui um efeito sobredominante (Tabela 4).

Para atividade no centro, encontramos também trés regides associadas, sendo elas AC7,
AC8 e ACX (Figura 13d). Essas regides estdo nas posi¢des D7Ndsl + 8cM, no cromossomo 7,
D8Mit343 + 8 cM, no cromossomo 8 e DXMitl72 + 2 ¢cM no cromossomo X, e a 60 cM, 48 cM
e 46 cM de distancia do centromero, respectivamente (Tabela 4). Essas regides juntas sdo
responsaveis por 14% da variacdo do fendtipo atividade no centro, e possuem um efeito aditivo
para 0s cromossomos 7 e X e é sobredominante no cromossomo 8.

A busca por QTLs para o fenétipo atividade motora nos revelou quatro regides de
associagcdo, AM4, AM6, AM10 e AM11 (Tabela 4). Essas regides estdo nos cromossomos, 4, 6,
10 e 11, nas seguintes posi¢Oes, D4Mit2 + 22 cM, D6Mitl, D10Mitl5 +22 cM e D11Mit62 + 34

cM (Figura 13e). Elas juntas respondem por 16% da variacdo total, e possuem um efeito aditivo.



43

Grooming

(a)

?a
\

<

S

e

3

4

C
—
<]
>

=
?
,{!

v
=

Imobilidade
(b) 4

Defecacdo

LOD score

(c)

.............................................................................................................................

LOD score
(=] L ~ w
H

(d)

LOD score

}\:
&
>
S
=
£>>.
L
3
5
¢
<.
-

Atividade motora
5
(e) "
b
P R S et S o | e S
w *
8 2
6 |

4 5 10 1 10 13 4 1516 17 B8 19 X
Cromossomos

Figura 13. Varredura feita para os fendtipos de defecagdo, atividade motora,
imobilidade, atividade no centro e grooming. * indica QTLs com valores de
significancia acima do nivel cromossdmico; ¥ indica os QTLs com valores de
significancia do nivel gendmico. n.g. nivel de significAncia genémico, n.c. a média
dos niveis de significancia cromossémico de todos cromossomos.
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4.4.2 QTLs epistaticos

Considerando os fendtipos de groming, imobilidade, defecacdo, atividade no centro e
atividade motora, fizemos uma busca par a par por interagdes epistaticas, e encontramos 76
regides envolvidas em 44 interagdes.

Na Tabela 5 estdo apresentados os QTLs epistaticos e as interagdes para 0 grooming.

Tabela 5. QTLs epistaticos de Grooming.

Locus 1 PM PC Locus2 PM PC PE TI VG PVG
D1Mit3 4 10 D2Mit22 4 114 322x10° AD 0,003 0,444
DA 3,88x10% 0,632
DD 0,013 -0,632
D1Mit3 12 18 D17Mit46 40 42 486x10° DA 0,009 0,593
DD 4,64x10% -0,914
D2Mit22 8 118 D5Mit233 2 24 115x10° AA 843x10® -0,949
DA 0,008 0,533
DD 0,008 0,526
D6Mit1 14 16 D14Ndsl 6 8 645x10° DA 1,74x10%® -0,903
DD 0,001 -0,668
DOMIit355 30 38 D17Mit46 36 38 2,99x10° DD 542x10% -1,022

Locus 1 é o primeiro marcador da associacdo do QTL epistatico; PM é a distdncia em cM
dowstream do marcador; PC ¢ a distancia centromérica do marcador em cM; Locus 2 é o segundo
marcador da associacdo do QTL epistatico; PE € a probabilidade de epistasia; T1 representa o tipo
de interagdo (AA, aditiva-aditiva; AD, aditiva-dominante; DA, dominante-aditiva; DD, dominante-
dominante); VG é o valor genotipico estimado e PVG representa a probabilidade do valor
genotipico. Os marcadores em negrito indicam que foram considerados como uma Unica regido no
respectivo cromossomo.

Verificamos que para grooming ocorrem cinco interagdes envolvendo sete regides. Com
iSso, encontramos uma rede maior de conexdo entre quatro das cinco interagdes (Cromossomos

1,2,5,9e 17) e uma menor envolvendo somente duas regides (cromossomo 6 e 14) (Figura 14).
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Todas essas regides juntas, mais os QTLs individuais, respondem por 29,4 % da variagao desse

fendtipo.

Grooming

OEOENO)

@ ©® 0
Figura 14. Redes de interaces para grooming. Os nimeros indicam o
cromossomo em que ocorrem 0s QTLs epistaticos.

Na Tabela 6 estdo apresentados os QTLs epistaticos, e suas interacdes, para o fenotipo
imobilidade. Assim como no grooming, para a imobilidade também encontramos regides em
comum que foram consideradas como uma regido Unica. Encontramos um total de 29 QTLs
epistaticos envolvidos em 10 redes de interacfes. Os QTLs epistaticos acrescidos dos individuais
sdo responsaveis por 53,4% da variacdo desse fendtipo. Dois QTLs individuais participam das

redes de interacdo, um no cromossomo 5 e outro no 7 (Im5 e Im7, respectivamente). Todos estdo

representados em destaque na Figura 15.

Tabela 6. QTLs para Imobilidade

Locus 1 PM PC Locus2 PM PC PE TI VG PVG
DIMit212 2 22 D13Mitl 0 2 322x107 DA 0,003 -0,379
DD  4,26x107 0,567
D2Mit380 0 52 D3Mitl4 6 62 471x107 AA 0,002 0,649
AD  4,74x10° 0,713
DA 0,022 -0,398

DD 0,011 -0,415
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Locus 1 PM PC Locus2 PM PC PE TI VG PVG

D2Mit307 16 106 DS5Mit349 18 20 2,03x10™" AA  6,71x10 0,799

AD  1,22x10° 0,683

DA 2,48x10* -0,573

DD 1,71x10* 0531

D3Mit54 8 10 D7Mitl7 14 82 586x107 AA 826X10° -0,779

AD 0,038 -0,364

DD 1,12x10* -0,713

D3Mit14 14 70 DXMit55 6 8 7,91x10° AA 0,002 0,683

AD 0,001 -0,663

DA 0,002 0,541

D3Mit14 0 56 DXMit55 6 8 205x10° AA 369x10* 0,714

AD 0,001 -0,578

DA 0,009 0,422

DD 0,032 -0,372

D4Mit235 6 8 D5Mit338 4 66 148x10° AD 0,014 -0,372
DA  0,000351

351x10% 0643

DD 0,002 0.468

D4MIit2 16 2 D16Mit2 0 2 906x107 AD 6,44X107 -0,741

DA 0,485 -0,102

DD 0,006 10.380

DAMIt235 8 10 D6Mitl 0 2 152x10’ DD 0,003 -0,794

AD 348X107 -0,441

D5Mit233 16 38 D6Mit9 0 24 981x10° AD 1,38X10° 0,776

DA 0,041 -0,379

DD 0,042 0,363

D5Mit338 4 56 DI19Mit35 8 68 2,52x10° AD 0,006 -0,480

DA 134X10° -0,803

DD 0,013 -0,403
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Locusl PM PC Locus2 PM PC PE TI VG PVG
D7Mit46 0 110 D11Mit349 0 38 7,39x10° AA 0,002 -0,506
AD 333X10° -0,569
D7Mitl17 12 80 DI17Mitl0 36 80 225x10° AA 0,027 -0,423
AD 0,013 -0,389
DA 0,004 -0,495
DD 1,38x10*  -0,590
D7Nds1 14 66 DXMitl44 8 30 210x10° AA 0,002 0,575
AD 374x10% -0,587
DA 137x10* 0,642
DD 1,18x10-4 -0,589
DI9Mit4 8 46 DIOMIit35 6 66 1,21x10° AA 0,021 -0,482
AD 191x10% -0,638
DA 0,004 -0,511
; -7
D10Mit14 0 66 D17Mit46 20 42 122x107 AA 0,000154 0.870
1,5x 10
AD 0,013 -0,434
DD 2,11X10° -0,672
D11Mit62 28 30 DI12Mit2 18 38 2,04x10° AA 269X10° -1,184
AD 593x10* -0,715
DA 6,68x10* -0,782
DD 0,001 -0,615
. 22 24  DI2Mit5 40 168x10° AA  0,000242
D11Mit62 0 242 X10° -0,953
AD 0,011 -0,497
DA 0,011 -0,611
DD 0,004 -0,606
D11Mit15 8 58 DXMitl44 10 32 533x107 AA 0,001 0,785
AD 0,035 -0,414
DA 1,97 x10™ 0,697
DD 0,003 -0,499
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Tabela 6. Continuacgéo
Locus 1 PM PC Locus 2 PM PC PE Tl VG PVG
D12Mit6 8 60 DI5Mit2 20 58 1,83x10° DD 3,67 X10° 0,749

D14Mit5 0 30 DI18MIit110 0 2 4,04x107 AA 0,015 -0,490
AD 1,3x10* 0,633
DA 0,038 0,356

DD 268x10"  .0551
Locus 1 é o primeiro marcador da associacdo do QTL epistatico; PM é a distancia em cM
dowstream do marcador; PC ¢ a distancia centromérica do marcador em cM; Locus 2 é o
segundo marcador da associacdo do QTL epistatico; PE € a probabilidade de epistasia; TI
representa o tipo de interacdo (AA, aditiva-aditiva; AD, aditiva-dominante; DA, dominante-
aditiva; DD, dominante-dominante); VG é o valor genotipico estimado e PVG representa a
probabilidade do valor genotipico. Os marcadores em negrito indicam que foram considerados
como uma unica regido no respectivo cromossomo.
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Figura 15. Redes de interacbes para imobilidade. Os circulos com linhas
tracejadas representam os QTLs individuais que participam das redes. Os
diferentes QTLs em um mesmo cromossomo estdo diferenciados com as letras a,
bec.
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Para o fendtipo de defecagdo encontramos oito QTLs epistéticos participando de quatro

interacOes. Estas regides sdo responsaveis por 40,5% da variacao fenotipica (Tabela 7).

Tabela 7. QTLs epistaticos para defecagdo

Locus 1 PM PC Locus 2 PM PC PE Tl VG PVG

- = -
D3Mit14 14 70  DI1iMitl4 8 76 198x10° DA 154x10 0,806

D8Mit343 55 g2  p12Mit37 16 18 491x10° AA 00102 -0.454
AD 269x10° -0,615
DA 0011 0,407
DOMIt355 18 94 DI18Mit110 16 18 405x10° AD 0,001 0.606
DA 899x10° 1130
D15Mit13 4 6  DI19Mit35 2 62 1,21x10° AA 0,039 -0,392
AD 8,78x10° 0,651
DA 0,002 0517

Locus 1 é o primeiro marcador da associacdo do QTL epistatico; PM é a distancia em cM
dowstream do marcador; PC ¢ a distancia centromérica do marcador em cM; Locus 2 é 0
segundo marcador da associacdo do QTL epistatico; PE € a probabilidade de epistasia; TI
representa o tipo de interacdo (AA, aditiva-aditiva; AD, aditiva-dominante; DA, dominante-
aditiva; DD, dominante-dominante); VG é o valor genotipico estimado e PVG representa a
probabilidade do valor genotipico.

A Tabela 8 mostra os resultados encontrados na busca por QTLs epistaticos para o
fenotipo atividade no centro. Encontramos um total de 22 QTLs distribuido por 12
cromossomos, sendo que 17 desses encontram-se suficientemente proximos, reduzindo esse
numero de 22 para 13. Desta forma, estas interagdes formam cinco redes de conexdes (Figura

16). Os QTLs epistaticos acrescidos dos individuais explicam por aproximadamente 24,4% da

variagdo desse fendtipo.



Tabela 8. QTLs epistaticos para atividade no centro
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Locus] PM PC  Locus2 PM  PC PE TI VG PVG
D2Mit22 10 120 DI6Mit5 0 24 366x10° DD 321x10° 0084
D3Mits4 4 6 DI4NdsL 0 2 107x10* DD 691x10° 0060
D3Mit22 6 30 DI6Mit5 2 26 150x107 DD 224x10°® 0,787
D6Nds5 14 52 DI7Mitd6 24 26 DD 831x10° 1A%
D6Mits3 8 62 DI7Mitd6 22 24 389x10° DD 1,39x10° ~hO%F
DISMit1 0 2 DI7Mit46 20 22 873x107 DD 945x10® 1M
DISMitt3 0 2  DI6Mit2 10 12 336x10° AA 0,026 0,366
AD 7,11x10* 0,592
DA 0,003 0,412
pb 0005 044
D15Mitl3 12 14  D18Mitl7 0 22 133x107 AA 137x10° 1,162
AD 0001  -0567
DD 0,043 0,358
DISMitl43 o 13 pi1gMmit110 18 20 1,81x10° AA 3,74x10° 0,988
AD 0005  -0,509
DD 001 0,431
DIOMit43 0 2 D20Mitl72 6 50 33Lx10° AA 000l  -0,574
AD 1,76x10° 0,756
DIOMit43 4 6 D20Mitl72 6 50 216x10° AA 0002  -0,589
AD 742x10° 0,845

Locus 1 é o primeiro marcador da associacdo do QTL epistéatico;

PM ¢é a distancia em cM
dowstream do marcador; PC é a distancia centromérica do marcador em cM; Locus 2 é o
segundo marcador da associacdo do QTL epistatico; PE € a probabilidade de epistasia; TI
representa o tipo de interacdo (AA, aditiva-aditiva; AD, aditiva-dominante; DA, dominante-
aditiva; DD, dominante-dominante); VG € o valor genotipico estimado e PVG representa a
probabilidade do valor genotipico. Os marcadores em negrito indicam que foram considerados
COmMO uma unica regiao no respectivo cromossomo.
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Figura 16. Redes de interacdes para atividade no centro. O circulo com
linhas tracejadas representam os QTLs individuais. Os diferentes QTLs
em um mesmo cromossomo estéo diferenciados com as letras a e b.
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Para a atividade motora encontramos seis QTLS epistaticos, que juntamente com 0s

individuais explicam 23,4% da variacdo do fendtipo. Eles estdo representados na Tabela 9.

Tabela 9. QTLs epistaticos para atividade motora

Locus 1 PM PC Locus 2 PM PC PE TI VG PVG
D1Mit3 8 14 DIl14Mit225 18 60 1.28x10° DD 258x10° 0.887
AD 0.002 0.637
D6Mit9 12 68 D7Mitl7 0 36 9.11x10° AA 268x10° -1.136
AD 0.019 -0.499
DA 262x10% 0.767
-4
op 939x10 0.611
D7Mit21 2 22 D17Mitl0 8 52 997E-06 DD 1.07x10° -1.270

Locus 1 é o primeiro marcador da associacdo do QTL epistatico; PM é a distancia em cM
dowstream do marcador; PC ¢ a distancia centromérica do marcador em cM; Locus 2 é 0
segundo marcador da associacdo do QTL epistatico; PE € a probabilidade de epistasia; TI
representa o tipo de interacdo (AA, aditiva-aditiva; AD, aditiva-dominante; DA, dominante-
aditiva; DD, dominante-dominante); VG é o valor genotipico estimado e PVG representa a

probabilidade do valor genotipico
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5. DISCUSSAO

5.1 Crescimento

Nossos resultados mostram que peso e comprimento da cauda seguem um padrédo
semelhante nos grupos analisados (SM/J, LG/J, F; e F,). No periodo | (1-3 semanas), ha um
maior crescimento da cauda, e no periodo P (3-6 semanas) um maior ganho em peso, e ainda na
fase U (6-10 semanas), medida somente na geragdo F,, verificamos uma queda no crescimento
tanto no valor do comprimento da cauda quanto no valor de ganho em peso. Esse padrdo que
encontramos mostra que existem diferencas entre esses periodos. Isso provavelmente deve-se ao
fato de que grupos de genes diferentes afetem o desenvolvimento nessas duas fases nas
linhagens SM/J e LG/J (CHEVERUD et al, 1996). Verificamos que na primeira fase a prole
recebe o leite da mae, esse alimento tem o papel de fornecer aminoacidos, carboidratos, lipidios
e minerais, além de oferecer protecdo contra possiveis infecoes (HANSON et al, 1975). Sendo
assim, o leite é essencial para o desenvolvimento do filhote, tanto em peso quanto em tamanho,
tornando a lactacdo um periodo critico no metabolismo, pois a concentracao de proteina do leite
pode ser um fator decisivo na determinacdo do peso corporal do adulto (KOLB et al, 2011).
Talvez a diferenca aqui encontrada entre as fases | e P reflita a influéncia do periodo de
amamentacdo sobre o desenvolvimento.

Para as linhagens parentais observamos que a diferenca entre 0 peso pouco mudou do
periodo | para P na SM/J, e pouca variacdo houve no comprimento da cauda nesses periodos
para as fémeas LG/J. Portanto, houve uma diferenca significativa no tamanho da cauda para as
SM/J entre os periodos | e P, sendo que a taxa de crescimento maior ocorreu no primeiro
periodo, da mesma maneira com as geracdes F; e F,. Ja para a linhagem LG/J o oposto €

observado, houve uma variacdo significativa de peso entre | e P, sendo que o ganho em peso
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maior acorreu no periodo P, isso também é observado em F; e F, Outros estudos utilizando
essas mesmas linhagens de camundongos, e as geracdes provenientes de intercruzamentos,
revelaram que animais da linhagem LG/J apresentam maior peso, decorrente principalmente da
deposicdo de gordura corpérea (CHEVERUD, 2001). Os animais da geracdo F; deste
intercruzamento, também tiveram maior ganho em peso devido ao maior acimulo de gorduras
(GOES, 2010). Ao olharmos para 0 ganho em peso total e o crescimento da cauda total,
observamos que as fémeas LG/J possuem maior média de peso e também a maior média de
comprimento de cauda.

Estudos vém demonstrando uma associagdo entre ganho em peso e ansiedade em
roedores (DUVOISIN et al, 2005). Porém, pouco se sabe se ha algum periodo especifico da vida
onde esse ganho é maior, e ainda, se a variacdo do peso nessa fase possui alguma relacdo com
ansiedade. Segundo os resultados encontrados aqui, alguns fenétipos de ansiedade estdo
correlacionados ao ganho em peso em uma fase especifica, a fase | e principalmente a fase P,
correspondentes a fase de amamentacdo e pds-amamentacdo, respectivamente. A imobilidade
esta associada ao ganho em peso na fase I, de forma que as fémeas que apresentam uma maior
imobilidade tiveram um maior ganho em peso no periodo que estavam sendo amamentadas. Os
fendtipos: atividade no centro, imobilidade, e atividade motora, apresentaram associacdo com o
ganho em peso na fase P e revelaram que as fémeas com maior atividade nestes comportamentos
foram as que apresentavam o maior ganho em peso entre a terceira e sexta semana. Ja o
grooming possui relacdo oposta, pois fémeas que realizaram o grooming mais frequentemente
tiveram um menor ganho em peso durante este periodo. Nossos resultados sugerem que a fase P
é a que mais influéncia a ansiedade em camundongos adultos, ou seja, 0 ganho em peso nesse
periodo pode ser um indicativo de comportamento ansioso. Interessante notar que é na fase P

gue os hormdnios sexuais comeg¢am a agir culminando na fase da puberdade por volta dos 42
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dias, sexta semana de vida. Ja a fase I, que corresponde da primeira a terceira semana, é
marcada pelo intenso contato entre mée e filhote devido a este periodo ser o de amamentagéo. E
nesta fase que as capacidades auditiva e visual aparecem (WEBER; OLSSON, 2008).

Nossos resultados indicam que talvez, a analise do peso durante esse periodo (3-6
semanas) seja um indicativo de ansiedade em camundongos. Em ratos, foi mostrado que um
aumento de peso provocado por uma dieta rica em gordura durante o inicio da vida provoca um
impacto no eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal gerando um aumento da suscetibilidade ao estresse
na adolescéncia, fase da puberdade (BOUKOUVALAS et al, 2008). Interessante observar que o
aumento de peso e obesidade gera ansiedade por uma alteracdo no eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (KITRAKI et al, 2004). Assim, qualquer desequilibrio desse eixo, decorrente de alguma
forma de estresse, pode gerar ansiedade (KANDEL et al, 1995). Esse estresse pode ser
provocado por um encontro com um predador (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988),
ambiente novo (PRUT; BELZUNG, 2003) ou ainda por obesidade causada por uma dieta rica
em gordura (KAMARA et al, 1998; KITRAKI et al, 2004). Essas informag8es ligam o ganho em
peso, alteracdes no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal e ansiedade ao periodo puberal. Talvez os
resultados encontrados aqui sejam um indicativo dessa relacdo, pois, em nossas fémeas, a fase P,
fase de maior ganho em peso e periodo de puberdade, foi a que mais teve correlagdo com

fendtipos de ansiedade.

5.2 Emocionalidade

O teste de campo aberto avalia emocionalidade em roedores através de uma combinacgdo
de aspectos de ansiedade (defecagdo, levantamento, grooming, atividade no centro), medo
(imobilidade) ou medidas da atividade locomotora em resposta a um novo ambiente (PRUT,;

BELZUNG, 2003). O comportamento de defecagéo avaliado no campo aberto vem sendo usado
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como medida de emocionalidade (RAMOS; MORMEDE, 1998; HALL, 1934). A visdo proposta
por Hall (1934), criador do campo aberto, € a de que ao ser exposto ao ambiente novo,
potencialmente ameacador, 0 animal vivencia a situa¢do de medo ocorrendo um aumento na taxa
de defecacdo, devido a ativagdo do sistema nervoso autbnomo. Desse modo, a defecacéo seria
uma resposta relacionada ao aumento da ansiedade/emocionalidade em roedores quando
expostos ao ambiente novo. Este comportamento foi apresentado por todas as fémeas dos grupos
analisados, apesar de néo revelar diferencas significativas entre nenhum grupo. Isso nos mostra
que esse ambiente novo pode ser ansiogénico ou ainda pode provocar medo nos animais testados
(BROADHURST; LEVINE, 1963; CASTILLA-ORTEGA et al, 2010; OSSENKOPP et al,
1994).

O levantamento ou exploracdo vertical € um componente da exploracdo de um novo
ambiente que se relaciona a emocionalidade e que foi medido em nossos testes. Exploracédo
horizontal e vertical s&o utilizados pelos animais para avaliar novos ambientes e representa uma
parte importante do comportamento natural de roedores (AUGUSTSSON; MEYERSON, 2004).
O levantamento relaciona-se de forma oposta a ansiedade, pois a diminui¢do dessa variavel esta
relacionada a efeitos ansiogénicos (PRUT; BELZUNG, 2003). Apesar das fémeas da linhagem
LG/J terem realizado mais frequentemente o levantamento do que as fémeas SM/J, ndo houve
diferenga significativa entre elas, possivelmente devido ao baixo tamanho amostral de fémeas
LG/J e alto erro padrdo médio das mesmas. Entre os demais grupos avaliados verificamos que
ndo ocorreu diferenca significativa. Entretanto observamos diferencas significativas entre F, em
fase materna e em fase ndo materna, mostrando que as mées praticam o levantamento mais
frequentemente. Considerando o levantamento como uma acao exploratdria e que se relaciona de
forma oposta a ansiedade, podemos dizer entdo que talvez esse dado isoladamente nos indique

uma menor ansiedade da fase materna. A lactacdo tem sido associada como moduladora de



56

ansiedade, em que as mées em fases iniciais de lactacdo apresentam um comportamento menos
ansioso em relacdo ao progresso do estagio da maternidade (BYRNES; BRIDGES, 2006). Este
fato esta de acordo com nossos resultados, pois as fémeas em fase materna foram submetidas ao
teste de campo aberto no segundo dia apds o parto, periodo em que ja estavam amamentando
seus filhotes.

Grooming €é outro dado etolégico importante na emocionalidade, porém € um
comportamento complexo. Sua microestrutura é formada por uma série de acbes sequenciais
estereotipadas, e devem ser consideradas em estudos comportamentais, pois alteragdes nesse
padrédo podem informar sobre os graus de ansiedade, estresse ou depressdo. Para um melhor
entendimento desse comportamento, é necessaria uma analise com componentes quantitativos e
qualitativos (KALUEFF; TUOHIMAA, 2004). Nossos resultados quantitativos de frequéncia e
tempo de grooming em fémeas pds-parto demonstram que entre as duas linhagens parentais, as
mées SM/J possuem significativamente maiores valores desse comportamento do que as LG/J,
tanto para frequéncia como para tempo. A geragdo F; foi o grupo com maiores valores para as
duas medidas de grooming, seguida pelas maes F,. Ao contrastarmos as fémeas F, em fase
materna com as fémeas F, em fase ndo materna (F,- 2° teste), vemos que, as primeiras realizam
menos grooming que as Ultimas. Essa variacdo encontrada para esse fenétipo pode ser um
indicativo de que h&a uma resposta de grooming sensivel ao ambiente novo, campo aberto, nos
diferentes grupos testados. Porém os resultados obtidos ainda ndo nos ajudam a esclarecer a
respeito da emocionalidade de cada grupo. Isso se deve ao fato de que um grande numero de
trabalhos, em farmacogenética e comportamento, demonstrem que esse comportamento
etologico se mostra sensivel a tratamentos com ansioliticos e ansiogénicos, tornando dificil a
associacdo do grooming com um maior ou menor grau de ansiedade (PRUT; BELZUNG, 2003;

KALUEFF; TUOHIMAA, 2005). Tradicionalmente, a analise do comportamento de grooming é



57

feita apenas com medidas quantitativas, como foi 0 nosso caso. Entretanto as medidas de
grooming, individualmente, ndo sd@o insuficientes para informar a respeito de alteracGes de
ansiedade ou estresse, desde que a analise utilize ndo s6 medidas quantitativas, mas também, e
principalmente, de medidas qualitativas, ou seja, utilize uma analise da microestrutura complexa
do grooming (SMOLINKSY et al, 2009). Mesmo assim estes dados séo utilizados com sucesso
em varios estudos quando combinados com outros dados etoldgicos.

O comportamento de imobilidade no campo aberto vem sendo utilizado tanto em estudos
de emocionalidade e ansiedade como em trabalhos com estresse (ARCHER, 1973;
ROOZENDAAL et al, 1992). Essa imobilidade estd associada com a medida de reacdo de medo
a espacos abertos, sendo correlacionada negativamente com medidas de atividade no centro
(FILE, 2001; HOLMES; RODGERS, 1998). As linhagens parentais SM/J e LG/J néo
apresentaram periodos de imobilidade durante o teste. Entretanto esse comportamento foi
observado nas geracdes F; e F,. Os dados etoldgicos de imobilidade, individualmente, parecem a
principio ndo serem conclusivos com relacdo a ansiedade dos grupos estudados. Em outro estudo
realizado pelo nosso grupo (WATANABE et al, 2010), encontramos que fémeas LG/J passam
mais tempo imdvel durante o teste de nado forcado do que as fémeas SM/J, isso pode ser um
indicio de maior depressdo. Magalhaes e colaboradores (2010) encontraram, em estudo feito
com camundongos, componentes metabdlicos que ligam as vias neurofisiologicas de ansiedade
e depressdo, com isso, podemos dizer que talvez o resultado de nado forgcado seja também um
indicativo de maior ansiedade das fémeas LG/J. Além disso, essa maior imobilidade apresentada
pelas fémeas LG/J pode ser também um indicativo de menor atividade locomotora, pois essa
relacdo foi encontrada em estudo feito com ratos testados no teste de nado forgado (VIEIRA et

al, 2008).
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Roedores, ansiosos por natureza, espontaneamente preferem a periferia do campo aberto
a atividade na parte central. Essa preferéncia pela periferia esta associada ao tigmotatismo, que é
0 uso das vibrissas para a percepcao tatil de superficies verticais (PRUT; BELZUNG, 2003).
Estudos em que animais foram tratados com ansioliticos, drogas que agem diminuindo a
ansiedade/emocionalidade, demonstraram um aumento na atividade na regido central do campo
aberto (SIMON et al, 1994; TURRI et al, 2001). Nossos dados de tempo e distancia no centro
mostram que fémeas da linhagem SM/J visitam menos a regido aversiva do campo aberto,
quando comparadas com fémeas da linhagem LG/J. Portanto, fémeas SM/J apresentaram mais
frequentemente o comportamento de tigmotatismo, sugerindo serem mais ansiosas. Maior tempo
gasto na regido central das fémeas LG/J pode indicar uma menor ansiedade. Porém, ao
investigarmos o tempo gasto na periferia em relacdo a area central, para cada um dos grupos,
verificamos que todos apresentaram o padrdo esperado para roedores, de maior ambulacdo na
periferia (Figura 11), exceto as fémeas LG/J. Esse resultado encontrado n&o permite tirar
conclusdes sobre ansiedade das fémeas SM/J quando comparadas com as LG/J, uma vez que as
fémeas LG/J parecem ndo discriminar as regides do campo aberto. Ao contrastarmos esses
resultados com os obtidos com as mesmas fémeas no teste de labirinto em cruz elevado (LCE),
verificamos que as fémeas SM/J se apresentaram menos ansiosas do que as LG/J, ocupando a
regido aversiva (bracos abertos) do LCE por mais tempo relativo (SAUCE, 2010). Assim, como
verificamos que as fémeas LG/J ndo discriminam as regifes do campo aberto, os valores de
tempo na regido central isoladamente ndo permite concluir que as fémeas LG/J sejam menos
ansiosas que as SM/J. Quando comparamos as fémeas F, em fase materna com as F, em fase
ndo materna encontramos a seguinte relagdo: fémeas F, na fase materna possuem uma maior
atividade no centro (tempo e disténcia relativa), e fémeas F, que ndo estdo na fase materna

passam um maior tempo na regido periférica do campo aberto. Este foi o mesmo padréo
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encontrado utilizando o LCE com as mesmas fémeas (SAUCE, 2010), em que as fémeas F, em
fase materna apresentam uma maior frequéncia relativa de entrada nos bragos aberto do que as
fémeas F, em fase ndo materna. Com os resultados encontrados no campo aberto e LCE,
observamos que em geral houve diferencas na exploracdo da regido aversiva, centro do campo
aberto e bracos abertos do LCE, e da regido ndo aversiva, periferia do campo aberto e bragos
fechados do LCE, na comparagéo entre F, em fase materna e F, em fase ndo materna. Assim,
podemos dizer que talvez a fase materna tenha um efeito ansiolitico em fémeas F,. Conforme
discutido acima, a lactacdo, em seu estdgio inicial, pode reduzir ansiedade (BYRNES;
BRIDGES, 2006), possivelmente pela acdo de hormdnios como oxitocina e vasopressina
(BOSCH, 2008; KESSLER et al, 2011). Como ambos os testes foram aplicados em fémeas na
fase inicial pds-parto, no periodo da lactacdo, esse padrdo encontrado para as F, na fase materna
pode ser devido a influéncia dessa fase.

Em todo o periodo de teste, observamos também a distancia total percorrida, dada pelo
namero de quadrados cruzados pelo animal. Tal valor nos informa a respeito da exploracdo do
ambiente novo e atividade motora. Além disso, a medicéo desse valor é também um importante
indicativo de emocionalidade (CHOLERIS et al, 2001). Roedores, como ratos e camundongos,
possuem uma aversao natural a novidades, neste caso ao teste campo aberto, assim como para
locais iluminados e abertos (STEIMER; DRISCOLL, 2003). Ao ser confrontado com um
ambiente novo, roedores em geral, vivenciam o conflito entre o impulso de explorar a
area/objeto desconhecida, e a motivacdo para evitar potenciais perigos (CRUSIO, 2001;
STEIMER; DRISCOLL, 2003). Essa relacdo € um indicativo indireto de ansiedade, em que a
exploracédo € inibida gradualmente pela ansiedade (CRAWLEY; GOODWIN, 1980; PELLOW
et al, 1985). Levando isso em conta, nossos dados de distancia total percorrida mostram que as

fémeas da linhagem SM/J exploram mais o campo aberto do que as LG/J, sugerindo entdo que
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para esta caracteristica as médes SM/J sejam menos ansiosas. Este dado contrasta com os dados
obtidos pela atividade no centro, em que as fémeas SM/J possuem menor atividade na regido
central do que as fémeas da linhagem LG/J, nos levando a pensar serem as Ultimas menos
ansiosas que as primeiras. Mas, devido a ndo discriminacgdo da area visitada pelas fémeas LG/J,
conforme discutido acima, e os dados obtidos no LCE e distancia total percorrida, é possivel
postular que as SM/J sejam menos ansiosas de fato. Assim, os resultados de distancia total
percorrida no campo aberto sugerem menor ansiedade das fémeas SM/J e concordam com Sauce
(2010) que em testes realizados utilizando o LCE, demonstrou serem as fémeas dessa linhagem
menos ansiosas que as fémeas LG/J. E importante salientar que, essa maior distancia percorrida
pelas SM/J também é um indicativo de uma atividade motora mais acentuada que as fémeas
LG/J. Novamente, essa informagdo concorda com os resultados encontrados no LCE (SAUCE,
2010). Vale ressaltar que fémeas da linhagem LG/J, quando submetidas ao teste de nado forgado,
passam significativamente mais tempo iméveis (WATANABE et al, 2010). Essa relacdo parece
relacionar uma maior ansiedade com maior depressdo, indicando que as fémeas da linhagem
LG/J parecem ser a mais ansiosa acompanhada de um padrdo depressivo. I1sso pode ser de fato
verdadeiro, pois um recente estudo realizado em camundongos mostrou que ha uma ligacdo nas
vias metabolicas que modulam depressdo, ansiedade e estresse, ou seja, S80 comportamentos
modulados pelos mesmos compostos (MAGALHAES et al, 2010). Mas também ndo podemos
descartar a diferenca na atividade motora, pois a locomocdo também estd associada a esta
atividade, e assim as fémeas LG/J desempenham uma menor locomogdo no campo aberto e
também no teste do nado forcado (WATANABE et al, 2010). Vale ressaltar ainda que essas
fémeas sdo maiores e apresentam maior deposicdo de gordura que as fémeas SM/J, este fator
pode limitar a atividade locomotora. Nossos resultados contrastando a distancia total percorrida

pelas fémeas F, em fase materna e ndo materna mostram que, as fémeas F, em fase materna
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exploram mais o campo aberto do que fémeas F, em fase ndo materna. Talvez isso indique uma
menor ansiedade das F, em estado materno, assim como nos sugeriu os dados de atividade no
centro no campo aberto e entrada nos bragos abertos do LCE, demonstrado em trabalho
realizado por Sauce (2010) e discutido acima.

Com os dados de distancia e tempo, calculamos a velocidade média dos grupos em
estudo, utilizamos valores totais para o célculo da velocidade total, valores de distancia e tempo
na periferia para o calculo da velocidade nessas regides e assim por diante (Tabela 10). Esse
calculo nos forneceu valores de distancia (dist.) percorrida em determinado periodo de tempo.
Assim, ele se relaciona negativamente com a ansiedade, pois quanto maior a distancia percorrida
em determinado periodo de tempo (velocidade média), maior a exploracdo e menor a ansiedade
(CHOLERIS et al, 2001). Ao analisarmos a velocidade (dist./tempo) de cada uma das linhagens
parentais (Tabela 10), encontramos que as fémeas SM/J sdo mais rapidas que as LG/J,
independente da regido em que se encontram. Outra importante informacéo é que, fémeas SM/J
e LG/J andam a mesma distancia no centro do campo aberto. Entretanto as fémeas SM/J
possuem uma velocidade maior nessa regido, isso explica talvez 0 menor tempo gasto por elas
no centro quando comparadas as fémeas LG/J. Isso mostra que as fémeas de ambos 0s grupos
exploram de maneira semelhante o centro do campo aberto. Ao observarmos a velocidade total,
fica claro que, fémeas SM/J sdo mais rapidas, percorrendo uma distancia maior durante o
periodo de teste. Portanto esses dados nos mostram que as fémeas pertencentes a linhagem SM/J
exploraram mais o0 campo aberto do que as fémeas da linhagem LG/J, sugerindo ser menos

ansiosas e mais ativas que as estas Gltimas.
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Tabela 10. Velocidade média (quadrados cruzados/s) para as linhagens parental SM/J e LG/J e
geracoes F; e F,, em fase materna e ndo materna

Dist. total Vit Vc Vp
SM/J 292.8 0,97 @P¢ 0,92 1,19
LG/ 170,5 0,56 2 0,54 0,58
F 161,9 0,54° 0,72 0,50
F,_mie 188,16 0,62 ° 0,83 0,58
F,_ndo mae 140,53 0,46 ° 1,48 0,44

Dist. Total é a distancia total percorrida pela a fémea durante o periodo de teste; Vt é a
velocidade total (Dist. Total/ tempo total (s)) durante o teste; V¢ velocidade apresentada pelo
animal no centro do campo aberto (Dist. Centro/tempo no centro) durante o periodo de teste; Vp
velocidade na periferia do campo aberto (Dist.periferia/tempo na periferia).

a,b,c,d = diferengas significativas ( Teste t de Student - p<0,001)

Com o intuito de investigar a variacdo da emocionalidade em maes das linhagens
parentais (SM/J e LG/J) e geracdes F1 e F, (em fase materna e ndo materna) deste
intercruzamento, observamos no teste de campo aberto os fenétipos de defecacgdo, levantamento,
grooming, atividade no centro (distancia e tempo), imobilidade e distancia total. A unido dos
dados etoldgicos de defecacdo, levantamento, grooming e imobilidade ndo sdo conclusivos com
relacdo a emocionalidade. Entretanto, os resultados de atividade no centro (distancia e tempo) e
distancia total nos sugerem que, fémeas pertencentes a linhagem parental LG/J parecem ser mais
ansiosas que as pertencentes a linhagem SM/J. Apesar de possuirem um maior tempo relativo no
centro, indicativo de menor ansiedade, as fémeas LG/J apresentaram uma menor atividade
exploratdria, demonstrada principalmente pela menor distancia total percorrida e pelo menor
valor de velocidade total. Isso significa que durante os cinco minutos de teste elas exploram
significativamente menos o campo aberto quando comparadas as fémeas SM/J, sendo, portanto
mais ansiosas que as fémeas SM/J. Além disso, a validade da medida de tempo relativo no
centro das fémeas LG/J é questionavel, pois ao compararmos os valores médios de tempo no
centro e periferia encontramos gque esse grupo possui tempos parecidos gastos nessas regides, ao

contrario do que € observado nos outros grupos. Apesar de o0s indicios apontarem para a
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linhagem LG/J como sendo mais ansiosa que a SM/J, os teste aqui realizados, utilizando o
campo aberto, ndo sdo conclusivos com relagdo a emocionalidade nas fémeas dessa linhagem,
No entanto, vale destacar que foi constado um padrdo comportamental diferente das fémeas
LG/J e SM/J (Peripato, AC, comunicacdo pessoal). No geral, 0 manuseio das fémeas LG/J era
mais dificil, pois elas pareciam ter respostas mais sensiveis ao estresse provocado, como por
exemplo, no manuseio dos animais para procedimentos de pesagem, limpeza de caixa ou
execucdo de testes. Se a fémea estivesse em fase materna, ocasionava, frequentemente, na
diminuicdo dos cuidados dados aos filhotes, resultando a perda da prole. Esse fato pode ser

comprovado pelo baixo tamanho amostral das fémeas LG/J que aqui utilizamos (n=6).

5.3 QTLs individuais e epistaticos

Utilizando 234 fémeas F,, no periodo po6s-parto, investigamos a arquitetura genética da
emocionalidade no teste de campo aberto. Através da analise de QTL, fizemos uma busca por
QTLs individuais e epistaticos. Encontramos 11 regides individuais significativas para 0s
fenotipos groming, imobilidade, atividade no centro e atividade motora e 76 regides epistaticas,
envolvidas em 44 interacbes para todos os fendtipos, (grooming, imobilidade, defecacéo,
atividade no centro e atividade motora),

O grooming é um importante comportamento do repertorio de roedores (SACHS, 1988),
sendo sensivel a fatores enddgenos, como variagdo hormonal (BRESSERS et al, 1998;
CROMWELL; BERRIDGE, 1996), e fatores exdgenos, como eventos estressores (KALUEFF,
2003). Porém ja vem sendo demonstrado que mutacdes, injecdo de drogas, alteracbes hormonais,
novidade e estresse causado pela presenca de predador, alteram o comportamento de grooming

(GREER; CAPECCHI, 2002; MOODY et al, 1988; WELCH et al, 2007). Por exemplo,
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camundongos com delecdo do gene Sapap-3, gene localizado no cromossomo 4, apresentam um
aumento na ansiedade, e apresentam o comportamento de grooming de forma compulsiva,
levando a perda de pelos na face e lesdes na pele (WELCH et al,2007). Encontramos uma regido
associada a variacdo desse fendtipo. O QTL Grl10 é responsavel, individualmente, por 5% da
variacdo desse fendtipo, é aditivo, sendo o alelo SM/J associado ao maior valor de grooming. De
acordo com isso, esperariamos encontrar os maiores valores de grooming em fémeas SM/J. Foi
exatamente o encontrado nos dados etol6gicos, em que vemos que essas fémeas possuem
maiores valores que as fémeas LG/J. Devido ao seu valor de LOD score exceder apenas ao nivel
de significancia do cromossomo ele é considerado como QTL sugestivo de associacdo. Ainda
para esse fenotipo, encontramos sete QTLs epistaticos, nos cromossomos 1, 2, 5, 6, 9, 14 e 17.
Baum e colaboradores (2006) encontraram QTLs para grooming nos cromossomos 3, 4 e 19 de
rato, utilizando o teste de campo aberto, entretanto nesse mesmo estudo, utilizando defensive-
burying test, encontraram QTLs nos cromossomos 2, 9 e 10. Esses resultados talvez indiquem a
complexidade genética do grooming, que além da funcdo de higiene e cuidados com a superficie
corporal, também tem o papel na termorregulacéo, reducdo do estresse, quimio-comunicagdo e
interacdo social (SMOLINSKY et al, 2009). Para as linhagens que utilizamos, pouco ainda se
sabe sobre o fendtipo de grooming. Entretanto, nossos resultados indicam uma Unica regido
respondendo individualmente pela variacdo de grooming, mas conta com cinco interacfes
envolvendo sete regifes do genoma associadas com este comportamento em fémeas pos-parto. A
variacdo genética total explicada pelo QTL individual e QTLs espistaticos € de 29,4%. N&o
conseguimos encontrar potenciais genes candidatos as regides aqui apontadas.

Imobilidade é um pardmetro que se correlaciona negativamente com ansiedade e é
utilizada para avaliar medo a espacos abertos. Os QTLs individuais encontrados para

imobilidade apresentam efeito sobredominante em Im2, e aditivo em Im5 e Im7. Desta forma,
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fémeas heterozigotas na regido do cromossomo 2 apresentam maior imobilidade do que fémeas
homozigotas para os alelos LG/J ou SM/J. Ja as fémeas que apresentam o alelo LG/J nas regides
de Im5 e Im7 apresentam maior imobilidade. Entretanto, ao analisarmos a imobilidade de cada
um dos grupos, percebemos que as fémeas das linhagens parentais SM/J e LG/J néo
apresentaram imobilidade, mas mesmo assim essa caracteristica esteve presente nas geracoes F;
e F,. Esses QTLs juntos respondem por 15% da variagdo do fenotipo. Destaca-se aqui, Im7, pois
possui um valor de LOD score acima do nivel de significAncia genébmico, ou seja, esse QTL
possui uma alta associa¢do com a varia¢ao do fenotipo imobilidade, quando avaliado no teste de
campo aberto. A busca por QTLs epistaticos revelou 29 QTLs para imobilidade, essas regides
estdo envolvidas em 10 interagBes. Os QTLs individuais mais os epistaticos respondem por
53,4% da variacdo do fendtipo. Em trabalhos anteriores realizados por outros grupos, a
imobilidade (freezing) medida em camundongos no campo aberto foi utilizada como indicativa
de medo/ansiedade e revelou regibes com associacdo nos cromossomos 1, 2, 3, 10 e 16
(WEHNER et al, 1997). Na procura por potenciais genes candidatos encontramos um gene no
cromossomo 2, proximo ao QTL Im2, que tem sido associado a imobilidade avaliada no teste de
nado forcado. O gene Bdnf (Brain-derived neurotrophic factor) esta localizado na posicdo 56,63
cM e codifica a proteina BDNF. Uma substituicdo de uma valina por uma metionina no cédon
66 esta associada com uma maior depressao (FRODL et al, 2007). Assim sugerimos que esse
gene pode atuar na variacdo da imobilidade medida no campo aberto. O gene Nos 3 (Nitric oxide
synthase 3) e o candidato para Im5, pois localiza-se no cromossomo 5, dentro do intervalo de
confianca deste QTL, mais precisamente na posi¢do 11,32 cM. Camundongos com o gene Nos 3
inativo apresentaram menor atividade no campo aberto quando comparados com camundongos
tipo selvagem, devido a uma capacidade maior de aprendizagem (FRISCH et al, 2000). Essa

informacao pode ser um indicativo de que esse gene atue na varia¢do da imobilidade das fémeas
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F, em fase materna, testadas no campo aberto. Park e colaboradores (2011) encontraram um
QTL individual para imobilidade em camundongos no cromossomo 7, coincidente com a regido
de Im7. Os dois genes sugeridos pelos autores, Tyr e Grm5 (Tyrosinase e Glutamate receptor,
metabotropic 5 respectivamente), também séo potenciais genes candidatos para Im7. Tais genes
estdo relacionados ao déficit de aprendizagem e aprendizagem espacial, respectivamente.

Desde a criacdo do teste de campo aberto, a defecacdo vem sendo utilizada como medida
de emocionalidade (HALL, 1934). Animais altamente emotivos, ou ansiosos, apresentam uma
alta taxa de defecacdo (ANGRINI et al, 1998). A busca por QTLs individuais para o fenotipo
defecacdo ndo revelou regibes com associacdo significativa a variacdo desse fendtipo,
Entretanto, encontramos QTLs epistaticos associados a defecacdo, sendo oito regiGes envolvidas
em quatro interagdes epistaticas. Somente os QTLs epistaticos respondem por uma grande

parcela (40,5%) da variacdo de defecacdo em fémeas na fase materna.

Atividade no centro é um indicativo de baixa ansiedade em roedores, pois, estes
naturalmente preferem estar em contato com superficies verticais, onde utilizam as vibrissas para
percepcdo tatil. Essa preferéncia € devido a caracteristica naturalmente ansiosa de roedores,
como camundongos e ratos (PRUT; BELZUNG, 2003). Para atividade no centro, encontramos trés
QTLs individuais, AC7, AC8 e ACX. Esses QTLs sdo responsaveis por 14% da variacdo desse
fendtipo, e possuem um efeito aditivo para os cromossomos 7 e X, e sobredominante no
cromossomo 8. Em ambos os casos de efeito aditivo, o alelo LG/J esta associado com a maior
atividade no centro. As analises desse fenotipo mostram que, de fato as fémeas LG/J exploram
mais essa regido do os outros grupos. A regido ACX, encontrada no cromossomo X, é a que
possui a maior associacao de ligacdo com atividade no centro, pois seu LOD score, 3,51, esta

acima do nivel de significancia do genoma, os outros QTLs sdo sugestivos. A busca por QTLs
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epistaticos nos revelou 22 regides envolvidas em 5 redes de interages. Os QTLs epistaticos
mais 0s individuais respondem por 24,4% da variacdo de fendtipo. Para cada um dos QTLs
individuais encontramos potenciais genes candidatos. Para AC7 e ACX encontram-se 0s genes
CCK2 (Cholecystokinin B receptor) (HORINOUCHI et al, 2004) e Arhge9 (Collybistin)
(KALSCHEUER et al., 2008; PAPADOPOQULOS et al, 2007; SAIEPOUR et al, 2010),
respectivamente, ambos relacionam-se a ansiedade. O gene que codifica a Cholecystokinin (CCK),
neuropeptidio mais abundante no cérebro, tem sido relacionado a uma série de fungdes como,
termorregulacdo, comportamento sexual, saciedade, desordens de panico, medo e ansiedade
(ROTZINGER et al, 2010). CCK2, um subtipo do gene que codifica esse neuropeptidio esta no
intervalo de confianca de AC7. Resultados utilizando os testes comportamentais LCE e caixa
claro e escuro sugerem que camundongos com gene CCK2 inativado S&0 menos ansiosos que
camundongos tipo selvagem (HORINOUCHI et al, 2004). Apesar do AC7 n&o estar envolvido
em nenhuma interacdo epistatica para esse fenotipo, o Im7, que possui um intervalo de confianca
bastante parecido com AC7, faz parte de uma rede de interacdes epistaticas para o fenotipo
imobilidade. Isso pode ser um indicativo de pleiotropia. Sendo assim, sugerimos que 0 gene
CCK2 pode estar envolvido na variacdo desses dois fendtipos. Isso abre possibilidades para
futuras investigaces. Dentro do intervalo de confianca do ACX encontra-se o gene Arhge9
(Collybistin), 41,85 cM. O produto deste gene atua na regulacdo pos-sinaptica glicenérgica e
GABAenérgia. Camundongos com o gene Arhge9 inativo, testados no campo aberto, ndo
apresentaram diferencas significativas no comportamento locomotor quando comparados com
camundongos tipo selvagem. Entretanto, esses animais sem a expressao da Collybistin, gastaram
menos tempo no centro do campo aberto do que animais com esse gene ativo. Isso sugere uma
maior ansiedade dos camundongos mutantes quando comparados aos tipos selvagens

(PAPADOPOULOS et al, 2007).
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O teste de campo aberto também ¢é utilizado para avaliar atividade motora. Essa atividade
é avaliada a partir de dados de distancia percorrida. Resultados de estudo feito com ratos
encontraram uma correlacdo com medo e ansiedade (REDINA et al, 2009). A busca por QTLs
para o fendtipo atividade motora nos revelou quatro regies de associacdo, AM4, AM6, AM10 e
AM11. Elas juntas respondem por 16% da variagdo total, e possuem um efeito aditivo. E
importante lembrar que o fendtipo atividade motora é composto pelos fendtipos de distancia
total percorrida e levantamento, esse dois fen6tipos nos informam sobre a atividade exploratoria
no campo aberto. O QTL AM11 possui um maior valor de LOD score, 3,74, superando o nivel
de significancia gendmico, ou seja, essa regido esta altamente associada com a variacdo do
fendtipo atividade motora. Alguns estudos de atividade locomotora tém encontrado QTLs
associados no cromossomo 11. Camundongos quando tratados com drogas, como nicotina,
psicoestimulantes e opidides tem um aumento na atividade locomotora (GILL; BOYLE, 2005).
O QTL associado com a variagdo da locomogdo em animais tratados encontra-se no
cromossomo 11 e AM11 esta em regido proxima a este QTL. Encontramos seis QTLs epistaticos
que juntos com os individuais explicam 23,4% da variagéo da atividade no centro. Para cada um
dos QTLs individuais buscamos genes candidatos. Os genes GABAB (2) (gamma-aminobutyric
acid receptor, 2), mGlu8 (metabotropic glutamate receptor 8) e Adralb (aip-Adrenergic
receptors) sdo os potenciais genes candidatos para AM4, AM6 e AM11, respectivamente.
Destacaremos aqui 0 gene Adralb, pois se localiza dentro do intervalo de confianca do QTL com
maior associacdo com a variacao do fenotipo (AM11). Esse gene possui trés subtipos (a1a, a1p €
1) (BYLUND; TRENDELENBURG, 1994) localizados em cromossomos diferentes

(cromossomos 14, 11 e 2 respectivamente), o subtipo a1, esté na posicao de 28,81 cM. Knauber e

Muller (2000) demonstraram que camundongos osp -/- apresentam baixo nivel de atividade no
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campo aberto quando comparado com oy +/+, mostrado pela baixa atividade exploratoria

inicial e menor frequéncia de levantamento. Eles ainda interagiram menos com o objeto novo e

0s seus movimentos ficaram restritos a area relativamente protegida, ao longo das paredes do

campo. Houve também uma diminuicdo da laténcia nos camundongos oy, =/-. Os resultados

apresentados mostram que a mutacdo de um Unico gene membro da familia dos receptores
adrenérgicos a4 cria um fenotipo distinto e fornece evidéncias de que esse receptor esta

envolvido na modulagdo da memoria e atividade exploratoria.

Por fim, a analise genética da emocionalidade em camundongos fémeas, em fase
materna, revelou uma arquitetura genética complexa. Encontramos QTLs individuais
distribuidos em diferentes cromossomos, com efeitos de aditividade e dominancia. Além disso,
encontramos QTLs epistaticos que sdo responsaveis por grande parte da variacdo genética de
fenotipos relacionados a ansiedade. Algumas dessas regifes sdo coincidentes com regides
encontradas por outros grupos de estudo. Entretanto, inimeros QTLs diferentes dos encontrados
aqui tem sido associados a fenétipos que indiqguem emocionalidade e ansiedade. Sugerimos
alguns genes candidatos que podem estar envolvidos na variacdo da emocionalidade, devido aos
QTLs individuais aqui encontrados. Isso talvez crie possibilidades para futuros estudos dessa
natureza. Além disso, outro fator importante, ndo investigado nesse trabalho, que modula a
expressdo de caracteristicas comportamentais € o ambiente, pois ele pode agir alterando a
expressdo de determinados compostos que atuem na variacdo de fenotipos ligados ao
comportamento. Assim, a epigenética vem despontando como um potencial campo de pesquisa
para 0 entendimento de caracteristicas comportamentais e devera ser incorporada em nossos

préximos passos.
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6. CONCLUSOES

A investigagdo da emocionalidade, medida no teste de campo aberto, em camundongos
fémeas em fase materna, ndo foi de fato conclusiva com relacdo as linhagens parentais SM/J e
LG/J. Entretanto, alguma diferenca entre elas foi observada. Os indicios apontam as fémeas da
linhagem LG/J como sendo mais ansiosas que as fémeas SM/J, talvez devido a maior atividade
evidente das Ultimas frente as fémeas do primeiro grupo. Os resultados do campo aberto ndo
revelaram diferencas significativa entre a emocionalidade da geragéo F; e F,. Entretanto, fémeas
F, em fase materna parecem ser menos ansiosas que fémeas F, fora dessa fase, provalvelmente
devido ao estado lactante das maes.

A andlise do crescimento revelou um padrdo entre as fases aqui estudadas, a fase |
(primeira a terceira semana de vida) e a fase P (terceira a sexta semana). Em I, o crescimento da
cauda foi significativamente maior do que em P, exceto para as fémeas LG/J. J& para 0 peso
ocorreu 0 contrario, em que o maior ganho em peso aconteceu na fase P e ndo em |, porém nas
fémeas SM/J esse peso se manteve relativamente constante em P.

Nas fémeas da geracdo F, encontramos associacdo entre fen6tipos de emocionalidade e
ganho em peso. Nestes casos, fémeas com maior imobilidade apresentaram um maior ganho em
peso na fase | enquanto que fémeas com maior atividade no centro, imobilidade, e atividade
motora tiveram um maior ganho em peso na fase P. O comportamento de maior frequéncia de
grooming estava associado com um menor ganho em peso na fase P.

Nas fémeas F, do intercruzamento entre as duas linhagens endogamicas LG/J e SM/J
ndo encontramos nenhuma associacdo entre o crescimento, ganho em peso e fenotipos de
ansiedade dos animais com a viabilidade da prole, indicando que independente do ganho em

peso ou dos niveis de ansiedade, as fémeas ndo apresentaram varia¢do no cuidado materno.
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A busca por QTLs resultou em muitas regides envolvidas na variagdo da emocionalidade
em fémeas pos-parto. Encontramos 11 QTLs individuais e 88 QTLs epistaticos distribuidos por
diferentes cromossomos. Assim, os QTLs individuais explicam 5 a 9% da variagcdo de
emocionalidade para os fendtipos (grooming, imobilidade, atividade no centro, atividade
motora) e juntamente com os QTLs epistaticos conseguimos explicar de 24 a 53% da variacao
genética para todos os fenotipos avaliados.

Apontamos potenciais genes candidatos que podem ter um efeito em fenétipos de
emocionalidade. Essas regides aqui encontradas e 0s genes sugeridos poderdo contribuir para o
entendimento da emocionalidade em fémeas po6s-parto de camundongos, pois, esperamos que
QTLs e genes candidatos aqui sugeridos possam corroborar estudos anteriores e auxiliar

pesquisa futuras.
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Parecer N° 018/2006

Protocolo n® 018/2006

A Comissio de Ftica em Experimentagio Animal da
Universidade Federal de S3o Carlos — CCEA/UFSCar, durante sua 8. Reunifio,
realizada no dia 19/09/2006, concluiu a apreciagiio ética do projeto de pesquisa Bases
Genéticas do Cuidado Materno: Uma visfio detalhada elaborado do por Andréa
Cristina Peripato.
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