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APRESENTACAO

O comportamento animal envolve todas as interagdes do animal com o homem,
comoutros animais e com o ambiente, podendo ser estudado como este comportamento
iniciou, por que iniciou, como se desenvolveu no animal, é inato ou adquirido.

Muitos dos comportamentos s&o adquiridos por meio da experiéncia, da
visualizagcao, podendo ter um componente inato ao mesmo tempo.

Estes comportamentos podem ter sido moldados pela selecéo natural, de forma
a aumentar as chances de sobrevivéncia da espécie, para facilitar a reproducao, para
gue o animal encontre de forma mais rapida o seu alimento.

Um exemplo de comportamento reprodutivo pode ser visto no artigo “Interacéo
acustica de anuros em uma poca temporaria no municipio de Cruz das Almas — Bahia”;
Ja o artigo “Influéncia de técnicas de enriquecimento ambiental no comportamento de
Alouatta caraya (Humboldt, 1812) (primates: atelidae) cativos no parque zoobotanico
Getulio Vargas, Salvador, Bahia”, nos traz um exemplo da mudanca de comportamento
conforme o0 ambiente, assim como o artigo “Efeitos do enriquecimento ambiental no
comportamento e nos niveis de cortisol sérico de caes terapeutas”.

O artigo “Importancia econémica da capivara (Hydrochoerus hydrochaeris
Linnaeus, 1766) e da ema (Rhea americana Linnaeus, 1758) em areas agricolas”,
nos traz o comportamento destes animais em ambiente antropico (ambiente natural
modificado pelo homem); J& o artigo “Beneficios de diferentes manejos nutricionais
para vacas de leite no periodo de transicado” nos apresenta como a nutricdo pode
afetar o comportamento produtivo e reprodutivo de um animal.

A“Importancia histérica dos ratos no avango da compreenséo da biologia humana”
nos traz os comportamentos destes animais que podem ser fontes de estudo para
compreensao da ansiedade, memoéria e aprendizado, e o artigo “Experiéncia precoce,
humor e desenvolvimento de regides visuais” mostra o comportamento visual de ratos
e sua influéncia nas pesquisas humanas.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar mais estudantes e
pesquisadores na constante busca de novas conhecimentos para esta interessante
area de estudo.

Valeska Regina Reque Ruiz
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RESUMO: Estima-se que a utilizagao de animais
para fins cientificos comecou ha mais de 2.500
anos atras, sendo intensificada a partir do
século XIX. Dentre os varios modelos animais,
podemos destacar a importdncia do rato
Noruegués (Rattus norvegicus), que tem sido
utilizado em diversas areas da pesquisa, como
no desenvolvimento de farmacos, em estudos
neurais, fisiologicos e comportamentais. A
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constante manipulagcdo genética destes ratos,
em laboratério, possibilitou o desenvolvimento
de animais de diferentes linhagens, que
contribuem diariamente com a elucidagao das
bases neurobiolégicas de doengas humanas.
NoOs desenvolvemos, recentemente, a linhagem
congénica SLA16 (SHR.LEW/Anxrr16) para
estudarmos os genes do cromossomo 4. Os
resultados iniciais sdo promissores e fazem
deste modelo genético uma ferramenta muito
importante para se estudar comportamentos
que estao relacionados a ansiedade, memoria
e aprendizado.

PALAVRAS-CHAVE: Comportamento;
Genética; ratos SLA16; Cromossomo 4

ABSTRACT: It is estimated that the use of
animals for scientific purposes began more
than 2,500 years ago, being intensified from
the 19th century. Among the various animal
models, we can highlight the importance of the
Norwegian rat (Rattus norvegicus), which has
been used in several areas of research, such
as drug development, neural, physiological
and behavioral studies. The constant genetic
manipulation of these rats in the laboratory
allowed the development of animals of different
strains that contribute daily to the elucidation of
the neurobiological bases of human diseases.
We have recently developed the SLA16 (SHR.
LEW/Anxrr16) congenic rat strain to study the
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genes of chromosome 4. The initial results are promising and make this genetic model
an essential tool for studying behaviors that are related to anxiety, memory, and learning.
Keywords: Behavior; Genetics; SLA16 rats; Chromosome 4

11 A FILOGENIA DO RATO

A ordem Rodentia (Figura 1) possui 0 maior numero de espécies, dentre os
mamiferos. Sao aproximadamente 2277 espécies, distribuidas entre 468 géneros em
33 familias (7). Evidéncias paleontoldgicas e moleculares datam a origem do clado
entre 64-104 milhdes de anos (MA) sugerindo que 0s seus ancestrais teriam coabitado
o planeta com os dinossauros (4,39). Apesar da grande variagao morfoldégica dentro do
grupo, os roedores séo facilmente distinguiveis de outros grupamentos taxonémicos
por suas caracteristicas morfolégicas, principalmente por sua denticao caracteristica.
Seus incisivos sdo grandes, ndo enraizados e com crescimento persistente. Eles
possuem a superficie dos molares distintas e a mandibula com adaptacbes para
permitir o movimento de moagem (23). Dentro da ordem Rodentia existe uma grande
diversidade, tanto morfol6gica quanto de comportamentos, o que acaba dificultando a
classificagao das espécies. Devido a isso, varios trabalhos questionaram a monofilia do
grupo (15,34). Porém, grande parte das evidéncias leva a rejeicédo da parafilia (26,36).

Clenanryiidae

Creamioe

Heteromyidae

Cviceidme

Muridae

Schiridee

______________________ Lagarmearis

Figura 1: Filogenia dos roedores exemplificada por algumas familias. A linha rosa evidencia a
familia Muridae que é o clado relacionado ao rato (Adaptado de Gongalves et al., 2013).

A familia Muridae (Figura 2), além de estar inserida na superfamilia mais diversa
do téxon, inclui as espécies de grande importancia para a pesquisa basica, como
os Ratos “verdadeiros” (Rattus), camundongos e hamsters (20,40). Os murideos
sé@o o clado de mamiferos mais bem-sucedidos evolutivamente, possuindo cerca de
1620 espécies, evoluindo de um ancestral comum. Essas espécies se distribuem em
cerca de 300 géneros e 18 subfamilias (60,65). Possuem uma ampla gama de modos
de locomocgéo, sistema social e ecologias diversas (40). Apesar de haver algumas
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controvérsias na sua filogenia, o registro fossil pode ajudar a resolver a organizagéo
das subfamilias. Dentre elas, podemos destacar a subfamilia Murinae, por possuir
maior relevancia para este capitulo. Ela engloba os chamados ratos do velho mundo e
camundongos, sendo uma das mais populosas da familia. Com cerca de 530 espécies,
distribuidas entre 128 géneros, originou-se entre 12 e 16 milhées de anos atras, na
Europa, Asia, Africa e Australia (42,65).
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Figura 2: Filogenia com provaveis relagdes entre as subfamilias que compéem a superfamilia
Muroidea. A linha rosa destaca a subfamilia Murinae. A diversidade de cada grupo é
representada pela largura da base do cone, sendo sua profundidade relacionada com o
ancestral comum mais recente daquele clado (adaptado de Steppan and Schenk, 2017).

Dentre o grande numero de géneros em Murinae, o género Rattus geralmente
distingue suas espécies por apresentarem pelos longos, caudas com pouca pelagem
e escamas sobrepostas, além de cranio robusto, com bolhas auditivas relativamente
grandes e processo corondide proeminente (71). A origem do género, provavelmente
ocorreu no continente Asiatico cerca de 3 MA, segundo dados moleculares (31,58).
Representando um exemplo classico de radiacéo rapida, morfologicamente limitada,
porém cromossomicamente diversa (59). R. norvegicus faz parte de um dos géneros
com o maior numero de espécies dentro de roedores. Os individuos dessa espécie estao
em ambientes urbanos, ou alterados pelo homem, vivendo proximos as residéncias,
geralmente préximos as fontes alimentares de origem antropica. E sua coabitagao com
humanos leva a espécie a desenvolver caracteristicas comportamentais e ecologicas
especificas, como grande plasticidade comportamental e alta taxa de reproducéo,
podendo ser considerados pragas em alguns locais (27,63,68,69,70). Na presenca
de abrigo e comida abundante, uma fémea pode dar a luz o ano todo, com ninhadas
variando entre 7 a 9 filhotes (10).
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2| RATTUS NORVEGICUS COMO MODELO ANIMAL

A utilizacao de modelos animais é amplamente difundida na ciéncia (1). Esse fato
se da, pela caréncia de métodos alternativos com eficacia comprovada, principalmente,
no desenvolvimento de medicamentos e vacinas. Normalmente, um modelo deve
ser caracterizado com a representacdo de uma ocorréncia, apresentando precisao
adequada e demonstracdes das limitacdes em relacao a realidade, que ele representa,
sendo o0 mais semelhante possivel ao que se deseja estudar (17).

Estima-se que a utilizagdo de animais para fins cientificos comegou ha mais de
2.500 anos atras, sendo intensificada a partir do século XIX. Sua utilizacdo é citada na
literatura desde os estudos de Hipdcrates, que relacionava érgaos humanos doentes
com os de animais (55). Dentre os varios modelos animais, podemos destacar o
rato Noruegués (Rattus norvegicus), que tem sido utilizado em diversas areas da
pesquisa, como no desenvolvimento de farmacos, em estudos neurais, fisiologicos
e comportamentais, dentre outros. Estudos relacionados a filogeografia do DNA
mitocondrial com a distribuicdo do registro féssil permitem inferir que esses animais
se originaram nas regidées do norte da China e da Mongodlia (50,51,64). No entanto,
atualmente eles estao presentes em todos os continentes, exceto na Antartida, sendo
assim considerados dependentes do ambiente e de recursos resultantes da atividade
humana (28). Ao se acompanhar a histéria filogeografica de algumas espécies de
roedores é possivel notar uma nitida associagao entre a sua distribuicdo e os padrées
de exploragdo humana no planeta sugerindo que os roedores sejam os mamiferos
invasivos mais populosos e bem-sucedidos (18,50,62,66). Assim, compreender
a histéria evolutiva desses animais, se mostra importante para decifrar os seus
comportamentos atuais.

Em sintese, o rato noruegués é um animal de vida curta, com curto periodo de
gestacdo, com filhotes muito pequenos, grande despendimento de energia durante
a lactacdo e com maturidade sexual precoce, sendo altamente dependentes da
disponibilidade de recursos (70). S&o animais noturnos e ativos o ano todo, geralmente
vivendo em colbénias. No ambiente selvagem, tendem a ser mais agressivos, podendo
expulsar outros ratos ou camundongos (5,44). Por serem abundantes, na Europa do
século XVIII e XIX, esses animais eram constantemente perseguidos, capturados,
mortos ou vendidos como comida em época de escassez. Durante esse periodo, 0s
“cacadores de rato” faziam o exterminio ou a captura para lutas ou corridas, dando
preferéncia para os albinos, negros e malhados (11,24,37).

Os animais albinos comecaram a ser utilizados em laboratorio no século XIX,
em experimentos de jejum e adrenalectomia (1856), sendo a primeira espécie de
mamifero domesticada para fins cientificos e passando a ser a espécie mais utilizada
como modelo animal na pesquisa biomédica (11,30,57). Sua cor branca favoreceu sua
popularidade e a falta de pigmentac&o nos olhos, que acarreta em defeitos na viséo,
facilitou o manuseamento e a diminuicdo do comportamento de fuga em laborat6rio
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(57).

« Além do sequenciamento do genoma (19), algumas outras caracteristicas
fizeram com que o uso do rato se popularizasse na pesquisa biomédica
foram (11,30,57):

+ Possui tamanho que facilita 0 manuseio, com 6rgéos grandes o suficiente
para a realizagao de cirurgias e/ou administracéao de drogas. Seu tamanho
também favorece o uso de um espagco menor, acomodando muitos animais;

+ Sua historia evolutiva e condi¢cdo de espécie comensal favoreceu uma dieta
parecida com a do homem. Possibilitando uso desses animais em pesqui-
sas relacionadas a nutricao;

« Sao fisiologicamente parecidos com o homem, com glandulas, nervos e
musculos bem parecidos. Além de um sistema nervoso estavel, caracteristi-
cas que favorecem a replicabilidade dos trabalhos;

+  Sucesso reprodutivo, mesmo em condi¢cdes de cativeiro e domesticacéo.
Além de ser possivel produzir muitas ninhadas em um intervalo curto de
tempo, sem a necessidade de grandes espacos;

+ Possuem resisténcia grande a muitas infeccoes;

+ Apés a domesticacao sao animais que se mostram mansos, mesmo com
pouco manuseio. E possivel retira-los da gaiola para a realizacéo de experi-
mentos sem que eles fujam, ou mordam.

3| OS COMPORTAMENTOS DO RATTUS NORVEGICUS

Como dito, para o desenvolvimento de pesquisas com modelos experimentais,
€ necessario conhecer o comportamento padrao daquela espécie. Dessa forma, é
possivel diferenciar um padrao normal de uma reagcao ao experimento que esta sendo
realizado, sendo a caracterizacdo detalhada do comportamento parte importante da
pesquisa com uso de animais. Em 1981, Lorenz (35), um dos pais da etologia, propés
a existéncia de um aparato fisiol6gico que seria responsavel por perceber e reconhecer
estimulos sensoriais importantes, e um aparato comportamental responsavel por
padroes motores.

a) Comportamento Motor

A locomocao é o comportamento mais comum observados em ratos, sendo
o foco de inUmeras pesquisas comportamentais. Apesar de ser considerado um
comportamento relativamente simples, podendo ser dividido em caminhada, trote e
corrida, torna-se dificil de avaliar, devido ao tamanho e agilidade do animal. O sistema
responsavel pela postura é um agregado de multirreflexos das fungcbes motoras
integradas, por exemplo, o ato de ficar parado ou agarrado a algo, envolve todos os
segmentos do corpo para manter o equilibrio. Porém, durante o sono, ou algum outro
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estado de inconsciéncia, o animal tem um corpo flacido e despreparado para lidar com
as pressdes ambientais (46).

Ratos exibem uma série de movimentos habilidosos, com a boca e patas. Séao
movimentos importantes para a alimentacdo, construgcao de ninhos e realizagao de
alisamento (grooming).

O comportamento de manipulagéo de alimentos parece obedecer a um padréo
de roedores, apesar de ser mais complexo em ratos. O reconhecimento se da pelo
farejamento e manipulacdo do alimento com a boca e dedos, na postura sentada (72).

O alisamento consiste em uma série de movimentos complexos para limpar e
manter os pelos e pele do corpo. Eles incluem limpar, lamber e cogar. Geralmente
esses movimentos s&o feitos com a pata dianteira, se iniciando na parte posterior
e seguindo em direcao ao focinho. O comportamento pode ser realizado em outro
individuo, como uma forma de cuidado ou dominancia. Os animais chegam a passar
metade do seu tempo de atividade realizando esse comportamento (8).

b) Comportamento Social

Ratos apresentam sistemas sociais territorialistas e com formacéo de colonias.
Um macho dominante mantém um territério com uma ou mais fémeas reprodutoras,
podendo existir um ou mais machos subordinados (73).

Podem exibir brincadeiras locomotoras, caracterizadas por saltos e corridas
com curvas repentinas, podendo ser usadas no contexto social, onde os animais se
aproximam, se afastam, ou se perseguem. Ratos também podem “brincar de brigar”,
que envolve ataque e defesa da nuca, sendo a resposta mais comum para o contato
um giro, que leva a um conflito ventro-ventral (43,47).

Alguns estudos mostram que ratos utilizam informagdes obtidas de outros
individuos da sua espécie. A preferéncia alimentar, por exemplo, € transmitida
socialmente, uma vez que ratos observadores tendem a preferir alimentos que um
demonstrador ja tenha comido. Esses comportamentos podem associar familiaridade,
parentesco ou dominancia, com modulacdo da transmisséo social de preferéncia
alimentar (67).

Além disso, ratos podem ajustar seu comportamento a partir de informacgdes
visuais. Ratos podem exibir comportamento de dor mais proeminente quando estao
com outros animais do grupo, em comparacao aos animais isolados, indicando contagio
emocional. S&o também capazes de discriminar expressdes de dor e expressoes
neutras, evitando contato com fotos que mostram ratos com sinais de dor (33,41).
Takano (67) demonstrou que ratos conseguem aprender estratégias eficientes,
apenas observando o comportamento de outros ratos, mesmo que seja ineficiente.
Evidenciando a importancia do comportamento social na formacdo de estratégias
mais eficientes.
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c) Agressividade

Apesar do rato de laboratorio ser menos agressivo que o rato selvagem, niveis de
agressividade ainda estao presentes nesses animais. Foi demonstrado que ratos mais
velhos aplicam uma “surra psicolégica” nos mais novos. Ocorre quando o animal mais
velho pula sobre o jovem e o derruba, atingindo-o com os pés, porém nao ocorrem
mordidas. As fémeas também demonstram esse comportamento com seus filhotes no
final da lactac&o. Acredita-se que esses comportamentos levam a familiaridade com
combates e aprimoramento de habilidades (9,61).

E possivel observar o comportamento agressivo para estabelecimento de
dominancia, e parece ser comum entre murinos. E caracterizado por mordidas
ofensivas no dorso inferior e flancos e mordidas defensivas na face. Uma forma de
defesa € rolar, favorecendo o contato ventro-ventral, e tentar evitar as mordidas do
atacante (48).

d) Comportamento sexual

Durante o periodo que antecede a cdpula, em ambientes menores, as fémeas
tendem a ter uma atitude passiva e os machos demonstram pouco contato preliminar
antes da montagem. No entanto, em locais mais espacosos, as fémeas demonstram
comportamentos que sinalizam o momento da cépula, aproximando-se e afastando-
se do macho. Quando chega o0 momento da copula, a fémea estimula o macho com
movimentos de orelhas e saltos em direcao a ele (6).

e) Comportamentos relacionados a emocionalidade

Mudancas bioquimicas e fisiologicas podem resultar, ou estarem associadas,
a estimulacédo emocional do individuo. Alguns comportamentos foram reconhecidos
e classificados como sendo de natureza emocional, e testes foram validados para
tentar medi-los. Quando submetidos a estimulos aversivos, como manuseio recente/
inadequado, ou procedimentos experimentais, € comum que ocorram alteracdes
comportamentais nesses animais. Hall (22) caracterizou o aumento da defecacgéo e
miccdo como uma forma de resposta a estresse, uma vez que a frequéncia desse
comportamento diminui proporcionalmente a adaptacéo ao estimulo.

Além disso, a estratégia de sobrevivéncia, que esses animais apresentaram ao
longo da evolugéo, faz com que eles demonstrem aversdo aos ambientes abertos
ou potencialmente perigosos, por medo ou ansiedade. Ou seja, eles apresentam
preferéncia por permanecerem préximo as paredes, locais fechados e/ou com pouca
iluminacéo (22,38).
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4| A GENETICA DO RATTUS NORVEGICUS

O rato apresenta um genoma um pouco menor do que o dos humanos (2,75
bilhdes de pares de bases e 21 cromossomos vs. 2,9 bilhdes de pares de bases e 23
cromossomos; respectivamente) e um pouco maior do que o de camundongos (2,6
bilhdes de pares de bases e 20 cromossomos). Entretanto, todas as trés espécies
apresentam cerca de 30 mil genes, sendo que 40% deles sao muito proximos em
estrutura e funcéo (56).

A constante manipulagéo genética dos ratos possibilitou o desenvolvimento de
animais de diferentes linhagens:

Linhagens Geneticamente Modificadas

Do ponto de vista da pesquisa genética, os ratos acabaram ficando para tras na
corrida em relacado aos camundongos. Isso se deveu principalmente pela possibilidade
aberta a partir dos trabalhos que descreveram o uso de animais nocaute (knockout),
animais em que genes foram silenciados por meio de intervengcdes no DNA de células
tronco embrionarias, em camundongos. Este tipo de manipulacdo sé foi bem-sucedida,
no rato, muitos anos depois, apds varios anos de busca por adaptagdes metodologicas.
Hoje em dia, ja é possivel aplicar esta e outras técnicas correlatas em ratos, mas na
comparacdo do banco de dados gerados ainda estamos muito atras dos trabalhos
com camundongos. (25,32)

Contudo, do ponto de vista comportamental, da neurociéncia, os ratos apresentam
vantagens importantes em relacdo aos camundongos. O repertério comportamental
dos ratos é muito mais variado, além de permitirem estudos de desempenho cognitivo
mais complexo. Estes sao dois pontos chave na interpretagao translacional destes
estudos. De uma maneira bastante simplificada, os ratos tém comportamentos
complexos, mais facilmente comparaveis com os comportamentos humanos. Por isso,
os trabalhos com linhagens de ratos geneticamente modificadas tém crescido e sua
validade tem sido refor¢ada. (16,45)

Linhagens Heterogénicas

Estas linhagens, também chamadas de outbred, séo linhagens onde 0 genoma
dos animais é bastante heterogéneo. Ou seja, do ponto de vista genético, cada individuo
€ um ser unico com genoma diferente (Figura 3). Este tipo de linhagem apresenta uma
grande vantagem: mimetizar a heterogeneidade genética de uma populacdo humana,
visto que cada individuo humano apresenta um genoma virtualmente Unico (salvo
excecoes como gémeos monozigoticos).
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Linhagens Isogénicas

Também conhecidas como linhagens inbred, estas linhagens sdo compostas por
individuos geneticamente idénticas (Figura 3). De uma maneira simplificada, é como
se todos os individuos da linhagem fossem irmaos gémeos monozigéticos. Ndo ha
variagao genética ao longo das geracdes (salvo excecdes de mutagdes espontaneas).
A variacao fenotipica (de comportamento, por exemplo) entre os animais € bem
pequena quando comparada com as linhagens heterogénicas. Isto permite que sejam
estudadas

Estas linhagens sao construidas através de sucessivas gerac¢des de cruzamento
entre irméos, processo também conhecido como inbreeding (pelo menos 20 geragdes).
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Figura 3. Composicéo genética de individuos de uma linhagem isogénica (A), onde todos
os individuos apresentam o mesmo genoma; e composi¢éo genética de individuos de uma
linhagem isogénica (B), onde cada individuo tem um genoma diferente. Figura produzida com o
auxilio das ferramentas disponiveis em: mindthegraph.com/

Linhagens Recombinantes

Sao assim chamadas as linhagens em que duas linhagens parentais séo cruzadas,
dando origem a uma nova linhagem que ter4d o genoma parte proveniente de uma
das linhagens parentais, parte da outra (Figura 4). Muitas vezes ndo ha uma regiao
de interesse prévio, sendo usada também na triagem de novas regides genGmicas
interessantes.

Linhagens Cons6micas

As linhagens consdmicas sdo linhagens desenvolvidas a partir do cruzamento
de duas linhagens isogénicas. Estas linhagens possuem um cromossomo proveniente
de uma das linhagens parentais (linhagem chamada de doadora) e o resto do genoma
proveniente da outra linhagem parental (linhagem receptora) (Figura 2). Elas sé&o
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usadas estrategicamente para estudar a influéncia do cromossomo diferencial no

fenotipo, comparando-a com uma das linhagens parentais, geralmente a receptora.

Linhagens Congénicas

O desenvolvimento deste tipo de linhagem é bastante parecido ao das linhagens

consémicas. Porém, aregiao diferencial constitui apenas uma parte de um cromossomo

(Figura 4).

Esta € uma das técnicas que se segue a partir da identificacdo de regides

gendmicas com alta probabilidade de influéncia sobre a caracteristica de interesse.

Ela geralmente

€ desenvolvida a partir de sucessivos retrocruzamentos entre duas

linhagens isogénicas contrastantes para a caracteristica em questdo. Ao longo dessas

geragdes de cruzamentos é feita a genotipagem (determinacéo do perfil genético) e

escolha dos reprodutores a partir do genétipo mais interessante. Aqueles que carregam

a regiao diferencial da linhagem doadora e o resto do genoma similar ao da linhagem

receptora.
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Figura 4. Construcédo de novas linhagens a partir de duas linhagens isogénicas. Linhagem
recombinante com parte do genoma proveniente da parental A (azul), parte proveniente
da parental B (vermelho). Linhagem consémica com o genoma proveniente da parental B
(vermelho) exceto um cromossomo proveniente da parental A (azul). Linhagem congénica
com o genoma proveniente da parental B (vermelho) com um /ocus diferencial proveniente
da parental A (azul). Figura produzida com o auxilio das ferramentas disponiveis em:
mindthegraph.com/

Linhagens Subcongénicas

Estas sédo linhagens derivadas das linhagens congénicas. Geralmente a

construcao de linhagens subcongénicas tem como objetivo reduzir a regido genémica

diferencial por meio da selecéo e retrocuzamentos novamente com a linhagem parental

doadora. Ao final do processo, as linhagens congénicas terdo uma parte menor da

regidao diferencial da linhagem congénica, hum genoma ainda maior da linhagem

parental doadora.
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Linhagens Knockout E Knockin

Hoje em dia ja € possivel deletar ou inserir genes nas células embrionarias de
rato. Essas técnicas sdo bastante vantajosas quando se pretende estudar um gene
especifico. Os chamados knockout sdo animais mutantes nulos, ou seja, em que o
gene de interesse foi deletado, de modo que nédo é mais possivel a sintese daquela
proteina codificada. Dessa forma, as caracteristicas que apresentarem diferencas
para o animal selvagem (wild-type) podem ser atribuidas direta ou indiretamente ao
gene deletado.

Ja os animais chamados knockin sdo animais em que ha a insercado de um gene
de interesse. Estes também tém sua aplicabilidade no estudo de um gene candidato,
porém estudos desse tipo sé&o bem mais incomuns do que a abordagem dos knockouts.

5| A LINHAGEM CONGENICA SLA16

Sabe-se que diferentes linhagens de ratos ou camundongos podem responder
de maneira diferente aos mesmos estimulos ambientais e que, entdo, a comparagéao
simultdnea destas linhagens pode revelar correlacbes genéticas entre diversas
variaveis bioquimicas ou comportamentais (54). Ramos ef al. (53) propuseram um
novo modelo genético animal para o estudo de comportamentos relacionados a
emocionalidade. Ele é composto de duas linhagens de ratos, chamadas Lewis (LEW)
e SHR (Spontaneously Hipertensive Rats).

Sabe-se que grande parte dessa variacdo fenotipica existente entre as
linhagens de ratos depende do efeito de multiplos genes polimorficos em interacéo
com fatores ambientais. Entdo, existe na literatura, desde o final da década de 80,
uma metodologia descrita para se mapear loci (regides cromossémicas) de interesse
para caracteristicas quantitativas. Essa metodologia é chamada de analise de QTL
(Quantitative Trait Loci) e envolve o estudo genémico abrangente, podendo fornecer
informacdes sobre associacbes genéticas entre diversas caracteristicas fenotipicas
e, também, informagcdes que podem ajudar a elucidar os mecanismos moleculares
moduladores das caracteristicas em estudo (29).

Ramos et al. (52) identificaram e mapearam, pela primeira vez, um QTL para
comportamentos relacionados a emocionalidade em ratos. Ele foi mapeado no
cromossomo 4 e afetava uma medida possivelmente relacionada a ansiedade. Esse
QTL é hoje chamado de Anxrr16 segundo o Rat Genome Database (http://rgd.mcw.
edu/) (RGD) e compreende uma regiao do cromossomo 4 (aproximadamente 78
milhdées de pares de bases).

Para entender melhor de que maneira a regidao gendémica Anxrr16 influencia o
comportamento, e tentar buscar as bases genéticas que condicionam os fendtipos
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de ansiedade, foi desenvolvida a linhagem congénica SLA16 (SHR.LEW/Anxrr16) —
Figura 5. (13) Conforme visto anteriormente, uma linhagem congénica é desenvolvida
a partir de duas linhagens isogénicas. Nos animais SLA16 o0 genoma é idéntico ao da
linhagem (SHR — do inglés Spontaneously Hypertensive Rats) exceto em uma regido
cromossémica proveniente da linhagem (LEW — Lewis).

Linhagens Parentals

Selecionamenta

CGeemedica

Figura 5. A linhagem SLA16, com destaque para a o cromossomo 4. A linhagem SLA16 foi
construida a partir de uma série de cruzamentos entre hibridos das linhagens parentais SHR
(ratos espontaneamente hipertensos) e LEW (Lewis). Ao longo dos cruzamentos ocorreu a
selecao genética para que 0 genoma da linhagem construida SLA16 tivesse todo o background
proveniente dos SHR, mas o /ocus diferencial no cromossomo 4 fosse proveniente dos LEW.
O cromossomo 4 é mostrado no destaque com as posicdes relativas mostradas em milhdes de
pares de bases (mpb). Também se destaca alguns dos genes contidos na regido diferencial.
Snca = alfa sinucleina; Tacr1 = receptor taquicinérgico Tac1; Grin2b = subunidade GIuN2b
do receptor NMDA; Grip2 = Proteina de interagcdo com receptor de glutamato tipo 2; Chrh2 =
Receptor do hormonio liberador de corticotropina tipo 2. Figura produzida com o auxilio das
ferramentas disponiveis em: mindthegraph.com/

Ambas as linhagens (congénica e sua linhagem parental controle) sdo criadas
nas mesmas condicbes ambientais controladas, isso possibilita inferir que as
diferencas que elas apresentam quanto a comportamentos, processos metabdlicos,
respostas a xenobiodticos entre outros, podem ser atribuidas a genes localizados no
locus diferencial. Por este motivo a linhagem SHR passa a ser considerado o controle
genético da SLA16.

A partir da fenotipagem dos SLA16 a primeira conclusao foi de que esta apresenta
niveis ainda mais baixos de comportamento tipo-ansioso do que a linhagem SHR, isto
foi observado em mais de um teste classico para medir indices de ansiedade em
roedores. (13) Além das medidas classicas de ansiedade, a linhagem SLA16 também
parece apresentar uma hiperatividade locomotora, principalmente em ambientes
novos. Estas caracteristicas, dentre outras, levaram esta linhagem a ser apontada até
como um novo modelo em potencial para o estudo do Transtorno de Déficit de Atencéao
e Hiperatividade. (21)
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A linhagem SLA16 foi pioneira na abordagem de construcdo de uma linhagem
congénica de ratos com o objetivo de isolar um /ocus relacionado a ansiedade. Apesar
de o enfoque inicial ter sido a busca pelas bases da ansiedade, a caracterizacao
fenotipica da linhagem SLA16 apresentou alguns outros pontos interessantes. (14)
Por exemplo, os SHR (“ratos espontaneamente hipertensos”) tém elevada pressao
arterial, pois foram selecionados artificialmente para este feno6tipo, como comentado
anteriormente. Os SLA16, contudo, apresentam niveis significativamente mais baixos
de pressao sanguinea. (2,12). Além disso, os animais da linhagem SLA16 apresentam
prejuizos em testes de memoria de medo condicionado ao contexto. (3) Quanto a
resposta a farmacos também ja foi relatado que as linhagens apresentam diferencas
na resposta cronica ao tratamento com cafeina (antagonista adenosinérgico dos
receptores A2A), na resposta aguda ao quimpirole - um antagonista dopaminérgico
dos receptores tipo D2, e ao etanol. (2,21,49)

Em suma, a construcéo da linhagem SLA16 foi concluida em 2013, e nestes
cinco anos seu potencial para o estudo das bases genéticas dos comportamentos
vem sendo reforcado em cada trabalho. A regidao gendémica diferencial &€ pequena
comparada ao genoma completo, contudo ainda abarca cerca de mil genes. Alguns
dos genes candidatos mais promissores estdo citados na figura 5. Esses trabalhos
recentes s6 reforcam a importancia do cromossomo 4 do rato como uma regiao
com forte probabilidade de abrigar genes importantissimos para a expressao de
comportamentos relacionados néo s6 a ansiedade, mas também ao processamento
emocional e memoéria de seres humanos.

As estratégias que podem ser adotadas, a seguir, na busca pela compreensao da
relagdo de cada nuance destes comportamentos com um ou mais genes sao variadas.
Dentre elas, podemos citar a analise bioinformatica, a ado¢cdo de moduladores
farmacologicos, o0 sequenciamento da regido gendmica diferencial, a analise da
expressao génica e a construcao de linhagens subcongénicas.
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